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« La plus grande gloire dans la vie ne réside pas dans le fait de ne jamais tomber, mais dans
celui de se relever a chaque fois que nous tombons »
Nelson Mandela
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INTRODUCTION

L’herpés virus humain 5 (HHV-5) ou cytomégalovirus humain (CMVH) est un virus de la famille
des Herpesviridae et plus particulierement de la sous famille des 3-Herpesvirinae (1). C'est a
la fin du 19°™ siécle que sont décrites pour la premiére fois des inclusions nucléaires dans
des cellules dites cytomégaliques (Figure 1) et ce n’est que dans les années 1950 que Weller,
Smith et Rowe isolent et cultivent le CMV (2). L'Homme est le seul réservoir du
cytomégalovirus (CMV), et ses voies d’excrétion sont multiples : salive, urines, sperme,
sécrétions cervico-vaginales, lait maternel. Cannon et al. en 2010 estimaient que 40 a 100%
de la population mondiale était immunisée pour le CMV (3), 83% en 2019 selon Zuhair et al,
avec des disparités socioéconomiques et géographiques (4). Comme tous les herpesvirus
aprés la primo-infection, le CMV persiste toute la vie chez son hote a I'état latent, avec des
phases de réactivation ou de réinfections par un virus exogene. Fréquemment
asymptomatique et sans gravité chez le sujet immunocompétent, I'infection a CMV peut avoir
des conséquences graves chez les personnes immunodéprimées, et chez le feetus lorsqu’il

est acquis au cours d’une infection maternelle.

— -
P

| protéines associées a PADN |

Figure 1: Structure du virion du CMV

Source : Encyclopaedia Universalis, Cytomegalovirus, S Alain, F Denis, 2005 France.
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1.1. STRUCTURE DU VIRUS ET GENOME VIRAL

Le cytomégalovirus humain (CMVH) appartient a la famille des Herpesviridae, divisée en trois
sous-familles que sont les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les
Gammaherpesvirinae. L’inclusion dans une sous-famille dépend des caractéristiques du virus
comme la structure du génome, son cycle de réplication ou encore de la morphologie du virion.
Le cytomégalovirus humain ou HHV-5, appartient a la sous famille des Betaherpesvirinae, qui
a la suite d’'un cycle réplicatif dit long de 72 a 96 heures en culture cellulaire, restent latents
principalement dans les glandes sécrétoires, le systeme lymphoréticulaire, les cellules
souches hématopoiétiques, les cellules épithéliales et fibroblastiques (3). Les virus HHV-6 et

HHV-7 complétent cette sous famille.

Le virion du CMVH est une particule virale d’environ 200nm de diamétre. Cette particule est
composée de 4 éléments : le génome viral constitué d’ADN bicaténaire, linéaire de 240 000
paires de bases et codant plus de 200 protéines, inséré au sein d’'une capside icosaédrique
de 162 capsoméres. Cette capside est séparée de I'enveloppe virale comprenant de

nombreuses glycoprotéines par le tégument (Figure 2).

Glycoprotéines Capside

Tégument

ADN double brin

Figure 2 : Représentation 3D de la structure du virion du cytomégalovirus humain.

Source : Thése C.Muller, Université de Limoges, 2022
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‘ Le génome viral :

Le génome du CMVH, entierement séquencé, est constitué d’'un ADN double brin de 227 a

236 Kb (5) codant plus de 200 protéines, ce qui en fait le plus long parmi les Herpés virus. Le
génome du CMVH se compose de deux régions, la région unique longue (UL) comportant les

genes UL1 a UL132 et la région unique courte (US) avec les génes US1 a US34 (Figure 3).

Région unique longue Région unique courte
8 TRL IRL § { ( (0
«a» > (73» ) “Ca»
« pact» « pac2 »
Région UL : TRL : Répétition terminale longue IRL : Répétition interne longue
Région US : IRS : Répétition interne courte TRS : Répétition terminale courte

Figure 3 : Structure du génome viral du CMVH

Source : Thése C. Jacquet, Université de Limoges, 2020

Chaque région est délimitée par des séquences inversées et répétées, TLR et IRL pour le
segment UL, TRS et IRS pour le segment US. Les régions « a », impliquées dans le
mécanisme d’encapsidation, sont présentes a chaque extrémité du génome viral ainsi qu’entre
les séquences TRL et IRS. Elles contiennent les séquences pac1 et pac2 (cis-acting packaging
element) site de reconnaissance pour le clivage par le complexe terminase des concatémeéres

d’ADN produits lors de la réplication virale (6).

Au cours du cycle viral, I'expression du génome du CMVH conduit a la synthése de trois
catégories de protéines virales décrites comme trés précoces ou « Immediate Early » (IE ou
a), précoces ou « Early » (E ou B) et tardives ou « Late » (L ou y). Les protéines |IE, exprimées
a des niveaux variables tout au long du cycle régulent la synthése des autres protéines E et
L. Les protéines tardives sont essentiellement impliquées dans la constitution du virion (Figure
4).
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Immediate Early Early Late

Genes |.E Génes E Geénes L
Protéines |.E ——— Protéines E Protéines L —_—

Morphogeneése et
maturation des
virions

Expression des génes Réplication de ’ADN
I.E,EetL viral

Régulation des fonctions de la
cellule hote
Expression des génes
Progression du cycle cellulaire
Apoptose
Réponse immunitaire

Figure 4 : Expression et fonctions des génes viraux lors du cycle de réplication virale.

Source : Thése L. Morére, Université de Limoges, 2013

‘ La capside :

La capside du CMVH, icosaedrique, est formée de capsoméres composés de différentes
protéines dont la protéine pUL86, protéine majeure de la capside (MCP pour Major Capsid
Protein), les protéines mineures pUL85 et pUL46 et les protéines pUL48 et pUL49 qui sont les
petites protéines de la capside (7). Ces protéines interviennent dans I'assemblage de la
capside. Les protéines pUL104 s’assemblent ensuite pour former un portail sur 'un des
sommets de licosaédre permettant I'entrée de 'ADN dans la capside, formant ainsi la

nucleocapside.

‘ Le tégument :

Le tégument est situé entre I'enveloppe lipidique et la capside et principalement formé des
phosphoprotéines pp65 (ou pUL83), pp71, pp150 et pp128, entourant la capside virale et
impliquées dans les modifications cellulaires lors de I'entrée du virus dans la cellule hoéte,

I'expression de certains génes, ou encore dans le passage de la capside du noyau vers le
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cytoplasme (8,9). La phosphoprotéine pp65 est la plus abondante au sein du tégument et du
virion. Elle empéche la reconnaissance des protéines Immediate Early par les composants du
systéme immunitaire, et inhibe également la synthése de composants impliqués dans la
réponse immune de la cellule héte infectée (10). La phosphoprotéine pp71 joue un rdle
important dans I'activation de I'expression des génes Immediate Early (11). Les protéines
pp150 et pp28 interviennent dans I'assemblage et la sortie des particules virales hors de la
cellule héte et pp150, joue un rdle dans I'incorporation des nucléocapsides dans les particules

virales (12).

‘ L’enveloppe :

L’enveloppe externe est constituée d’'une bicouche phospholipidique dérivée des membranes
internes cytoplasmiques et nucléaires ce qui confére au virion une sensibilité a la chaleur, au
pH et aux solvants. Les protéines composant I'enveloppe virale sont réparties en groupes ou
glycocomplexes, parmi lesquelles sont présentes la glycoprotéine B (gB) codée par le géne
UL55, les glycoprotéines M et N (gM et gN) codées respectivement par les genes UL100 et
UL73 et les glycoprotéines gH/gL et gO (codées par UL75, UL115 et UL74) (13). Un autre
complexe est présent au sein de I'enveloppe virale : le complexe pentamérique ou pentamére
composé des protéines gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131, qui permet I'entrée du virus dans les

cellules épithéliales et endothéliales (14).

1.2. CYCLE DE REPLICATION VIRALE

Malgré sa spécificité d’héte, le CMVH est capable d’infecter de nombreux types cellulaires tels
que les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales, mais aussi les cellules
dendritiques, les monocytes et macrophages, les cellules neurales, les trophoblastes ou

encore les hépatocytes (15).

Le cycle viral est résumé et schématisé dans la Figure 5.
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Figure 5 : Cycle viral du CMVH

@ Internalisation de la capside et des protéines du tégument aprés interaction des
glycoprotéines virales avec les récepteurs et protéines extracellulaires. (2°) Transport de la
capside jusqu’au noyau de la cellule. @ Libération du génome viral dans le noyau. @
Réplication de ’ADN viral en cercle roulant par la polymérase virale pUL54. @ Expression
des génes viraux trés précoces (a), précoces (B) et tardifs (y). @ Encapsidation de 'ADN viral
par interaction du complexe terminase avec les protéines portails pUL104. @ Sortie du noyau
de la capside et ajout des protéines du tégument au virion. @ Maturation du virion et
acquisition de I'enveloppe au sein de vésicules ceIIuIaires.@ Excrétion des virions par fusion
de la membrane des vésicules avec la membrane plasmique (16)

L’entrée du virus dans la cellule héte se fait aprés l'interaction des complexes glycoprotéiques
de l'enveloppe virale avec les récepteurs extracellulaires de la cellule. Le complexe
pentamérique est impliqué dans I'entrée du virus dans les cellules endothéliales et épithéliales
et le complexe gH/gL/gO est impliqué dans I'entrée du virus dans les fibroblastes. Dans les
deux cas, apres liaison du complexe trimérique ou pentamérique, la gB, ou protéine de fusion,
induit I'entrée du virus dans la cellule (17). L’entrée du virus dans la cellule va alors se faire
soit par endocytose soit par fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique selon
le type cellulaire et les conditions. En culture cellulaire, la synthése de ’ADN viral débute 16

heures apres l'infection dans le noyau de la cellule héte et la durée du cycle viral, au sein des

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 26
Licence CC BY-NC-ND 3.0



fibroblastes, est le plus long parmi les herpésvirus : 96 a 120h étant nécessaires pour détecter

de nouveaux virions infectieux dans le surnageant de culture.

Aprés la fusion membranaire, certaines protéines du tégument sont libérées tandis que
d’autres restent étroitement liées a la capside ou elles interagissent avec le systéeme dynéine-
microtubules de I'néte permettant le transport vers un pore nucléaire (18). L'ADN viral est

ensuite libéré dans le noyau par le complexe du pore nucléaire (19).

Dés lors que I'ADN viral est libéré de la capside dans le noyau, I'étape de réplication débute ;
son initiation correspondrait a I'ouverture de 'ADN double brin par le complexe hélicase-
primase composé des sous-unités protéiques pUL105 et pUL70 ainsi que de la protéine
pUL102. La réplication virale se déroule, comme pour les autres herpesviridee, en 3 phases :
la phase « trés précoce » durant laquelle les génes trés précoces ou immediate-early (IE)
s’expriment permettant la synthése de protéines activatrices, la phase « précoce » avec
expression des génes précoces ou early (E) et synthése de protéines enzymatiques dont
I’ADN polymérase virale pUL54, protéine indispensable a la réplication virale et enfin la phase
« tardive » avec expression des génes tardifs ou /ate (L) et synthése de protéines contribuant
a I'assemblage et a la morphologie des virions (composants protéiques de la capside et des

glycoprotéines d’enveloppes). C’est lors de cette phase qu’a lieu la réplication de 'ADN viral.

Ainsi, '’ADN viral est synthétisé par la polymérase pUL54 formant une longue molécule d’ADN

bicaténaire nommée concatémeére.

Le génome viral est ensuite clivé et encapsidé dans une capside, assemblée dans le noyau,
au travers des protéines portails pUL104 par I'intervention du complexe terminase (20,21). Le
complexe terminase est un complexe hétéro-oligomére dont le réle est de transloquer le
génome viral dans la pro-capside nouvellement formée. Les protéines composant ce complexe
sont les protéines pUL51, pUL56 et pUL89 et c’est Le complexe pUL56/pUL89 préalablement

formé, qui en se fixant a pUL104 permet le transfert de 'ADN dans la capside.

Pendant l'infection, trois types de capsides sont détectées dans la cellule héte. Ces capsides,
A, B et C, représentent respectivement des capsides vides, des capsides contenant des
protéines d’assemblage et des capsides contenant de I'ADN viral. Les capsides C représentent
les pro-capsides ayant correctement encapsidé le génome viral et sont similaires a celles
trouvées dans les virions matures (20,22). Alors que les trois formes de capsides sont
présentes dans le noyau et dans les compartiments cytoplasmiques, les capsides C
prédominent dans le cytoplasme. Lorsqu'elles sont libérées de la cellule, les capsides A et B
constituent une population appelée particules enveloppées non infectieuses (20). Les

protéines du tégument synthétisées au cours de la phase tardive de la réplication de 'ADN

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 27
Licence CC BY-NC-ND 3.0



11

viral, et notamment pp28, pp71, pp150 et pp65, forment des amas qui s’agrégent autour des

capsides pour former une substance amorphe, le tégument.

Les nucléocapsides ainsi entourées du tégument sortent du noyau de la cellule hbte ou elles
acquiérent une premiére enveloppe, dérivée du feuillet interne la membrane nucléaire (23).
Ces virions en traversant la lumiére, perdent leur premiére enveloppe par I'action du complexe

de sortie nucléaire formé des protéines pUL50, pUL53 et pUL97 et migrent dans le cytoplasme.

Les capsides « tégumentées » achévent leur maturation au niveau de I'appareil de Golgi avec

I'ajout de I'enveloppe virale.

Les particules matures sont transportées a la surface de la cellule héte via le réseau golgien

et les virions sont ensuite excrétés hors de la cellule (24).

1.3. PHASE DE LATENCE ET DE REACTIVATION

Le CMVH, apreés sa réplication et une dissémination dans I'organisme, persiste a I'état latent
majoritairement dans les cellules souches hématopoiétiques. Certains génes s’exprimant lors
de la phase de latence ont pu étre identifiés. Ainsi, les cellules infectées expriment les génes
situés dans les locus UL133-UL138, UL144, US28. La protéine pUL135 par interaction avec
'EGFR diminue l'expression du récepteur a la surface de la cellule en favorisant sa
dégradation, a la différence de pUL138 qui augmente I'expression de 'EGFR a la surface
cellulaire. Selon Rak et al, la perte du géne UL135 conduirait au maintien de I'état latent (25).
L’entrée du virus stimule 'EGFR pour favoriser la survie cellulaire. Durant la latence,
I'expression du génome est réduite par I'action de facteurs épigénétiques dont le mécanisme
d’action n’est pas encore élucidé. Des régulateurs issus du CMVH sont aussi impliqués dans
le maintien de la latence et dans I'échappement au systéme immunitaire (26).

La réactivation virale pourrait étre déclenchée lors de changements dans la cellule induits par
la différenciation des progéniteurs des cellules myéloides ou des monocytes en macrophages
permettant ainsi I'expression des genes IE. La protéine pUL138 en augmentant I'expression

de 'EGFR favoriserait I'activation de la voie NF-kB et ainsi de la réponse immunitaire (26).
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1.4. TRANSMISSION DU CMVH IN UTERO

Le placenta humain se développe lorsque les trophoblastes issus du feetus, le principal type
cellulaire qui compose le placenta, forment le trophectoderme. Le trophectoderme forme une
barriere cellulaire au début du développement embryonnaire permettant de limiter les
infections. Les cellules souches du trophoblaste donnent naissance aux cytotrophoblastes
(CTB), les cellules mononucléaires prolifératives du placenta, et aux syncytiotrophoblastes
(STB), une couche cellulaire contigué multinucléée qui recouvre toute la surface des villosités
choriales placentaires. Au cours du premier trimestre, le placenta subit d'importantes
modifications morphologiques qui aboutissent a la structure villositaire qu'il aura pendant le
reste de la grossesse. Ces villosités choriales constituent le principal contact entre le placenta
issu du feetus et I'approvisionnement en sang maternel qui baignera finalement ces structures
(27). La fin du premier trimestre marque également la transition vers un placenta hémochorial,
dans lequel le sang maternel entre directement en contact avec le placenta issu du feetus. Le
STB est la principale barriére contre la propagation hémochoriale des agents infectieux et cette
couche cellulaire fusionnée permet la protection des CTB prolifératifs sous-jacents. Les
villosités choriales contiennent des barrieres supplémentaires a l'infection qui résident dans le
stroma villositaire, notamment les macrophages dérivés du foetus (cellules de Hofbauer) et la
micro-vascularisation foetale, qui doit étre franchie pour qu'un agent infectieux atteigne le sang
foetal. Certaines cellules immunitaires maternelles se trouveraient a proximité du placenta

foetal et pourraient conférer une couche supplémentaire de protection immunitaire (27).

Les mécanismes par lesquels les différents pathogénes accédent au foetus ne sont pas
clairement identifiés et pourraient varier en cours de grossesse avec I'évolution de l'interface
foetoplacentaire. Certains évoquent une possible infection des trophoblastes extravillositaires
et/ou l'infection de la caduque d'origine maternelle, par l'infection directe des populations de
cellules immunitaires maternelles. D'autres voies possibles seraient la transmission directe a
travers les villosités choriales, par l'infection directe des syncytiotrophoblastes ou par des
Iésions de la couche de syncytiotrophoblastes provoquées par l'inflammation, qui lésent la
barriere et permettent la transmission (Figure 6). La théorie prédominante actuelle serait que
la transmission foetale du CMVH se produirait au niveau de la decidua basale maternelle, la
decidua fonctionnant comme un réservoir pour la réplication du CMVH pendant le premier
trimestre agirait comme une source de transmission vers le tissu foetal a proximité et le
placenta envahissant. L'interface utéro-placentaire contient un grand nombre de cellules
immunitaires, de cellules épithéliales et de cellules endothéliales en prolifération, qui sont
également des cibles potentielles du CMVH. Cependant, la propagation hématogéne du
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CMVH semble étre la voie la plus courante d'infection placentaire et foetale, les couches de
trophoblastes entourant les villosités placentaires joueraient un rble majeur dans la

transmission materno-foetale du CMVH (28).

Face maternelle

Infection des
trophoblastes
extravillositaires

Infection de la
décidua
maternelle

Infection directe des
syncytiotrophoblastes

Lésion causée par
I'inflammation

Face foetale

Figure 6 : Mécanismes de la transmission virale verticale au niveau de l'interface foeto-placentaire.
Adapté de Megli et Coyne (27).

En effet, la couche de surface dune villosité est composée de la couche de
syncytiotrophoblastes multinucléés et d'une couche sous-jacente de cytotrophoblastes, qui
recouvre les villosités flottantes chorioniques (cytotrophoblastes villositaires) et les villosités
d'ancrage (cytotrophoblastes invasifs) (Figure 7). Les cytotrophoblastes invasifs (distaux)
expriment les récepteurs clés des intégrines et 'EGFR ou le PDGFRa au cours de leur
migration vers les vaisseaux sanguins basaux de la décidue maternelle. La couche de
syncytiotrophoblastes est baignée par le sang maternel et les complexes IgG-virions
circulants, ce qui permet I'attachement et I'entrée du virus par l'intermédiaire de certains
facteurs de croissance (28). Ainsi, différents types cellulaires (cellules épithéliales,
endothéliales, fibroblastes et monocytes) sont impliqués dans I'invasion virale et expriment a
leur surface différents types de récepteurs permettant la reconnaissance et la liaison aux

protéines d’enveloppe virale (28).
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Figure 7 : A : Les récepteurs impliqués lors de l'infection par le HCMV a l'interface utérin-placentaire
sur les cellules placentaires. B Coupe transversale d’une villosité. Adapté de Coyne et Lazear (29)

Les syncytiotrophoblastes du premier trimestre expriment le FCRN ce qui permettrait |a liaison
des complexes immunoglobuline G (IgG) avec les virions maternels, qui seraient ensuite
endocytés et séquestrés dans les cavéosomes. Ce processus de transport des IgG a travers
les villosités flottantes vers les tissus foetaux serait un élément clé de la stimulation de
I'immunité innée maternelle et de l'internalisation des complexes IgG-virions maternels via le
FcRn exprimé sur les syncytiotrophoblastes le médiateur de l'infection des cytotrophoblastes
sous-jacents. La couche sous-jacente de cytotrophoblastes des villosités choriales exprime
les récepteurs du facteur de croissance épidermique (EGFR) nécessaires a I'entrée du HCMV.
Cependant, les récepteurs intégrines clés a1p1 et aVB3 sont absents de ces cellules mais
présents dans les cytotrophoblastes qui s'agrégent en colonnes cellulaires pour former les
villosités d'ancrage. L’ensemble des cytotrophoblastes exprime le récepteur alpha du facteur
de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRa), qui permet I'attachement et I'entrée des
virions (28). Dans la décidue, le virus infecte les cellules épithéliales et se transmet de cellules
a cellules jusqu’aux CTB invasifs (30). Les leucocytes et monocytes déciduaux infectés par le
HCMV latent pourraient se réactiver pendant l'invasion de la décidua endométriale par les
cytotrophoblastes au cours du développement précoce du placenta et seraient capables de

produire des transcriptions du cycle lytique essentielles a la réplication du virus. Ainsi, les
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cellules immunitaires infectées de maniére latente pourraient se répliquer dans la caduque

maternelle lors de la réinfection ou de la réactivation du CMVH (31)

Pereira et al. ont établi que le CMVH infecte les cellules progénitrices du trophoblaste (TBPC)
dans la membrane chorionique des placentas issus d'une infection congénitale symptomatique
bloguant ainsi la différenciation et la fusion en syncytiotrophoblastes. Le nombre de TBPC
diminuerait, perturbant ainsi, le développement des villosités choriales (30). Le CMVH serait
responsable d’effets cytopathiques caractéristiques dans les capillaires villositaires et les
cellules stromales avec de nombreuses inclusions intranucléaires typiques et une composante
plasmocytaire caractéristique de villite chronique lorsque I'infection se prolonge. En lien avec
I" infection ou les effets de l'inflammation, le systéme vasculaire du foetus involuerait, laissant
souvent des dépbts d'hémosidérine dans les villosités avasculaires (32). La fibrose provoquée,
bloguerait le flux sanguin et réduirait encore davantage les échanges entre la circulation
maternelle et la circulation fcetale (33) ; ces placentas hypoxiques entraineraient un défaut de
croissance foetale (34). Uenaka et al. décrivaient en cas d’infection congénitale soit des
placentas grands et péles, soit petits et fibrotiques (33). lls ont également établi que la
fréquence de la villite chronique et des modifications des villosités serait plus élevée lorsque
les meéres présentaient une infection congénitale symptomatique a CMV et que la fréquence
des modifications de la caduque chez les méres souffrant d'infections non primaires a CMV
était plus élevée que chez les méres souffrant d'infections primaires (33).

L’augmentation du risque de transmission materno-fcetale au fur et a mesure de I'évolution de
la grossesse avec un risque de séquelles quasi exclusif lorsque l'infection surviendrait au 1*
trimestre est désormais bien établie (35,36). Les modes de transmission et les effets sont
expliqués physiologiquement par I'évolution de la structure et de la fonction du placenta, des
organes foetaux et des systémes immunologiques. Le placenta est le premier organe foetal a
étre infecté. L'infection des villosités dépend de I'expression de récepteurs fonctionnels dans
des populations distinctes de cellules progénitrices et de cellules en voie de différenciation. La
sensibilité a l'infection augmente a mesure que les cytotrophoblastes progressent le long de
la voie de différenciation, ce qui explique I'augmentation du taux de transmission verticale avec
I'avancement de la grossesse. La probabilité d'atteintes foetales est plus élevée lorsque
l'infection a CMV survient au début de la grossesse. Le cerveau humain commence a se
développer sous la forme d'une fine feuille de cellules neuroépithéliales qui proliferent
rapidement pour former le tube neural, dés la quatrieme semaine de gestation. A ce stade
précoce du développement, l'infection par le CMV entraine une altération de la prolifération et
de la différenciation cellulaire ainsi qu’une augmentation de la fréquence de la mort cellulaire

dans les cellules précurseurs des neurones. Les différences entre les génes HLA pourraient
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influer sur la sensibilité du foetus aux lésions neurologiques dues a une infection congénitale
par le CMV (37).

1.5. INFECTION A CYTOMEGALOVIRUS DURANT LA GROSSESSE

Fréquemment asymptomatique et sans gravité chez le sujet immunocompétent, la grossesse,
de par l'immunodépression relative qu'elle induit, est une situation a risque d’infection
maternelle, mais également congénitale. Ainsi, l'infection congénitale a cytomégalovirus
(cCMV) est la cause la plus fréquente de déficit neurologique néonatal d’origine infectieuse.
La séroprévalence du CMV chez les femmes enceintes frangaises est d’environ 50% (38) (39)
(40) avec une séroprévalence proche de 80% pour les femmes d’origine non métropolitaine.
Le taux de séroconversion en cours de grossesse serait de 0,6 a 1,7% par an en France (38)
(39) (41) avec environ 30% de transmission maternofoetale en cas de primoinfection et d’au
moins 1,5% en cas d’infection secondaire (réactivation / réinfection). Ainsi, au niveau mondial
0,64 % des enfants naissent infectés (42). En France, ce risque est estimé entre 0,4 a 0,7%
soit environ 3000 enfants infectés chaque année (43). Au total, a la naissance, 10 a 15% des
enfants infectés sont symptomatiques et parmi eux 10 a 30% décédent. La majorité des
enfants survivants auront quant a eux des séquelles développementales ou neurosensorielles
lourdes dont la plus fréquente est une atteinte auditive centrale ou cochléaire avec une surdité
profonde, bilatérale. Parmi les 85 a 90% d’enfants asymptomatiques a la naissance, 10 a 15%
développeront des séquelles tardives, retard de développement ou troubles neurosensoriels

essentiellement a type d’hypoacousie ou de troubles visuels (44).

Malgré ces chiffres, il n’y a actuellement pas de consensus sur la prise en charge en termes
de dépistage, surveillance et traitement d’'une patiente faisant une infection congénitale a CMV
et cette absence de prise en charge standardisée est une source d’anxiété parentale
importante. Les antiviraux utilisés pour le traitement de [linfection a CMV chez
'immunodéprimé (ganciclovir, foscarnet et cidofovir) ne sont pas envisageables chez la femme
enceinte du fait de leur toxicité. Shahar Nissan et al. en 2020 ont démontré dans un essai
randomisé que I'administration de fortes doses de valaciclovir chez des femmes enceintes
présentant une infection a CMV était sans risque et semblait efficace pour diminuer la
transmission maternofoetale (45). De plus, le valaciclovir est bien toléré avec de rares effets
indésirables. Devant ces résultats, ce traitement est proposé actuellement dans certains

centres.
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‘ Pour lutter contre I'infection congénitale a CMV, en I'absence d’'une vaccination efficace, limiter
la transmission maternofoetale est un objectif essentiel. Nous avons donc souhaité a travers
nos travaux de thése améliorer I'arsenal thérapeutique disponible et organiser la prise en
charge des femmes dés le début de la grossesse leur permettant ainsi 'accés au traitement
anténatal. Nos travaux ont donc visé deux objectifs complémentaires 1) mettre en place et
d’évaluer l'intérét d’'un dépistage systématisé de l'infection a CMV durant la grossesse au sein
d’'une maternité de type 3, au CHRU de Limoges et 2) évaluer le potentiel inhibiteur d’anticorps
anti-CMV et de nouveaux anti-viraux seuls ou en association, en cultures cellulaires et a partir
de modeéles ex vivo de cultures d’explants placentaires pour a terme pouvoir proposer une
option thérapeutique aux patientes faisant une infection a CMV durant la grossesse et ainsi
diminuer la sévérité de I'atteinte chez ces foetus et du potentiel handicap chez les nouveau-
nés.

Une partie de ces travaux a fait I'objet d’'une publication d’une revue parue dans la Revue de
Biologie Médicale Infection de la femme enceinte par le cytomégalovirus : du dépistage
au traitement. P. Coste-Mazeau, S. Alain, C. Muller, D. Andouard, S. Hantz. (Annexe 1), ainsi
que d’un article original publi¢ en 2022 dans Microorganisms : Potential of Anti-CMV
Immunoglobulin Cytotect CP © In Vitro and Ex Vivo in a First-Trimester Placenta Model.
Perrine Coste Mazeau, Chloé Jacquet, Clotiide Muller, Mathis Courant, Chahrazed El

Hamel, Thierry Chianea, Sébastien Hantz, Sophie Alain.
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DEPISTAGE

2.1. INTRODUCTION

L’infection congénitale a CMV est la plus fréquente des infections congénitales avec une
prévalence estimée a la naissance de l'ordre de 0,2 a 1% (42,46). En France, environ 3 000
nouveau-nés pour 800 000 naissances annuelles sont infectés par le CMV et risquent d’étre
atteints de retard psychomoteur majeur ou de surdité (43). Ainsi, le CMV est aujourd’hui la
premiére cause de handicap neurosensoriel d’origine infectieuse chez les nouveau-nés.
Malgré cela, ce virus et ses potentielles conséquences foetales sont relativement méconnues
des femmes enceintes (47,48) mais également des professionnels de santé (49), parmi

lesquels jusqu’a 91% ne connaitraient pas ses modes de transmission (50).

Une infection primaire (primo-infection) par le CMV se manifeste par la synthése d’'IgM et d’IgG
spécifiques chez une patiente antérieurement « séronégative », trait biologique définissant une
« séroconversion ». A la suite d’'une primo-infection, le virus persiste sous une forme latente
durant toute la vie, associé a la présence sérique d’lgG dans le sérum (« séropositivité CMV
»). Une infection secondaire est consécutive soit a une reprise de la multiplication du virus
restée en dormance (réactivation), soit a une nouvelle contamination par une souche virale

distincte de celle responsable de la primo-infection (réinfection).

S'il est désormais clairement établi que le la primo-infection en cours de grossesse est a risque
de transmission foetale de I'ordre de 6 a 66% selon le terme de la grossesse (51) (Figure 8),
une métananalyse parue en 2022 (52), évoquait un taux d’infection secondaire en cours de
grossesse de l'ordre de 21.5% [95% CI 12.7%,30.3%] et Lilleri et al. dans I'étude CHILd

retrouvait dans ce cas 0,2% d’infection congénitale (53).

TABLE 3
Risk of CMV congenital infection (transmission)

Transmission rate

Periconception 21% (95% Cl, 8.4—33.6)

First trimester 36.8% (95% Cl, 31.9—41.6)
Second trimester 40.3% (95% Cl, 35.5—45.1)
Third trimester 66.2% (95% Cl, 58.2—74.1)

Figure 8 : Taux de transmission maternofoetale en cas de séroconversion selon le terme de la
grossesse. Chatzakis et al. (51)
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Depuis le rapport de la Haute Autorité de Santé publié en 2004, le dépistage systématique
d’'une « séroconversion CMV » chez la femme enceinte n’est pas recommandé, car aucun
traitement n’avait été validé par un essai randomisé pour prévenir 'atteinte fcetale. Cette
décision a été réitérée en 2018 par le Haut Conseil de Santé publique. Cependant, le College
National des Gynécologues Obstétriciens Francais (CNGOF) précise qu'un dépistage des
patientes « séronégatives » en début de grossesse, suivi de mesures d’hygiéne diminuent le
nombre d’enfants atteints a la naissance. Le risque de contamination serait alors réduit de 85
% (54). Toutefois, en 'absence de preuves suffisantes de I'efficacité d’'un traitement préventif
de la transmission materno-foetale ou curatif d’'un foetus infecté, le dépistage systématique ne
peut étre préconisé, précise le CNGOF. L’Académie de Médecine s’est, quant a elle,
prononcée en faveur du dépistage en 2019. Le dépistage de l'infection congénitale a CMV est
néanmoins proposé dans différents pays d’Europe, en Israél, en Australie et aux Etats-Unis
d’Amérique, indépendamment de programmes nationaux (55). L’'une des raisons également
invoquée pour ne pas systématiser le dépistage est la difficulté a diagnostiquer une infection
secondaire chez les femmes immunisées qui représentent aujourd’hui 86% de population
mondiale (50 a 60% des femmes frangaises) avec des disparités géographiques (Figure 9)
mais également selon le niveau socio-économique (4). L’expérience d’lsraél fait état d’'une
augmentation du taux de demande d’interruption médicale de grossesse en cas de dépistage,

pouvant expliquer également la réticence a rendre le dépistage systématique (56).

Figure 9 : Répartition géographique de la séroprévalence du CMV chez les femmes en age de
procréer.

Source : Zuhair et al. (4)
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Malgré cela, 16% des femmes enceintes frangaises déclarent recevoir des conseils d’hygiéne
et de prévention durant leur grossesse (57) et il est établi que 25% bénéficieraient d’'un
dépistage du CMV durant leur grossesse (58) et que 97% acceptent le dépistage quand celui-
ci est proposé (39). Ainsi, différentes stratégies s’opposent. Certaines équipes préconisent la
réalisation itérative d’études sérologiques avec dosage d’anticorps (IgG et IgM) spécifiques du
CMV jusqu’a la fin du premier trimestre ou jusqu’a 20 semaines d’aménorrhées (SA) chez les
patientes «séronégatives» (59) et d’autres, lors du premier trimestre de la grossesse puis a
I'accouchement, et un dépistage sanguin ou urinaire du virus chez un nouveau-né dont la mere
est suspectée dinfection. Cette stratégie évoquée permettrait le dépistage de 82 %
d’infections congénitales (59). Enfin, certains n'effectuent le dépistage qu’en cas de situations
obstétricales (menace d’accouchement précoce, rupture prématurée des membranes..) ou
cliniques évocatrices (hyperthermie, vomissements..). La mise en évidence de signes
échographiques évocateurs de foetopathie infectieuse cérébraux (calcification cérébrale,
ventriculomégalie, agénésie du corps calleux..) et extracérébraux (retard de croissance intra-
utérin, hyperéchogénicité intestinale ou rénale, ascite, hépatomégalie, placentomégalie..) (60)
peut également conduire a la réalisation de sérologies. Le dépistage néonatal systématisé

n’est pas non plus, a ce jour, recommandé.

Depuis le 1°" janvier 2020, nous avons mis en place en collaboration avec le Centre National
de Référence Herpeés virus, au sein de notre maternité du CHRU de Limoges, le dépistage
systématisé de linfection congénitale a CMV durant la grossesse par la réalisation de
sérologies itératives. Nous évaluerons dans cette premiére partie de thése, la pertinence de
ce dépistage et décrirons nos cas d’infections congénitales. Ce travail a fait 'objet de deux
communications affichées lors de congrés internationaux a Rome en 2021 « CMV 2021 - 2nd
CONGRESS ON CONGENITAL CMV » et lors du « 8th International Congenital CMV
Conference & 18th International CMV Workshop » en 2021 (Annexe 2 et 3).
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2.2. MATERIEL ET METHODES

Nous avons réalisé une étude comparative rétrospective monocentrique du 1er juillet 2017 au
30 juin 2022 a I'Hépital Mére Enfant (HME) de Limoges, maternité de type 3 réalisant en

moyenne 2500 accouchements par an.

Avant 2020, le dépistage du CMV n’était réalisé au sein de notre établissement que devant la
présence de signes évocateurs quils soient maternel clinique (éruption cutanée,
hyperthermie..) ou biologique (perturbation du bilan hépatique), obstétrical (menace
d’accouchement prématuré ou rupture prématurée des membranes) ou bien fcetal devant la
présence de signes échographiques évocateurs de foetopathie infectieuse (cérébral, digestif,
retard de croissance intra-utérin, anomalie de la quantité de liquide amniotique...). Nous ne
proposions pas de traitement, mais une surveillance échographique mensuelle et une PCR
urinaire ou salivaire a la naissance. Une IRM cérébrale foetale était proposée selon le terme
de linfection. En cas de suspicion postnatale d’infection congénitale (> 3 semaines de vie),
une PCR sur sang séché prélevé au troisiéme jour de vie dans le cadre du dépistage néonatal

des six maladies était réalisée.

Depuis le 1°" janvier 2020, nous avons mis en place un dépistage systématisé par sérologies

itératives avec détection semi-quantitative des IgG et des IgM spécifiques.

Ainsi en complément de conseils d’hygieéne (Annexe 4) dispensés a la femme enceinte lors de
sa premiere consultation au sein de notre établissement, nous proposons a la patiente la
réalisation d’une sérologie au 3°™ mois, mais également au 6°™, 8°™ mois et &
I'accouchement. Quatre sérologies sont donc réalisées en cours de grossesse. La réalisation
d’'une sérologie (Ig G + Ig M) est cotée en B85 et colte donc 0,27 x 85= 22,95 euros. Les
analyses sérologiques des Immunoglobulines G et M anti-CMV sont réalisées par le service
de virologie du CHRU de Limoges avec les trousses commerciales LIAISON® CMV IgG Il (Dia
Sorin), et CMV IgM Liaison XL (Dia Sorin).

Nous avons établi puis publié sur le site du CNR herpésvirus une stratégie diagnostique de

prise en charge selon les résultats de la sérologie (Figure 10).
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Evocation du diagnostic sur sérologie maternelle, quel que soit le terme

PCR et contréle de la sérologie a J15 Avidité des IgG et PCR CMV
@ @ Avidité
forte
PCR +
Mesurer I’avidité des
PCR - IgG { l Récup'ér_er sérum
anterieur si
l avidité forte
Infection Infection - —
récente avec récente sans || Infection || Réactivation
réplication réplication > 3 mois /réinfection
Faux-positif ou réaction Séroconversion avérée virale virale
croisée - Prise en charge en
fonction du trimestre Contrdler la sérologie a J15 si I’avidité et la PCR n’ont pas

permis de poser de diagnostic et récupérer un sérum
antérieur (avant ou début de grossesse).

En cas d’infection durant la grossesse, primaire ou secondaire, une demande d’avis aupres d’un
CPDPN est indispensable

Figure 10: Stratégie diagnostique proposée en fonction de la sérologie maternelle sans signe
échographique

Source : CNR Herpésvirus

En cas de suspicion d’infection un test d’avidité des IgG est réalisé a l'aide de la trousse
commerciale LIAISON® XL CMV IGG Il Avidity (Dia Sorin). L’avidité des Immunoglobulines
est définie comme la force de liaison entre les antigénes viraux et les anticorps polyclonaux
correspondants. Une avidité élevée >0,40 correspond a une séroconversion ancienne (plus
de trois mois), une avidité basse <0,30 signe une infection récente de moins de trois mois.
Une avidité intermédiaire ne permet pas de dater l'infection. La réalisation d’un test d’avidité
est cotée en B100 soit 0,27 x 100= 27 euros.

Une quantification de ’ADN viral dans le sang maternel par polymerase chain reaction (PCR)
est également réalisée en cas de suspicion d’infection. La trousse commerciale utilisée dans
notre établissement pour la réalisation d’'une PCR quantitative est la CMV-R géne (bioMerieux)
aprés extraction automatisée sur extracteur E-Mag Biomérieux, a partir de 250 microlitres de
sang total ou de sérum. La réalisation d’une charge virale est cotée en B150 soit 0,27 x 150 =

40,5 euros.

Devant une séroconversion ou une infection secondaire CMV avérée, notre prise en charge

est adaptée selon le terme de la grossesse (Figures 11 et 12).

En cas de séroconversion du premier trimestre jusqu'a 15 semaines d’aménorrhées, un
traitement par valaciclovir 8 grammes/j est mis en place avec surveillance de la fonction rénale

tous les 15 jours. Le traitement est poursuivi jusqu’a la réalisation d’'une amniocentése. Si la
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PCR dans liquide amniotique est négative, le traitement est interrompu et la surveillance

échographique est maintenue de fagon mensuelle, une IRM cérébrale est réalisée vers 32SA.

En cas d’infection avérée, le traitement par valaciclovir est poursuivi jusqu’a I'accouchement,

la surveillance échographique a lieu a un rythme bimensuel et une IRM cérébrale est prescrite

a 32SA.

PCR CMV —

dans le liquide amniotique

Risque d’infection feetale <8%
0% de séquelles a long terme

IRM cérébrale feetale l

vers 32SA
Accouchement \

Virurie a la naissance

l.—

Primoinfection CMV au 1° trimestre
ou périconceptionnelle

Envisager un traitement par Valaciclovir 8g/j jusqu’a
I’amniocentése

Amniocentése

aprés 20 SA et 8 semaines apres la date présumée

/ d’infection \

PCR CMV +

dans le liquide amniotique

!

-Traitement par Valaciclovir possible jusqu’a 1’accouchement (8g/j)
-Discussion sur ponction de sang feetal pour numération plaquettaire et
charge virale CMV

-Echographie tous les 15j jusqu’a I’accouchement

-IRM cérébrale feetale vers 32SA

/ N

A Pimagerie : ‘ Signes cérébraux séveres
pas d’atteinte ou atteinte extra l
cérébrale, ou cérébrale modérée

Discussion d’interruption

médicale de la grossesse

Figure 11: Algorithme de prise en charge proposé par le CNR Herpesvirus pour une séroconversion
péri conceptionnelle ou du premier trimestre de la grossesse

Source : CNR Herpesvirus

Séroconversion (primo-infection) au 2¢™¢ ou
3¢me trimestre (>15SA)

» Echographie mensuelle
e IRM cérébrale a 32 SA
* Virurie a la naissance

Séroconversion (primo-infection)
suspectée, avec datation impossible ou
infection secondaire

» Echographie mensuelle
* Virurie a la naissance
* IRM cérébrale si signe échographique

Pas d’interruption médicale de la grossesse
en I’absence de signes lors des échographies ou de P'IRM

Figure 12: Prise en charge proposée en dehors de la primoinfection au 1er trimestre par le CNR

Herpesvirus (CHRU Limoges)

Source : CNR Herpesvirus
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Durant toute la période de notre étude, il était proposé aux patientes ayant eu une sérologie
avec la présence d’IgM, la réalisation d’'une PCR urinaire ou salivaire chez leur nouveau-né
au décours du séjour en maternité. Le dépistage néonatal du CMV était également proposé
en cas d’anomalies relevées lors de I'examen de l'audition chez les nouveau-nés par
otoémissions acoustiques ou potentiels auditifs automatisés et en cas d’hypotrophie < 10°™®
percentile Audipog. La prise en charge et le suivi des enfants nés infectés étaient conformes
aux recommandations de [l'International Congenital Cytomegalovirus Recommendations
Group (61).

Ce dépistage a été proposé a toutes les femmes venant consulter au CHRU de Limoges en
cours de grossesse, quel que soit le terme de leur premiére consultation. Nous avons exclu
de notre analyse avant / aprés mise en place du protocole, les patientes ayant refusé le

dépistage.

Ainsi, nous avons étudié et comparé les cas d’infections (primaires ou secondaires) au CMV
recensés au CHRU de Limoges du 01 juillet 2017 au 31 décembre 2019, soit les 30 derniers
mois avant la mise en place du dépistage systématisé, avec les cas recensés entre le 01
janvier 2020 et le 30 juin 2022, correspondant aux 30 premiers mois de dépistage. Les
données de la grossesse, de 'accouchement et de I'évolution néonatale ont été recueillies a
l'aide des logiciels informatisés Filemaker, et Crossway. La base de données nationale du
CNR Herpes virus a été consultée pour retrouver les cas déclarés d’infection néonatale,

assurant ainsi I'exhaustivité des cas d’infection congénitale au sein de notre centre.

Les critéres de jugements principaux de notre étude étaient I'évaluation de la séroprévalence
d’infection a CMV durant la grossesse ainsi que le taux d’infection congénitale. Nous avons

ensuite décrit nos cas d’infections au CMV durant la grossesse.

Pour toutes les patientes nous avons relevé :

. Type de grossesse : monofoetale ou gémellaire

. Parité

. Type d’infection : primaire ou secondaire

. Motif de dépistage

. Terme de l'infection

. Terme du dépistage

. Réalisation d’'une amniocentése

. Charge virale dans le liquide amniotique

. PCR sanguine maternelle
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. Présence de signes échographiques dinfection fcetale et type de signes

échographiques

. Réalisation d’'une IRM cérébrale foetale et anomalies retrouvées a I'lRM
. Mise en place d’un traitement, terme d’instauration et durée de celui-ci
. Issue de la grossesse, terme de I'accouchement, poids de naissance

. Atteinte néonatale, résultat des potentiels auditifs a la naissance

. Anomalie de développement lors du suivi pédiatrique

Analyse statistique :

Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous la forme de moyenne + écart
type, ceux des variables qualitatives sont exprimés en fréquences et pourcentages. Les
comparaisons de variables qualitatives entre deux groupes de patientes ont été réalisées par
des tests du Chi2 ou des tests exacts de Fisher en fonction des conditions d’application du
test. Le seuil de significativité choisi pour 'ensemble des analyses statistiques est de 0,05.

Les calculs ont été réalisés a I'aide du logiciel BiostaTGV®.
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2.3. RESULTATS

Entre juillet 2017 et juin 2022, soit 5 ans, il y a eu 12950 naissances au sein de notre maternité
de type 3 du CHRU de Limoges.

De juillet 2017 a décembre 2019, le nombre de naissances était de 6524 pour 6432 patientes.
Le nombre de sérologies réalisé durant cette période était de 1876 pour 1478 patientes. Ainsi,
23% des patientes (1478/6432) ont bénéficié d’un dépistage en cours de grossesse durant
cette période avec 1,3 sérologie par patiente. Nous avons retrouvé pour cette période 13
dossiers en relation avec le CMV présentés lors des réunions du CPDPN de notre
établissement.

La séroprévalence du CMV chez nos femmes enceintes était alors de 52,7% (Figure 13).

1478 patientes dépistées avec
une sérologie CMV

1gG+/1gM+
31 patientes
2%

1gG-/IgM-

663 patientes
45%

avidité forte

14 patientes

0,21% du nombre de naissances

avidité faible ou intermédiaire

17 patientes
0,26% du nombre de naissances

Figure 13: Dépistage sérologique de juillet 2017 a décembre 2019 au CHRU de Limoges

Nous avons pu identifier 9 primo-infections (9 grossesses singletons), soit 0,14 % des
naissances (9/6524), parmi lesquelles il y avait 1 séroconversion péri conceptionnelle, 4
séroconversions au 1° trimestre, et 4 au 2°™ ou 3°™ trimestre. Pour une patiente
immunodéprimée coinfectée par le VIH, il n’a pas été possible d’établir avec précision le type

et le moment de l'infection : primo-infection du 1°" trimestre ou réactivation du 3°™ trimestre.
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Ces diagnostics ont été réalisés suite a la réalisation de sérologies motivées par le survenue
de signes cliniques maternels (vomissements et douleurs abdominales), ou obstétricaux
(MAP) dans 40% des cas (4/10), de signes échographiques (oligoamnios, foetus PAG) dans
20% des cas (2/10) et en lien avec la réalisation d’'une sérologie lors du bilan de début de
grossesse dans 20% des cas (2/10). Un cas de dépistage a été motivé par la profession
maternelle et il n’a pas été possible de retrouver I'indication de la réalisation de 'examen dans
1 cas. Dix patientes ont donc été identifiées en cours de grossesse comme ayant fait un
« évenement CMV en cours de grossesse » ; parmi elles 50% étaient des primipares. Le terme
moyen de diagnostic était de 22SA (12-30SA). Trois patientes avaient une charge virale
sanguine positive au moment du diagnostic de [linfection. Nous avons réalisé 2
amniocentéses ; une seule avait une PCR positive dans liquide amniotique. Aucune de nos
patientes n’a regu de traitement et 'ensemble des patientes ayant fait une séroconversion au
1°" trimestre de la grossesse a bénéficié d’'une IRM cérébrale foetale, sans anomalie retrouvée.
Trois enfants sur 10 (30%) ont présenté des signes échographiques anténataux a type
d’hypotrophie foetale.

A la naissance, 5 des nouveaux nés avaient une charge virale salivaire et/ou urinaire positive.
Un nouveau-né, présentant des potentiels évoqués auditifs négatifs et un retard de
développement psychomoteur fut diagnostiqué a posteriori a 14 mois de vie a partir d’'une PCR
réalisée sur le test de Guthrie. Ainsi au total pour cette période d’étude, nous avons recensé
6 infections congénitales sur 6524 naissances vivantes soit 0,09 %, 1 enfant étant né d’une
primo-infection au 1°" trimestre et 3 au 2°™ trimestre (2 données manquantes). Le taux global
de transmission maternofoetale était alors de 66,7% (6 enfants sur 9 et 2 perdus de vues),
57,1% en cas de primo-infection certaine (4 sur 7 enfants, 2 perdus de vues) et 33,3% en cas
de primo-infection péri conceptionnelle ou du 1°" trimestre (1 enfant sur 3, car 2 enfants infectés
perdus de vus). Parmi les nouveau-nés infectés, 3 sont nés hypotrophes <10°™ percentile de
I’Audipog et 2 étaient prématurés (33SA + 5 et 35SA). L'enfant né de la mére immunodéprimée
pour lequel la datation de l'infection n’a pas été possible, présentait une atteinte cérébrale a
I'IRM (remaniement étendu de la substance blanche en sus tentoriel, évocateur de gliose post
infectieuse) avec néanmoins un développement psychomoteur jugé normal; I'enfant
diagnostiqué sur le Guthrie avait quant a lui, une surdité bilatérale profonde a sévére bilatérale,
une hypotrophie, un retard de développement psychomoteur avec des lésions cérébrales a
'IRM (anomalies diffuses de la substance blanche). Trois autres enfants avaient un
développement psychomoteur normal a 'age d’'un an. Le dernier enfant a été perdu de vue.
Ainsi, 40% (2/5) des enfants ayant eu une infection congénitale présentaient des séquelles.
Ainsi, sur les 6 enfants ayant développé une infection congénitale, 4 ont été traités en postnatal
par valganciclovir initié dans un délai de 5 jours a 14 mois aprés la naissance. Le traitement a

di étre interrompu prématurément pour 2 d’entre eux au bout de 3 et 5 semaines devant la
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survenue de douleurs abdominales et d’une neutropénie. Aucun des enfants atteints n’a
développé d’atteinte ophtalmologique. Le seul enfant ayant présenté une atteinte ORL
s’intégrant dans un tableau de troubles cliniques sévéres, était I'enfant n’ayant pas bénéficié
de traitement antiviral précoce mais a 14 mois lors du diagnostic tardif sur Guthrie.

Les patientes ayant eu des IgM positives isolées, soit 0,3% des patientes (5/1478), ont
bénéficié d’'une surveillance échographique mensuelle sans particularité.

Le colt de la réalisation des sérologies durant cette période s’est élevée a 1876 x 22,95 soit
= 43054 euros.

Trente et un tests d’avidité et 10 charges virales sanguines maternelles ont été réalisées soit
(27 x 31) + (40,5 x 10) = 837 + 405= 1242 euros.

Ainsi, durant cette période d’étude, le dépistage d’un événement a CMV en anténatal a colté
44296 euros.

Pour la période étudiée suite a la mise en place du dépistage systématisé, de janvier 2020 a
juin 2022, le nombre de naissances était de 6426 naissances pour 6341 patientes. Le nombre
de sérologies réalisé était de 15673 pour 6599 patientes soit une moyenne de 2,4 sérologies
par patiente. La réalisation systématique d’'une sérologie au moment de I'accouchement nous
a permis d’avoir un taux de 100% de patientes ayant au moins eu une sérologie CMV durant
la grossesse. Durant cette période d’étude, la séroprévalence était de 58,4% chez nos
patientes (Figure 14), soit une différence significative par rapport aux 52,7% de la période

avant le dépistage (p=0,04).

6599 patientes dépistées
avec une sérologie CMV

1gG+/IgM+ 1gG-/1gM-
117 patientes 2622 patientes
1,8% 39,7%

avidité forte avidité faible ou intermédiaire

87 patientes 29 patientes

1,31% du nombre de 0,45% du nombre de
naissances naissances

8 infections foetales soit

0,12% du nombre de
naissances

Figure 14: Dépistage sérologique de janvier 2020 a juin 2022 au CHRU de Limoges
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Sur cette période d’étude de deux ans et demi, 27 infections a CMV ont été identifiées (25
grossesses singletons et 2 grossesses gémellaires) : 24 primo-infections CMV soit 0,37 %
des naissances (7 péri-conceptionnelles, 14 au cours du premier trimestre et 2 au deuxiéme
ou troisiéme trimestre, 1 avec incertitude de terme entre le 1°" et 2°™ trimestre) ainsi que 3
cas d'infections secondaires par réactivation/réinfection (1 au 2°™ trimestre et 2 au 3°™
trimestre). Parmi 'ensemble des patientes, seulement 15% étaient des primipares (4/27). Le
terme moyen de diagnostic de l'infection était de 21 SA (2-39 SA). Six patientes avaient une
charge virale positive en cours de grossesse. Nous avons mis en évidence une augmentation
significative des primo-infections identifiées, passant de 0,15% a 0,37% des naissances (p=
0,008). Pour cette période, 33 dossiers en relation avec le CMV furent présentés lors des
réunions du CPDPN de notre établissement, soit plus du double de la période précédente. Les
8 patientes ayant eu une sérologie avec des IgM isolés (0,1%) ont bénéficié d’'une surveillance
échographique mensuelle sans particularité.

Douze des 21 patientes, présentant une primo-infection péri-conceptionnelle ou du premier
trimestre, ont bénéficié de la mise en place d’un traitement. Onze furent traitées par valaciclovir
8grl/jrs. Une patiente pour laquelle le feetus au moment du diagnostic présentait des signes
échographiques cérébraux fut traitée par valganciclovir sur les recommandations du Centre de
Diagnostic Prénatal de Necker. Le terme moyen de mise en place du traitement était de 15
SA [9-26SA]. La durée de traitement moyenne était de 9 semaines [4-22 semaines], sans arrét
pour intolérance maternelle. Nous avons réalisé 17 amniocentéses qui ont permis de mettre
en évidence 5 infections congénitales. Pour ces 4 patientes (1 grossesse gémellaire) le
traitement fut poursuivi jusqu’a I'accouchement. Le terme moyen de réalisation de
'amniocentése était de 21 semaines et 4 jours [17- 32SA]. Deux nouveau-nés furent
diagnostiqués lors des prélévements effectués a la naissance, alors que la PCR effectuée sur
le liquide amniotique était négative. Un nouveau-né fut dépisté et diagnostiqué suite a la mise
en évidence d’une infection secondaire maternelle lors du dépistage réalisé avant
I'accouchement. Ainsi, nous avons eu durant cette période d’étude, 8 infections congénitales
sur 6426 naissances soit 0,12%, sans différence significative avec la période d’étude d’avant
dépistage systématisé (p=0,57). Parmi ces 8 enfants, 7 ont été infectés suite a une primo-
infection du 1°" trimestre (7 enfants sur 22=32%, 1 perdu de vue) et un lors d’une réactivation
du troisiéme trimestre. Dans 17,2% (5/29) des cas, nous n’avons pu avoir les résultats des
prélévements néonataux car effectués dans un autre établissement. Le taux de transmission
constaté en cas de primo-infection CMV en cours de grossesse durant cette période était la
de 31,8% (7 sur 22 enfants, 4 perdus de vus), soit une diminution non significative, comparé
a notre premiére période d’étude (4/7 = 57,1%) (p=0,46). Pour 'ensemble de notre population
ayant fait un événement CMV, 8 enfants sur 24 (33,3%) ont été infectés durant la seconde

période de notre étude vs 6 sur 9 (66,7%) avant le dépistage (p= 0,29). Sur les 11 patientes
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ayant été traitées par valaciclovir, 5 ont accouché d’enfants nés infectés (6 enfants) soit un
taux de transmission en cas de traitement de 45%. Durant cette période, une interruption
médicale de grossesse a été réalisée au terme de 34SA et 4 jours, le foetus présentant des
signes d’atteintes cérébrales a I'échographie ainsi qu’a I'lRM, signes échographiques présents
lors de I'échographie du 2°™ trimestre ayant motivé la réalisation de la sérologie CMV. Un seul
autre feetus avait présenté des signes anténataux échographiques et a 'IRM d’atteinte
cérébrale soit au total sur 'ensemble de notre population 2 foetus sur 27 (7,4%). Seulement 8
patientes sur les 21 ayant fait une séroconversion du 1° trimestre ou périconceptionnelle ont
bénéficié de la réalisation d’'une IRM cérébrale anténatale (38%). Deux des 3 cas d’infections
secondaires ont été diagnostiquées au 3°™ trimestre avec transmission materno-feetale chez
une patiente.

Parmi les 7 nouveau-nés ayant eu une PCR urinaire et/ou salivaire positive a la naissance, 3
sont nés hypotrophes. L'un des enfants nés infectés a été pris en charge pour une surdité
bilatérale associée a un retard de développement psychomoteur, 3 présentaient une surdité
unie ou bilatérale (1 enfant né aprés infection secondaire au 3°™ trimestre avec une surdité
profonde unilatérale) et 3 avaient un suivi sans particularité a 'age de six mois. Ainsi, 57%
(4/7, dont 3 nés d’'une primo-infection du 1°" trimestre) des enfants ayant eu une infection
congénitale présentaient des séquelles, taux stable par rapport a la premiére période d’étude
(40% ; p= 0,73). Aucun des nouveau-nés infectés est né prématuré. Trois des enfants
symptomatiques sur 4 (75%) sont nés de mére ayant bénéficié en anténatal d’'un traitement
par valaciclovir.

Ainsi, parmi ces 7 enfants nés infectés, 4 d’entre eux ont été traités par valganciclovir instauré
dans un délai de 1 semaine a 1 mois de vie et maintenu au maximum pendant 6 mois. Le
traitement a d0 étre interrompu prématurément pour 3 d’entre eux ayant développé une
neutropénie associée a des troubles digestifs (diarrhée) pour 'un des enfants. Trois des
enfants traités ont développé des atteintes auditives associées pour I'un d’entre eux a des
anomalies cérébrales a I'|RM (encephalite diffuse, trouble de la gyration et pseudokystes sous
ependymaires).

Les données de I'ensemble de notre période d’étude sont synthétisées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: CMV et grossesse de 2018 a 2022 au CHRU de Limoges

Séroprévalence | Primo- Primo-infection Nombre Transmission | Traitement Infection Enfant
infection | du1er T ou total materno préventif par congénitale | symptomatique
péri- d’infection | foetale valaciclovir
conceptionnelle | maternelle | globale / (ou
aCmv Transmission | valganciclovir)
identifiées | en cas de

primo-

infection/

Transmission

en cas de

primo-

infection du

1er trimestre
Avant
Dépistage
Nombre 779/1478 (52,7%) | 9 5 11 6/9 (66,7%) 0 6/6524 2/5 (40%)
de / (0,09%)
patientes 417 (57,1%)
(%) /

1/3 (33,3%)
Avec
Dépistage
Nombre 3852/6599 24 21 27 8/24 (33,3%) 12 8/6426 417 (57%)
de (58,4%) / (0,12%)
patientes 7/22 (31,8%)
(%) /

7122 (31,8%)
5/11 (45%) :

traitées

La mise en place du dépistage systématisé a colté en

anténatal 359695 euros pour la

réalisation des sérologies (15673 x 22,95), 3132 (116 x 27) euros pour la réalisation des tests

avidités et 1094 (40,5 x 27) euros pour la réalisation des charges virales soit un co(t global

estimé a 362827 euros.
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2.4. DISCUSSION

En 2022, Fowler et al. dans leur revue confirmaient les données de séroprévalences existantes
chez les femmes en &ge de procréer avec des disparités géographiques importantes allant de
25 2 96% selon les régions du monde et étant plus faibles dans les pays développés que dans
les pays en voie de développement. Le taux de séroprévalence augmentait également avec
'age (62). En France métropolitaine, il serait de 60 % (63). Nous avons mis en évidence une
augmentation significative du taux de séroprévalence dans notre établissement passant de
52,7 a 58,4%. Pendant la grossesse, la prévalence de la primo-infection a CMV serait
d’environ 1 a 2 % en Europe occidentale et aux Etats-Unis d’Amérique (46,64), 0,4% dans
notre établissement. Différents facteurs de primo-infection en cours de grossesse ont été
identifiés : le jeune age maternel, 'emploi de la mére dans une créche ou son bas niveau
socioéconomique. Aux Etats-Unis, 70 % des femmes enceintes « séro-négatives » qui font
une primo-infection se contamineraient par contact, familial ou professionnel, avec des enfants
en bas age, et 12 a 50 % des femmes ayant des enfants en bas age a leur domicile ou
travaillant dans une collectivité d’enfants s'’infecteraient dans I'année (64,65). Un intervalle
entre deux grossesses de moins de 2 ans serait un facteur de risque important d’infection

maternelle et congénitale (63).

Le dépistage de l'infection congénitale a CMV est proposé dans différents pays d’Europe, en
Israél, en Australie et aux Etats-Unis d’Amérique, indépendamment de programmes nationaux
(61). La Chine a, quant a elle, fait du CMV une de ses priorités rendant systématique le
dépistage au sein de directives nationales (66). Cependant, en France, son dépistage
systématique n’est pas recommandé en raison de I'absence de traitement validé et de la
difficulté a prédire les potentielles atteintes foetales. Ainsi, différentes stratégies s’opposent.
Certaines préconisent la réalisation itérative d’études sérologiques avec dosage d’anticorps
(IgG et IgM) spécifiques du CMV jusqu’a la fin du premier trimestre ou jusqu’a 20 semaines
d’aménorrhée (SA) chez les patientes « séronégatives » (59) et d’autres, lors du premier
trimestre de la grossesse puis a 'accouchement, et un dépistage sanguin ou urinaire du virus
chez un nouveau-né dont la mére est suspectée d’infection. Cette stratégie permettrait le
dépistage de 82 % des infections congénitales (59). Certaines équipes n'effectuent le
dépistage qu’en cas de situations obstétricales évocatrices : menace d’accouchement
précoce, rupture prématurée des membranes, retard de croissance intra-utérin...Néanmoins,
les données de la littérature suggérent que 25% a 40% des femmes enceintes bénéficieraient

de la réalisation d’au moins une sérologie durant leur grossesse (43,58).

Lorsque le dépistage est pratiqué, il repose sur une analyse sérologique des IgG et IgM anti-

CMV. La sensibilité et la spécificité des tests commerciaux de détection des IgG anti-CMV
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sont élevées, respectivement de 97 a 100 % et de 96 a 100 % (67,68). Cependant, la précision
et la spécificité des trousses de diagnostic in vitro varient lorsque les valeurs d’lgG sont basses
; ainsi, de faibles taux peuvent étre associés a « un vrai positif » ou, au contraire, a « un faux
positif » (69). En cas de résultat équivoque, il convient donc de considérer la patiente comme
« séronégative », et de fait a risque de primo-infection. Une étude réalisée en 2012, comparant
les cinq tests les plus utilisés actuellement en Europe, avait démontré que la sensibilité de
détection des IgM variait de 80 % a plus de 95 % (68). Si les IgM sont constamment présentes
lors d’'une primo-infection, leur détection n’est toutefois pas spécifique d’une infection primaire
récente, car ces anticorps peuvent persister pendant plusieurs mois, étre décelés lors d’'une
infection secondaire ou par activation polyclonale au cours d’'une infection intercurrente, ou
enfin étre liés a une réactivité croisée des tests. Lorsque des IgM et des IgG sont révélées, il
est recommandé de réaliser la mesure de I'avidité des IgG afin d’exclure ou bien de confirmer
une infection primaire récente, la précision de datation des tests étant de I'ordre de 3 mois :
élevée, elle témoignera d’une infection ancienne et basse, d’'une infection récente datant de
moins de trois mois. Une valeur équivoque observée lors du premier trimestre de la grossesse
ne permettra pas d’éliminer une primo-infection survenue a cette période ou en péri
conceptionnel. Les tests automatisés d’avidité des IgG ont désormais une sensibilité allant de
82 a 100 % et une spécificité comprise entre 90 et 100 % pour l'identification du stade de
l'infection. La concordance entre les différents tests varie de 80 a 100 % (70) ; en cas d’avidité
équivoque (« zone grise » de la technique employée), un contréle par une deuxiéme technique
est donc recommandé par le Haut Conseil de Santé publique. La sensibilité n’est que de 94 %
en cas de taux bas d’lgG alors qu’elle est de 100 % quand ils sont hauts (67). Le test d’avidité
peut donc étre pris en défaut dans le cas d’'une séroconversion trés récente ou le résultat du
test serait élevé (71) et dans celui d’une infection ancienne avec de faibles taux d’lgG résiduels

ou lavidité serait faible (70).

La détection et la quantification de I’ADN viral dans le sang, la salive ou les urines de la mére
permet de préciser le moment de l'infection et fait partie de la stratégie diagnostique. La
réalisation d’'une PCR sérique permettrait un diagnostic de primo-infection récente <15 jours
de facon similaire a une PCR sur sang total (89% vs 100%) mais perdrait de sa sensibilité en
cas dinfection survenue entre 15 jours et 3 mois (27% vs 68%) (72). L’absence d’acide
nucléique viral dans le sang maternel exclut une primo-infection au cours du mois précédent,
avec une sensibilité supérieure a 80 % (73). Cependant, la présence de 'ADN du CMV
n’indique pas toujours la survenue d’une infection primaire récente, car I'acide nucléique peut
rester détectable sur de longues périodes ou étre décelé lors d’une infection secondaire (73).
Deux études ont démontré que la persistance d’'une ADNémie maternelle au moment de

I'amniocentése ou 'augmentation de la charge virale consécutive a une infection primaire par
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le CMV était corrélée a un risque élevé de sa transmission au foetus (74) (75). Une autre étude
a révélé que la présence d’ADN du virus dans I'urine et dans le sang maternel serait liée a la
transmission virale au nouveau-né (76). Sur 'ensemble de la période de notre étude, 10 PCR
sanguines maternelles étaient positives sur les 32 retrouvées et 7 de ces enfants nés avec
une PCR sanguine maternelle positive au moment du diagnostic de linfection sont nés

infectés.

Le diagnostic d’'une infection secondaire est difficile, car elle est inconstamment associée a
une apparition d’IgM ou élévation d’'lgG dans le sérum (63,77-79). Dans une cohorte
rétrospective rapportée en 2018 (80), 7 des 205 (3,4 %) femmes « séropositives » connues,
pour lesquelles des IgM spécifiques avaient été détectées dans leur sérum et de 'ADN du
CMV dans leur sang ou leurs urines, ont accouché d’'un nouveau-né infecté. Une PCR CMV
positive dans le sang, I'urine ou la salive d’'une femme connue comme « séropositive » avant
la grossesse permettrait ainsi d’aider au diagnostic d’infection secondaire. De plus, distinguer
une réinfection d’une réactivation est également difficile, car aucun test différentiel n’est
disponible en routine. Seule la recherche d’anticorps dirigés contre les régions variables des
glycoprotéines d’enveloppe du virus permet de mettre en évidence une réponse humorale
contre une nouvelle souche infectante (81). L’analyse, par séquencage d’ADN a haut débit
(Next-generation sequencing), des populations virales, circulantes ou excrétées, peut égale-
ment, en cas de réplication virale, contribuer a l'identification de nouvelles souches. La mise
en place d’'un dépistage trimestriel en cours de grossesse nous a permis de mettre en évidence
seulement 3 cas d’infections secondaires soit 0,05% de naissances vivantes, soulignant
I'extréme difficulté de diagnostic de ce type d’infection. La métaanalyse de Sapuan et al. parue

en 2022 évoquait un taux de 22% d’infection secondaire en cours de grossesse (52).

Chatzakis dans une méta-analyse réalisée sur dix études et portant sur 2 942 fcetus, retrouvait
un risque de transmission materno-foetale du CMV aprés une primo-infection pendant la
période pré- et péri-conceptionnelle ainsi qu’au cours du premier, deuxieéme et troisiéme
trimestre respectivement de 5,5 %, 21,0 %, 36,8 %, 40,3 % et 66,2 % (51). A Tinstar de la
toxoplasmose, les atteintes foetales seraient moins fréquentes et sévéres lorsque la
transmission virale surviendrait plus tardivement, décroissant de 28,8 %, 19,3 %, 0,9 et 0,4 %
respectivement a la période péri-conceptionnelle, au premier, deuxiéme et troisiéme trimestre
et, pour I'atteinte auditive de 22,8 % a 0 % entre le premier et le troisiéme trimestre (82). Dans
leur étude rétrospective parue en 2019, Faure-Bardon et al. n’ont retrouvé aucune séquelle
chez 260 nouveau-nés de meéres primo-infectées aprés le premier trimestre et ont évoqué la
possibilité que l'infection a CMV ne soit sévére que durant la période embryonnaire ou trés
précocement pendant la période foetale (83). La structure de l'oreille interne se formerait a la

dixiéme semaine et les cellules ciliées sensorielles seraient présentes dés la douziéme
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semaine : une atteinte auditive neurosensorielle ne surviendrait donc qu’aprés une infection
maternelle lors du premier trimestre. L'immunité préexistante vis-a-vis du CMV ne protége pas
complétement contre la transmission foetale (84) et la morbidité néonatale associée au CMV
serait identique, quel que soit le mode de transmission, primaire ou secondaire (44,85). Les
données des pays a forte séroprévalence d’infections a CMV ont révélé que le taux d’infection
congénitale dans ces populations est plus élevé que celui observé dans les populations a
faible séroprévalence (86), suggérant un role important des réinfections. La contribution de
linfection secondaire au poids de linfection congénitale a CMV n’est pas limitée aux
populations a forte prévalence. Dans une étude rétrospective portant sur 1 175 enfants
dépistés dans deux maternités parisiennes (61 % de séroprévalence maternelle), prés de 50
% des nouveau-nés infectés étaient nés de méres « séropositives » pour le CMV avant la
grossesse (63). Le risque de transmission lors d’une infection secondaire est encore
incomplétement connu en raison du faible nombre d’études disponibles, dont les deux tiers
sont rétrospectives (56,63,80) mais pourrait varier de 1,5 a 12 % (87). Lilleri et al. dans leur
étude prospective réalisée sur 9661 enfants nés de méres immunisées évoquaient eux un taux
d’infection congénitale plus faible de I'ordre de 0,2% (53). Une étude évoquait récemment le
fait qu'un taux élevé d’lgG (>12,83 U/mL) chez des méres séropositives diminuait de 50% le
risque d’infection congénitale en comparaison avec celles dont le taux était positif mais faible
(<12,83U/mL) (RR=0,50 ; IC95 : 0,27-0,93; p=0,028) (88). Sur 'ensemble de notre période
d’étude il y a eu transmission maternofcetale dans 38% des cas en cas de primo-infection
(11/29 ; 57% avant la mise en place du dépistage et 32% aprés) et dans 33% des cas en cas
d’infection secondaire. Ce taux élevé est difficilement interprétable du fait du faible effectif de
cette sous population (1 enfant sur 3). Pour les 12 enfants infectés pour lesquels la datation
de l'infection a été possible, 8 sont nés suite a une primo-infection du 1°" trimestre soit 67% et
il y a eu transmission maternofcetale en cas de primo-infection au 1°" trimestre dans 32% des
cas (8 sur 25 enfants, 3 perdues de vues ; 7 patientes sur 23 = 30%), taux en adéquation avec
la littérature. Shahar Nissan a publié en 2020, le seul essai randomisé a ce jour démontrant
que le valaciclovir a forte dose (8 g/j) diminuerait le risque de transmission materno-fcetale de
30 a 11 % lors d’'une primo-infection péri-conceptionnelle ou au cours du premier trimestre de
la grossesse (p = 0,027 ; odds ratio = 0,29 ; 95% CI 0,09-0,90) (45). Une étude multicentrique
rétrospective a également mise en évidence que le valaciclovir (8 g/j) administré en cas
d’infection congénitale, a partir du moment de son diagnostic jusqu’a l'accouchement,
permettrait d’augmenter la proportion de nouveau-nés asymptomatiques de 43 % a 82 % (89).
Dans cette étude, aucun effet secondaire indésirable, tant chez les patientes que les fcetus
recevants de fortes doses de valaciclovir, n'avait été rapporté (89). Cette efficacité du
valaciclovir pour limiter la transmission maternofoetale a de nouveau été confirmée dans

I'étude d’Egloff et al. ou le taux d’infection congénitale en cas de primo-infection en cours de
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grossesse a été significativement diminué dans le groupe ayant regu le traitement a fortes
doses (8g par jour) avec un OR = 0.40 (95% CI 0.18-0.90, p=0.03) (90). Une de leur patiente
a développé une insuffisance rénale aigue, résolutive a I'arrét du traitement. Nous avons mis
en évidence depuis la mise en place du dépistage au sein de notre établissement une
diminution du taux de transmission maternofcetale globale et en cas de primo-infection,
diminution non retrouvée en cas de primo-infection survenue au 1° trimestre faisant discuter
intérét de la mise en place du traitement anténatal. Néanmoins, les petits effectifs de notre
série et les perdus de vue de la période avant le dépistage grévent nos résultats. Il est
également certain que le taux d’infection a CMV durant la grossesse et par conséquent
d’infection congénitale étaient largement sous-estimés durant la premiére partie de notre étude
du fait de 'absence de dépistage et biaisent ainsi nos résultats.

Au total, a la naissance, 10 a 15 % des enfants infectés seront symptomatiques et parmi eux,
3 a 4 % décéderont. Song et al dans une étude de cohorte prospective ont retrouvé une
augmentation importante de risque de décés néonatal en cas d’événement CMV durant la
grossesse (RR= 9.38; IC95 : 6.92-12.70) (66). La majorité des enfants survivants (40 a 58
%) auront des séquelles développementales ou neurosensorielles conséquentes (surdité
profonde, bilatérale...). Parmi les 85 a 90 % d’enfants asymptomatiques a la naissance, 10 a
15 % d’entre eux auront un risque de retard de développement ou de troubles neurosensoriels
tels qu’une perte auditive ou des troubles visuels (44). Rawlinson et al. ont établi en 2017 une
nouvelle classification définissant I'infection congénitale et la maladie a CMV, classification
incluant désormais la perte auditive neuro sensorielle (61). En 2020, Demmler-Harrisson et al.
ont confirmé, aprés un suivi durant 18 ans d’enfants dont les méres avaient contracté une
infection a CMV pendant leur grossesse, l'importante prévalence de latteinte auditive,
respectivement chez 74 % et 20 % de ceux nés symptomatiques et asymptomatiques, en lien

avec des infections primaires et, dans une moindre mesure, secondaires (91).

En cas de suspicion de transmission du CMV, le diagnostic de I'infection foetale peut étre établi
aprés analyse par PCR du liquide amniotique prélevé par amniocentése aprés 20-21 semaines
de grossesse, avec une sensibilité et une spécificité élevée. En 2016 néanmoins, seulement
57% des obstétriciens francgais proposaient la réalisation d’'une amniocentése aprés une
séroconversion du 1% trimestre en l'absence de signes échographiques (92). Il est
recommandé de réaliser ce geste invasif (risque de pertes foetales < 0,5 %) 8 semaines aprés
la date présumée d'infection, aprés avoir vérifié 'absence de réplication virale dans le sang
maternel (93). Nous avons eu 2 cas de discordance entre une PCR négative dans le liquide
amniotique et une PCR urinaire positive chez I'enfant. Il s’agissait de deux patientes ayant fait

une primo-infection du 1°" trimestre et ayant été prélevées a 17 et 18sa apres respectivement
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9 et 4 semaines de traitement par valaciclovir. L'un des 2 enfants a développé une surdité
sévere unilatérale. Ces 5 a 15% de faux négatifs de 'amniocentése surviendraient quel que
soit le terme de réalisation de 'amniocentése (93) et les enfants nés auraient un excellent
pronostic (94), que cela soit a la naissance ou plus tardivement, sans conséquence
neurodéveloppementale ni neurosensorielle dans la métananalyse de Chatzakis et al. (95).
Cette discordance pouvant étre expliquée par un passage transplacentaire tardif du virus (96)
ou bien a une négativation de la charge virale en lien avec le traitement. Certains auteurs
commencent a évoquer la possibilité de doser certaines protéines dans le liquide amniotique
comme marqueurs de la sévérité de I'atteinte foetale : la chemerin et Gal-3BP, leur présence
serait prédictive d’une atteinte foetale sévere (97). Nous avons observé au cours de notre
étude une diminution du recours a I'IRM cérébrale foetale pour les patientes ayant fait une
séroconversion du 1" trimestre ou périconceptionnelle, passant de 100% avant la mise en
place du dépistage a seulement 38% aprés 2020. Probablement rassurés par les résultats de
'amniocentése, I'IRM cérébrale anténatale n’était plus sytématisée durant la période ayant
suivie la mise en place du dépistage. La possibilité de faux négatifs de 'amniocentése et le
bénéfice de cette imagerie bien démontré dans la littérature (98,99) nous ont fait revoir nos

recommandations (Figures 11 et 12).

En cas de suspicion de primo-infection ou d’infection secondaire maternelle, ou bien d’infection
congénitale présumée ou avérée, la présence du CMV est recherchée par PCR temps réel
urinaire ou salivaire la présence du CMV chez I'enfant a sa naissance, idéalement lors du
séjour a la maternité. La sensibilité de ce test est de 100 % dans les urines (100) et de 97 a
100 % dans la salive (101). L’analyse salivaire aurait une valeur prédictive positive de 59 % a
91 % (63) (101), mais cet examen peut étre source de faux positifs en cas de contamination
néonatale lors du passage dans la filiere génitale ou en cas d’allaitement. Ces situations
peuvent étre évoquées en cas de charge virale faible (63). Ainsi, en cas de positivité, le résultat
doit étre confirmé par un test urinaire. Si le prélévement est réalisé a distance de
I'accouchement (au-dela de la troisieme semaine de vie), la contamination de I'enfant pourrait
résulter d’'une contamination postnatale par le lait maternel. Dans cette situation, il peut étre
proposé, pour préciser le moment de I'infection, d’effectuer une PCR sur le sang séché prélevé
au troisitme jour de vie dans le cadre du dépistage néonatal des six maladies réalisé
aujourd'hui en France chez chaque nouveau-né. Elle détecte, avec une sensibilité de I'ordre
de 81 %, la présence du génome viral dans le sang du nouveau-né (102), mais 10 % des
enfants infectés ne seraient pas identifiés par cette méthode en raison de leur faible charge
virale sanguine (103). Le dépistage néonatal du CMV doit également étre proposé en cas
d’anomalies relevées lors de 'examen de l'audition chez les nouveau-nés par otoémissions

acoustiques ou potentiels auditifs automatisés et en cas d’hypotrophie < dixiéme percentile.
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Parallélement a ce dépistage ciblé, de nombreuses équipes évoquent aujourd’hui, I'intérét, la
faisabilité et 'acceptabilité d’'un dépistage systématisé néonatal par PCR salivaire ou urinaire,
permettant d’offrir une prise en charge thérapeutique précoce et adaptée aux enfants atteints
(104,105). Dans la cohorte francaise de Letamendia-Richard et al., 62% des enfants infectés
n’auraient pu étre diagnostiqués en anténatal devant 'absence de signe échographique et de
symptomatologie maternelle évocatrice et n'auraient ainsi pas pu bénéficier de la mise en
place d’'une surveillance et/ou d’une prise en charge thérapeutique précoces et nécessaires
(106).

La mise en place du dépistage systématisé maternel améliore donc considérablement le
diagnostic des primo-infections mais est génératrice de colt. Seror et al. dans leur analyse du
colt du dépistage ont évoqué un bénéfice a sa réalisation lorsqu'une prophylaxie par
valaciclovir était administrée (107), données en contradiction avec celles de Fisher et al. qui
ne retrouvaient pas de bénéfice en termes de « codlt-efficacité » a la réalisation du dépistage

suivi d’'une prévention secondaire par valaciclovir (108).

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 55
Licence CC BY-NC-ND 3.0



2.5. CONCLUSION

Les données de notre étude en accord avec celles de la littérature vont nous amener a revoir
notre stratégie de dépistage et a proposer uniquement la réalisation d’'une sérologie au 1
trimestre, lors de la réalisation du bilan de début de grossesse et des marqueurs sériques du
1°" trimestre ainsi qu’a I'accouchement tant que le dépistage néonatal ne sera pas systématisé
pour ne pas méconnaitre une primo-infection tardive. La mise en place d’'un dépistage
semestriel par sérologie maternelle ne nous a pas permis d’améliorer significativement le taux
de diagnostic d’infection secondaire. Nous continuerons toutefois la réalisation de sérologies
CMV en cas de symptomatologie maternelle ou de fagon itérative en cas d'immunodépression
en lien avec une pathologie ou traitement maternel. La réalisation d’'un dépistage mensuel,
jusqu’a 20 SA pourrait également étre une stratégie de prise en charge intéressante,
permettant de dépister de fagon exhaustive, les séroconversions du 1°" trimestre. Le diagnostic
des infections secondaires pourrait également étre amélioré par cette stratégie de dépistage
proposée aux patientes séronégatives, néanmoins complétée par la réalisation d’'une PCR
urinaire mensuelle, les urines étant un haut lieu d’excrétion virale. Ces mesures amélioreront
sans aucun doute le dépistage des évenements a CMV durant la grossesse, cependant celui
ci ne pourra étre rendu optimal que par la mise en place d’un dépistage néonatal systématisé
permettant la mise place d’une surveillance et/ou le traitement des enfants infectés. Une prise
en charge précoce de ces enfants est indispensable pour limiter leur handicap potentiel.
L’évaluation de I'anxiété maternelle induite par de telles prises en charge va faire I'objet d’'un
travail, préambule nécessaire a une recommandation nationale pour un dépistage
systématisé. A ce jour, il nous appartient de continuer a promulguer les conseils d’hygiéne et
de prévention de cette pathologie encore trop méconnue des femmes enceintes, stratégie

permettant sans conteste de limiter I'infection maternelle.
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TRAITEMENT

3.1. INTRODUCTION

La mise en ceuvre d’un dépistage de l'infection congénitale a CMV doit etre accompagnée de
solutions efficaces pour prévenir ou traiter l'infection in utero. Dans cette deuxiéme partie de
notre travail de thése, nous développerons les travaux que nous avons effectués in vitro ainsi
que sur modéles ex-vivo pour évaluer l'efficacité de plusieurs solutions thérapeutiques au
premier trimestre de grossesse.

En 1989, le ganciclovir (GCV) est devenu le premier traitement antiviral approuvé par 'US
Food and Drug Administration (FDA) pour la prévention de l'infection et le traitement de la
maladie a CMV, suivi par le foscarnet (FOS), le cidofovir (CDV) et le valganciclovir (VGCV)
(109). Malgré leur efficacité, ces traitements sont difficilement administrables chez la femme
enceinte du fait de leur toxicité hématologique ou rénale. A ce jour, seul I'aciclovir (ACV) ou
sa prodrogue le valaciclovir (VACV) est autorisé chez la femme enceinte. La premiére étude
randomisée avec le VACV chez la femme enceinte, a démontré son efficacité dans la
transmission materno-feetale (45). Récemment, deux nouvelles molécules a faible toxicité ont
atteint les phases cliniques : le letermovir (LTV) a obtenu ’'AMM en prophylaxie chez les
receveurs de cellules souches hématopoiétiques (109) et en 2021, la FDA a validé le maribavir
(MBV) pour le traitement des patients atteints d'une infection ou maladie a CMV post-
transplantation réfractaire au traitement de premiére ligne (110). Les immunoglobulines
hyperimmunes anti-CMV ont également trouvé leur place dans la prévention de I'infection chez
les patients transplantés (111,112). Cependant, malgré les résultats encourageants de
certains essais rétrospectifs, leur efficacité n’a pas été confirmée dans les deux seuls essais

randomisés menés a ce jour chez la femme enceinte.

3.2. LES IMMUNOGLOBULINES

Si les immunoglobulines hyperimmunes (HIG) spécifiques ont une indication dans la prise en
charge d’une femme enceinte non immunisée exposée a un comptage varicelleux (113,114),

leur utilisation en cas d’infection a CMV durant la grossesse reste largement débattue.

Le CMVH interagit avec les acteurs de la réponse innée et adaptative dés son entrée dans la
cellule (115) (Figure 15) .
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d’activation.

Source : Patro et al. 2019 (115)

Les immunoglobulines, et notamment les anticorps neutralisants, sont synthétisées en
réponse a linfection pendant les cycles de réplication précoce et récurrente, et neutralisent
les virions dans tous les compartiments biologiques a I'exception de sites difficilement
accessibles aux immunoglobulines, comme les couches de photorécepteurs dans la rétine
(116). Les anticorps neutralisants ciblent essentiellement les glycoprotéines d’enveloppe B
(gB) et H (gH) du CMV utilisées par le virus pour l'infection des cellules fibroblastiques. Les
immunoglobulines dirigées contre le complexe glycoprotéique pentamére gH-UL128-130,131,
permettant I'entrée dans les cellules endothéliales et épithéliales, seraient mille fois plus
puissantes pour neutraliser I'activité cytopathique du CMV que les immunoglobulines dirigées
contre la gB confortant I'hypothése selon laquelle le complexe glycoprotéique pentamére du
CMV pourrait étre une cible majeure pour les immunoglobulines dans l'infection congénitale
par le CMV, interférant avec la propagation virale in vivo et la transmission du virus au placenta
et au foetus (117). Les données issues de femmes enceintes atteintes d'une primo-infection a
CMV indiquent une corrélation significative entre les taux d'immunoglobulines anti-pentamére

sériques et l'activité neutralisante dans les cellules épithéliales. La détection précoce des
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immunoglobulines anti-pentamére était associée a des taux plus faibles de transmission du
CMV de la mére au feetus, suggérant que I'administration précoce d'immunoglobulines aux
femmes enceintes infectées pourrait permettre a la fois de prévenir et controler l'infection
congénitale a CMV (117).

Dans les modéles animaux, les immunoglobulines protegent contre la transmission verticale
du CMV, et améliorent la survie sans maladie des feetus (116). Chez le cobaye, I'immunisation
passive anti-gB ou ['utilisation de sérums purifiés immunisés contre la GPgB a permis de
réduire la virémie maternelle, les infections placentaires et foetales, les pertes de grossesse et
le retard de croissance intra-utérin (118,119) et de diminuer les infections foetales de 39 % a
0 % (118). Chez la souris, I'immunisation passive réduit la réplication virale dans le cerveau,

ainsi que le nombre et la gravité des Iésions cérébrales inflammatoires (120).

3.2.1. INTRODUCTION : LES IMMUNOGLOBULINES HYPERIMMUNES

Les préparations d'immunoglobulines hyperimmunes sont des produits d'immunoglobulines
purifiées dérivés d'un pool de plasma humain adulte sélectionné pour ses titres élevés
d'anticorps contre le CMV et présentant des concentrations en IgG spécifiques du CMVH plus
élevées que les IVIG. Le plasma est fractionné par précipitation des protéines dans I'éthanol
pour I'obtention d’une solution adaptée a I'administration intraveineuse. Cytogam® est une
immunoglobuline hyperimmune contre le CMV, dérivée du plasma humain avec des titres
élevés d'anticorps anti-CMV, qui contient une quantité standardisée d'lg (5 £ 0,1%) avec du
sucrose, de l'albumine humaine et du sodium comme excipient. Aux Etats-Unis, Cytogam®
(CMVIG CG ; CSL Behring, Berne, Suisse) est autorisé pour la prophylaxie de la maladie a
CMV associée a la transplantation de cceur, de poumon, de foie, de rein et de pancréas.
Cytotect CP® est une solution isotonique sans sucre et a faible teneur en sel qui contient 5 %
d'lg (50 mg/mL) dont plus de 96 % sont des IgG (avec environ 65 % d'lgG1, 30 % d'lgG2, 3 %
d'lgG3 et 2 % d'lgG4). Le taux maximal d'immunoglobuline A (IgA) est de 2 mg/mL et la teneur
en anti-CMV est de 100 U/mL. Cytotect CP® est autorisé en Europe pour la prophylaxie de
l'infection a CMV chez les patients recevant un traitement immunosuppresseur, aprés une

transplantation d'organe solide ou autre (121).

Plusieurs études se sont intéressées a l'efficacité des HIG pour prévenir la transmission
materno-feetale avec des résultats disparates (122—129). Malgré l'intérét des HIG dans le

traitement préventif des patients transplantés (111,112), en thérapie de secours pour les
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patients receveurs de cellules souches hématopoiétiques réfractaires ou résistants aux
traitements (130) et l'efficacité de la molécule dans la prévention de l'infection congénitale a
CMV dans les études rétrospectives publiées, les anticorps anti-CMV (Cytogam® et Cytotect®)
n'ont pas fait la preuve de leur efficacité dans les deux seuls essais randomisés publiés a ce
jour sur le sujet (123,127). La compréhension du mécanisme d'action de I'HIG reste donc un
objectif important. Les réponses immunitaires innées et adaptatives pourraient étre médiées
par les effets immunomodulateurs des préparations d'immunoglobulines anti-CMV (CMVIG)
qui fourniraient également une immunisation passive (112) et pourraient aider a controler
certains des effets directs et indirects de l'infection a CMV. Cependant, ces préparations ne
sont pas nécessairement identiques en termes d'avidité, de potentiel neutralisant, de teneur
en IgG anti-CMV spécifiques ou d'immunomodulation. Bien que les effets des anticorps sur la
transmission du HCMV aient été documentés auparavant, notamment par Tabata et al. dans
leur modéle d'infection placentaire et de prévention de linfection par des anticorps
monoclonaux neutralisants (131), le moment de I'administration et I'effet spécifique des HIG
(Cytotect®) sur l'infection par le CMVH au niveau du placenta ne sont pas entierement

documentés.

La préparation CYTOTECT CP BIOTEST 100U/mL est disponible en France sous autorisation
temporaire d’utilisation nominative, en prévention ou en traitement de l'infection a CMVH
(ANSM, ATUn Cyotect® CP Biotest) chez les patients immunodéprimés aprés transplantation
d’organes solides ou autres (1ml/kg soit 100Ul/kg en prévention de I'infection a CMV durant la
phase d’initiation, puis maintenance et 4ml/kg soit 400Ul/kg a JO, J4, J8 pour lorsque le
traitement est utilisé en curatif de l'infection puis 2ml/kg soit 200Ul/kg a J12, J16 durant la

phase de maintien).

3.2.2. EFFICACITE DU CYTOTECT CP®ET MODE D’ACTION EN MODELE
D’HISTOCULTURE

Nous avons donc cherché a caractériser le potentiel du Cytotect CP® (Biotest, Allemagne)
pour la prévention ou le traitement de I'infection congénitale dans notre modéle de placenta
de premier trimestre, faisant suite a des résultats préliminaires réalisés in vitro au sein de notre
unité de recherche. Une partie de notre travail a fait I'objet d’une publication dans
Microorganisms présentée ci-dessous ainsi que deux communications affichées lors de
congreés internationaux a Rome en 2021 « CMV 2021 - 2nd CONGRESS ON CONGENITAL
CMV » et lors du « 8th International Congenital CMV Conference & 18th International CMV
Workshop » en 2021 (Annexes 6 et 7).
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Abstract: Background: Congenital CMV infection is the leading cause of neonatal neurological deficit.
We herein studied in vitro and ex vivo the potential of the hyperimmune globulin Cytotect CP®
(Biotest, Germany) for congenital infection prevention and treatment. Methods: In vitro neutralization
assays were conducted in fibroblasts and retinal epithelial cells on the CMV strains TB40/E and
VHL/E to determine the 50% and 90% neutralizing doses (ND50 and ND90). The toxicity was
assessed by measuring LDH release. Ex vivo assays were conducted in first-trimester villi explants
with the TB40/E strain, namely, neutralization assays, the prevention of villi infection, and the
inhibition of viral replication in infected villi. Viability was assessed by 3-HCG quantification in
supernatants. Results: The in vitro neutralization tests showed that Cytotect CP®® inhibits the
development of infection foci (DN50: 0.011-0.014 U/mL for VHL/E and 0.032-0.033 U/mL for
TB40E) without any toxicity. In the ex vivo neutralization assays, the DN50 were 0.011 U/mL on
day 7 and 0.093 U/mL on day 14. For the prevention of villi infection, the EC50 was 0.024 U/mL on
day 7. Cytotect-CP® did not inhibit viral growth in infected villi. No impact on villi viability was
observed. Conclusions: These results sustained that Cytotect CP® has the potential to prevent CMV
congenital infection.

Keywords: congenital cytomegalovirus; hyperimmune immunoglobulins; Cytotect CP®

1. Introduction

Humans are the only reservoir of human cytomegalovirus (HCMV), a virus of the
Herpesviridae family. This virus makes use of multiple excretion routes, including saliva,
urine, sexual secretions (semen and cervicovaginal secretions), and breast milk. Pregnancy,
due to the induced immunodepression, and childbirth are situations with the risk of
maternal infection and also of congenital infection. Even though the mechanism of CMV
infection in utero is not entirely understood, some placental tissues, such as amniotic
membrane, decidua, and villi, are known to support viral replication [1,2], and viral
particles have been detected in epithelia of decidua endothelial glands and also in floating
villi [3-5].

Congenital CMV infection (cCMV) is the leading cause of viral neonatal neurological
deficit and non-genetic hearing loss [6,7] and is the most common viral congenital infection,
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with an estimated birth prevalence of 0.2—-6% in industrialized countries. Every year in
France, 3400 children are born infected with CMV. The prevalence of primary CMV infection
during pregnancy is about 1 to 2% in western Europe and the United States [7,8]. With a
risk of 30% of maternal transmission in cases of CMV primary infection, the prevention
of viral transmission to the fetus, particularly during the first trimester of pregnancy, is
essential to avoid neurological sequelae in newborns.

Treatment during pregnancy may prevent maternal-fetal transmission or, in the case
of a fetal infection, may prevent a developmental disorder. Several studies have focused
on the efficacy of hyperimmunoglobulin (HIG) to prevent maternal-fetal transmission
with disparate results [9-16]. Despite the interest of hyperimmune immunoglobulins in
the preventive treatment of transplanted patients [17,18] and the efficacy of the molecule
in the prevention of congenital CMV infection in published retrospective studies, anti-
CMV antibodies (Cytogam® and Cytotect®) have not proven their efficacy in the only two
randomized trials published to date on the subject [9,13]. Differences in the recruitment of
subjects based on the time of seroconversion, HIG concentration, and frequency of treatment
administration determine the efficacy [10,19]. A third phase III assay was recently launched
to evaluate higher concentrations in early pregnancy with a new protocol of administration
(NCT 05170269). Thus, understanding the HIG mechanism of action remains an important
goal. Innate and adaptive immune responses could be mediated by the immunomodulatory
effects of anti-CMV immunoglobulin (CMVIG) preparations that would also provide
passive immunization [17] and could help to control some of the direct and indirect effects
of CMV infection. However, these preparations are not necessarily identical in terms
of avidity, neutralizing potential, specific anti-CMV IgG content, or immunomodulation.
Although the effects of antibodies on HCMV transmission have been documented before,
especially by Tabata et al. in their model of placental infection and prevention of infection by
neutralizing monoclonal antibodies [20], the time of administration and the specific effect
of HIG (Cytotect®) on HCMV infection at the placental level are not fully documented.

We, thus, aimed to characterize the potential of the hyperimmune globulin Cytotect
CP® (Biotest, Germany) as a candidate for congenital infection prevention or treatment in
our first trimester placenta model.

2. Materials and Methods
2.1. Cell and Viruses

Cells: Human embryonic lung fibroblast (HEF) (MRC-5 cells, bioMérieux, Craponne,
France) cells and epithelial cells (ARPE-19, ATCC® CRL-2302, Molsheim, France) were
cultured in minimum essential medium (MEM, Eurobio scientific, Courtaboeuf, France)
and minimal essential medium (DMEM F12, Fisher bioblock, Illkirch, France), respec-
tively, and both were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Eurobio scientific,
Courtaboeuf, France), 50 pug/mL penicillin, and 10 ug/mL gentamycin. The cells were
seeded into 48-well plates (10° cells/well) and incubated for 5 days at 37 °C in 5% CO,
until confluence was reached.

Viruses: The HCMV laboratory endotheliotropic strains TB40/E and VHL/E were
kindly provided by Stephane Chavanas (UMR 1043, CPTP, Toulouse, France). Cell-free
virus stocks of the TB40/E and VHL/E strains were obtained after consecutive passages on
a confluent monolayer of ARPE-19 on 25, 75, and 175 cm? culture flasks with cytopathic
effects up to 90-100%. After one more passage in a 175 cm? culture flask, supernatant was
collected when the cytopathic effect reached 100%, clarified by centrifugation for 10 min at
3500 rpm, then stored at —80 °C. The infectious viral titer was determined by a plaque assay
with 10-fold dilution steps on MRC-5 or ARPE19 cells and was expressed in foci-forming
units per mL (pfu/mL).

2.2. Antiviral Compounds

CMV-HIG preparations are purified hyperimmunoglobulin products derived from
pooled adult human plasma that are selected for high titers of antibodies against CMV. The
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plasma is fractionated by ethanol precipitation of proteins to provide a product suitable
for intravenous administration. Cytotect CP® is a sugar-free isotonic low-salt solution that
contains 5% Ig (50 mg/mL) of which more than 96% is IgG (with approximately 65% IgG1,
30% IgG2, 3% IgG3, and 2% IgG4). The maximum level of immunoglobulin A (IgA) is
2 mg/mL. The anti-CMV content is 100 U/mL, where a unit is defined by the Paul Ehrlich
Institute Standard [21]. The Cytotect CP® formulation replaced an earlier preparation in
which viral inactivation treatment with b-propiolactone induced modifications of some
amino acids, particularly the highly labile Fc fragment of IgG. Other modifications to the
original plasma fractionation and purification processes were also implemented. These
changes resulted in improved immunomodulatory properties of Cytotect CP®, including
greater inhibition of allogeneic T cell proliferation and cytokine production than the original
Cytotect CP® product [22,23].

Cytotect CP® at 100 units/mL was provided by Biotest AG (Dreieich, Germany) and
stored at 4 °C. For in vitro assays, Cytotect CP® was diluted in cell medium to obtain final
concentrations of 0.005 U/mL, 0.015 U/mL, 0.05 U/mL, 0.15 U/mL, and 1.5 U/mL. For
ex vivo assays, the final Cytotect CP® concentrations used were 0.015 U/mL, 0.15 U/mL,
1.5U/mL,and 5 U/mL.

2.3. In Vitro Assays
2.3.1. Neutralization Assays

In vitro neutralization assays were performed with the VHL/E and TB40 strains as
follows: One volume of cell-free virus stock was mixed with one volume of Cytotect
CP® to reach a multiplicity of infection (MOI) of 0.1 and Cytotect CP® concentrations
of 0.005 U/mL, 0.015 U/mL, 0.05 U/mL, 0.15 U/mL, and 1.5 U/mL in a 450 uL final
volume and incubated 1 h at 37 °C before supplementation with 50 uL of FBS in every
well. The dilutions were prepared in cell-corresponding medium without FBS. Cell-free
virus and Cytotect CP® were then incubated on a cell monolayer of ARPE-19 or HEF in
a 48-well plate for 3 h at 37 °C in 5% CO, before renewing the medium. After 5 days of
incubation at 37 °C, cells were fixed with 90% acetone (20 min at —20 °C) and stained.
Cells were incubated with mouse monoclonal antibodies against immediate early and early
HCMYV antigens (IEA/EA) (Argene, bioMérieux, Craponne, France) for 30 min at 37 °C at
1:50 in PBS without calcium and magnesium, washed twice for 10 min in PBS, incubated
for 30 min at 37 °C with horseradish peroxidase anti-mouse secondary antibody (Dako,
Santa Clara, CA, USA) at 1:100 in PBS, and washed twice again. After the addition of
3,3'-Diaminobenzidine (DAB, Dako, Santa Clara, CA, USA), foci of infection were counted
with an inverted microscope to determine the 50% and 90% neutralizing doses (ND50
and ND90).

2.3.2. Cytotoxicity Assays

To determine the Cytotect CP® cytotoxic concentrations of 50% and 90% (CC50 and
CC90), 50% or 90% cell death was evaluated in 96-well plates on HEF or ARPE-19 cells
by measuring LDH release in the cell culture supernatant using a CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay kit (Promega, Charbonnieres Les Bains, France) according
to the manufacturer’s instructions in a range from 0.005 U/mL to 0.015 U/mL, 0.05 U/mL,
0.15 U/mL, and 1.5 U/mL of Cytotect CP®.

2.4. Placental Villi Explants

Placentae were collected from voluntary pregnancy terminations (8-14 weeks of gesta-
tion) from HCMV-seronegative women, after consent, in collaboration with the biological
resources center of the Mother and Child Hospital of Limoges, France (Collection Bi-
ologique HME, CB-HME/CRBioLim, Limoges, France). The HCMV IgG status of the
mother was determined by chemiluminescent enzymatic assay on a Liaison® XL analyzer
(DiaSorin, Saluggia, Italy). Floating villi (5 mm?) biopsies were extracted from the placenta,
washed with 0.9% saline solution, and cultured in HEF cell medium.
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2.5. Ex Vivo Assays

The ex vivo model was adapted from Morere et al. [24] and was previously described
in Jacquet et al. [25]. For all ex vivo assays, HEF cells were seeded into 48-well plates
at 10° cells/well and then incubated for 5 days at 37 °C in 5% CO; until confluence was
reached. HEF infection was performed with the endothelial strain TB40/E. We set up three
different protocols to evaluate the efficacy of Cytotect CP® to reflect the reality of congenital
infection: (1) neutralization assay before infection, (2) prevention of villi infection by the
addition of Cytotect CP®, and (3) treatment of already infected villi. For all the experiments,
Cytotect CP® was used at the following final concentrations: 0.015 U/mL, 0.15 U/mL,
1.5 U/mL, and 5 U/mL with a viral concentration at an MOI of 1.

(1) Neutralization assays. Cell-free virus stock was mixed with Cytotect CP® with
the same protocol as the in vitro neutralization assays. The mix was then plated on cells for
a 3-h incubation at 37 °C. After medium renewal, the plates were incubated at 37 °C in 5%
CO,. After five days, sponges (Spongostan dental™, NewPharma, Liége, Belgium) with
placental villi explant were added to each well (Figure 1A) and were incubated with the
different concentrations of Cytotect CP® at 37 °C in 5% CO,.
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Figure 1. Ex vivo assays. Three different protocols were used to evaluate the efficacy of Cytotect CP®.
For all ex vivo assays, HEF cells were seeded into 48-well plates at 105 cells/well and then incubated
for 5 days at 37 °C in 5% CO, until confluence. The villi explant model is based on infection from
cell-free virus produced by infected fibroblasts. HEF cells were infected with cell-free virus stock of
the TB40/E strain with a multiplicity of infection (MOI) of 1 in HEF culture medium. The addition of
explants on a gelfoam (Spongostan dental™, NewPharma, Belgium) allowed infection by capillarity.
We performed three types of assays, mimicking several real-life conditions in maternal blood, at the
placental level, and after placental infection (A) Neutralization assay: The virus was neutralized by
Cytotect CP® before the addition of placental explants. TB40/E and Cytotect CP® were incubated on
an HEF plate for 3 h at 37 °C in 5% CO, before renewing the medium. After 5 days of incubation, a
sponge with a placental villi explant was added in each well and was incubated at 37 °C in 5% CO;.
Day 0 was the first day of infection of the villi. (B) Prevention of villi infection assay: Cytotect CP®
and explants were added simultaneously after 5 days of infection of the cells. Day 0 was the first
day of infection of the villi. (C) Efficacy assay: Villi were added after 5 days of infection of the cells.
After 5 days of infection of the villi, sponges and explants were transferred on new plates without
cell monolayers and Cytotect CP® was added. Day 0 was 5 days after placental infection.
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For the next two protocols, HEF cells were infected with cell-free virus stock of the
TB40/E strain at an MOI of 1. The plates were centrifuged for 45 min at 3500 rpm at 37 °C
before medium renewal and incubation for 5 days at 37 °C in 5% CO,.

(2) To prevent villi infection from the HEF HCM V-infected cells, the different con-
centrations of Cytotect CP® in complete fresh medium were added simultaneously with
sponges and villi explants on the infected HEF cells (Figure 1B). Complete fresh medium
without the drug was set as a control. The plates were incubated at 37 °C in 5% CO, until
the collection of the villi on days 7 and 14.

(3) For the treatment of already infected villi, sponges with villi explant were added
to infected HEF cells and were incubated at 37 °C in 5% CO,. After five days of infection, the
sponges and explants were transferred on new plates without cell monolayers (Figure 1C).
Complete fresh medium containing the different Cytotect CP® concentrations was added
to each test condition.

For each ex vivo condition, villi explants were collected at different time points (days 7
and 14 post-infection or post-treatment for the efficacy assay, meaning day 14 and day 21
post-infection), washed in 0.9% saline solution, and stored at —80 °C. Supernatants were
stored for beta-HCG quantification to evaluate placental viability. Assays were performed
in triplicate for each condition and on three different placentae. Villi with complete fresh
medium without the drug were set as a positive control of infection. Villi with complete
fresh medium without the drug or viruses were set as a negative control.

2.5.1. Viral Load in Villi Explants

To quantify viral replication kinetics, total DNA was extracted from samples for each
ex vivo condition and the viral load was measured by duplex quantitative PCR.

Total DNA extraction from villi explants: Explants were lysed with a 500 mL mix
containing 10% proteinase K (Qiagen, Hilden, Germany), 6% Tris, 3% sodium dodecyl
sulfate and 81% DNA/RNA-free water at 56 °C until total lysis (20 min). Then, total
DNA extraction was performed using NucliSENS® technology on an EasyMag instrument
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France) following the protocol “specific B”.

A previously described duplex quantitative PCR for targeting HCMV UL83 and cell
albumin genes was performed to quantify the viral load in villi (CMV copies/10° cells):
Total DNA extract (5 puL of each) was mixed with 1x of Perfecta Multiplex qPCR tough-
mix (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France, each primer (250 nM), each probe
(200 nM), and DNA /RNA free water to reach a final volume of 25 pL. The qPCR cycling
protocol was: 30 s at 95 °C, then 45 cycles of 45 s at 60 °C on the CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad laboratories). The HCMV and albumin copies were
quantified using a range of plasmids with the UL83 or albumin gene using CFX Manager
Software (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA). The primer sequences were: UL83
(5"-GTCAGCGTTCGTGTTT CCCA-3' and 5-GGGACACAACACCGTAAAGC-3') and al-
bumin (5-GCTGT CATCTCTTGTGGGCTGT-3' and 5-AAACTCATGGGAGCTGCTGGT
T-3'). The probes were: HCMV (Cyanine 5)- CCCGCAACCCGCAACCCTTGATG- (BHQ3)
3’ and albumin (6FAM)- CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC- (TAMRA) (Eurogentec,
Seraing, Belgium) [25].

2.5.2. B-hCG Dosage for Cytotoxicity in Villi Explants

Explant viability was assessed on days 7 and 14 in the previously mentioned tests.
Supernatant was aliquoted and stored at —80 °C for -hCG concentration measurement.
-hCG concentration was measured by an electroluminescent “sandwich” ELISA on mag-
netic microparticles (Cobas, Roche, France). The results were expressed in mUI per 10° cells
(using albumin coding sequence quantification as a reference). The concentration of hy-
perimmune globulins was considered toxic when B-hCG was significantly higher than the
positive control villi without Cytotect CP®.
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2.6. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed in GraphPad Prism software (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) by a dose-response analysis. In the ex vivo assays, the ND50 or EC50
were calculated with the “IC 50 calculator” software from AAT Bioquest and with GraphPad
Prism software. Comparison analyses were performed using two-way ANOVA tests and
Mann-Whitney tests for non-parametric data in GraphPad Prism software. Statistically
significant differences were defined by a p value lower than 0.05.

3. Results
3.1. In Vitro Assays

The results of the neutralization assays on fibroblast and epithelial ARPE-19 cells
performed against the VHL/E and TB40/E strains are presented in Figure 2. The ability
of Cytotect CP® to neutralize infection by the HCMYV strain showed similar profiles on
both cell types. The ND50 and ND90 values were higher for the TB40/E strains (Table 1),
although the difference with the VHL/E strain was not significant (p > 0.9). Cytotect CP®
neutralizes HCMV infection of fibroblasts and epithelial cells in vitro.

A
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Figure 2. Neutralization activity of Cytotect CP® in vitro. The number of foci after the neutralization
assay were counted for (A) the TB40/E strain and (B) the VHL/E strain on human embryonic
fibroblast HEF cells and epithelial ARPE-19 cells after 5 days of incubation (n = 3 assays).

Table 1. In vitro neutralizing efficacy of Cytotect CP®. The efficacy of the compound was analyzed
against the TB40/E and VHL/E strains on human embryonic fibroblast HEF cells and epithelial
ARPE-19 cells. The 50 and 90% neutralizing dose (NDsg and NDgg) values were determined using
the results from Figure 2 with GraphPad Prism software.

Viral Strain HEF ARPE
NDsg + SD NDyy + SD NDs, + SD NDyy + SD
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
VHL/E 0.014 £ 0.01 0.069 + 0.02 0.011 £ 0.01 0.067 + 0.02
TB40/E 0.033 £ 0.01 0.10 % 0.01 0.032 £ 0.01 0.11 + 0.02

ND: neutralizing dose; SD: standard deviation.

Cytotect CP® showed no cytotoxic effect on HEF and ARPE-19 cells, even for the

highest concentration tested (20 U/mL). The CC50 and CC90 values were, therefore, not
reached (data not shown).

3.2. Ex Vivo Assays
3.2.1. Replication of TB40/E in Villi Explants
Before efficacy analysis, the kinetics of TB40/E replication in the villi explants were

checked from the positive control of infection (villi with viruses and no immunoglobulins)
to assess the reliability of the ex vivo assays. The mean viral load in the villi was measured
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on days 7, 14, and 21 post-infection in the positive controls from all assays (respectively, six,
nine, and three placentae). The mean viral load was 28,136 copies/ 108 + 20,429 on day 7,
166,018 copies/ 10° + 240,632 on day 14, and 536,489 copies/ 106 cells + 621,515 on day 21.
Although not significant, we observed a regular increase between days 7 and 21 (p = 0.07)
(Figure 3).

Replication of TB40/E in villi explants
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Figure 3. Kinetics of the endotheliotropic strain TB40/E in villi explants. The mean viral loads on
days 7, 14, and 21 post-infection in the villi explants. The whiskers are extended to the extreme
data points.

3.2.2. Impact of Cytotect CP® on Viral Replication

(1) Neutralization Assays

When infection was carried out after the neutralization of extracellular virus, the ND50,
measured 7 and 14 days post-infection of the villi explants were, respectively, 0.011 Ul/mL
(95% CI: 0.005-0.025) and 0.093 UI/mL (95% CI: 0.019-0.841) (p = 0.1712), a concentration
almost 10 times higher on day 14 (Figure 4). Cytotect CP® showed a neutralizing effect,
with a significant decrease in the viral load from the positive control of 0.15 UI/mL on day
7 (p =0.029) and 1.5 Ul/mL on day 14 (p = 0.037).

On day 14, we observed a non-significant increase in the viral load at a Cytotect cp®
concentration of 0.015 U/mL.

(2) Prevention of Villi Infection by the Addition of Cytotect CP® at the Time of Ex-
plant Infection

On day 7 post-infection, we observed a regular decrease in the viral load, with increas-
ing concentrations but no significant decrease in the viral load in the explant, although the
EC50 was reached at 0.024 U/mL (95% CI: 0.0007-0.3237). We did not observe any effect of
the molecule on day 14, and we also observed on day 14 a non-significant increase in the
viral load at a Cytotect CP® concentration of 0.015 Ul/mL (Figure 5).

(3) Treatment of Infected Villi

When Cytotect CP® was added after infection of the villi, the only concentration
that showed a decrease in the viral load was 1.5 UI/mL, but EC50 was not reached with
increasing concentrations of Cytotect CP® in these efficacy assays. We also observed on day
14 a non-significant increase in the viral load at a Cytotect CP® concentration of 0.015 U/mL
(Figure 6).
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Impact of Cytotect on viral replication : Neutralization assays
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Figure 4. Neutralization assay: ex vivo viral load in villi at 7 and 14 days post-infection. The results
were compiled from three placentae. The statistical analyses were carried out using GraphPad Prism
with a two-way ANOVA (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). * p < 0.05.

Impact of Cytotect on viral replication : Prevention villi infection assays
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Figure 5. Prevention of villi infection assays. Virus and Cytotect CP® were added at the time of
explant infection. The viral loads in the villi were measured at 7 and 14 days post-infection by
comparison with the infected and non-treated villi (positive control “0”). The results were compiled
from three placentae. The statistical analyses were carried out using GraphPad Prism with a two-way
ANOVA (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The whiskers are extended to the extreme
data points.
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Impact of Cytotect on viral replication : Efficacy assays
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Figure 6. Efficacy assays. Viral loads were measured at 7 and 14 days post-treatment of infected villi
and compared with infected and non-treated villi (positive control “0”). The results were compiled
from three separate placentae. The boxplots are designed as medians (Q2), lower quartiles (Q1), and
upper quartiles (Q3). The whiskers are extended to the extreme data points.

3.2.3. Placenta Viability
As in the in vitro assays, Cytotect CP® did not show toxicity on placental villi (Figure 7).
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Figure 7. Placenta viability at 7 and 14 days post-infection for the “neutralization” and “prevention”
assays and at 14 and 21 days post-infection for the “efficacy” assay. B-hCG units are indicated per
10° cells for each concentration. In this figure, “0” corresponds to the infected villi without Cytotect
CP® (positive control). The boxplots are designed as medians (Q2), lower quartiles (Q1), and upper
quartiles (Q3) from three placentae. The whiskers are extended to the extreme data points. No
significant difference was found between concentrations.
On day 7, the mean B-hCG level in the negative control villi was 13,482 + 22,986 mUI f3-
hCG/10° cells compared to 14,055 + 15,978 in the positive control villi without Cytotect CP®
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(p = 0.46). On day 14, the B-hCG level in the negative control villi was 15,904 + 31,553 mUI
B-hCG/10° cells compared to 12,859 = 13,995 in the positive control villi without Cytotect
CP® (p=0.48). On day 21, the B-hCG level in the negative control villi was 5096 + 5930 mUI
B-hCG/10° cells compared to 10,124 =+ 10,076 in the positive control villi without Cytotect
CP® (p = 0.69). There was no significant difference in the B-hCG levels of the native
villi (negative control) and the villi infected without immunoglobulin (positive control)
(Figure 8A).
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Figure 8. Placenta viability. (A) Comparison of 3-hCG levels between the negative control villi and
villi infected with TB40E without Cytotect CP® after 7, 14, and 21 days of infection. (B) Comparison
of B-hCG levels from the negative control villi and villi with only Cytotect CP® after 7 and 14 days of
exposure to the maximum tested dose. The boxplots are designed as medians (Q2), lower quartiles
(Q1), and upper quartiles (Q3). The whiskers are extended to the extreme data points.

We also compared the median B-hCG level in negative control villi and villi with
Cytotect CP® at the maximum dose of 5 U/mL used in our ex vivo assays without TB40/E
(Figure 8B). We did not find any significant difference on either day 7 (p = 0.8148) or day 14
(p > 0.9999) of exposure to Cytotect CP®.

4. Discussion

Amongst the molecules effective against CMV, none is approved, to date, for the
prevention of maternofetal CMV transmission. While administered to congenitally infected
newborns, Valganciclovir® or Ganciclovir® are not currently approved for use in pregnant
women due to their hematotoxicity. Other antivirals used in the management of immuno-
compromised patients (Foscarnet® and Cidofovir®) cannot be used in this context due to
their renal toxicity. In 2020, Shahar-Nissan et al. published the only randomized trial to
date demonstrating that Valaciclovir®, an Acyclovir® prodrug, given at a high dose (8 g/d)
would reduce the risk of fetal transmission from 30 to 11% for women with a primary
infection during the first trimester of pregnancy or periconceptional period (p = 0.027; odds
ratio 0.29, 95% CI 0.09-0.90) [26]. No side effects have been reported to date in women or
fetuses treated with high doses of Valaciclovir® [26].

In parallel, there is a growing interest in the use of antibodies mimicking or enhancing
natural defenses at the placental level, but the results from clinical studies are rather
disparate. Despite encouraging results in non-randomized studies [11,14,15,27], the efficacy
of HIG has not been confirmed in the only two randomized studies published to date.
Revello et al. in 2014 showed a rate of maternal-fetal transmission of 30% in the group
of patients treated with HIG vs. 44% in the control group (p = 0.13) and observed a non-
significant increase in the risk of obstetrical events (13% vs. 2%), such as prematurity (7.6%),
preeclampsia (1.9%), and intrauterine growth retardation (3.8%), in the treated group [13].
This trial was probably impaired by the use of insufficient doses of immunoglobulins
(100 U/kg) that were not frequent enough (monthly administration) with respect to the
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11-day half-life of immunoglobulins and delayed (median administration was 5 weeks
after the diagnosis of infection) and by the inclusion of patients with a primary infection in
the second trimester [15]. In 2020, another randomized clinical trial began in the United
States with the same criteria. Initially designed on the basis of 800 patients to be included,
the trial was stopped at an interim analysis at 399 patients because of a lack of treatment
efficacy: 22.7% transmission in the immunoglobulin group and 19.4% in the placebo group.
Prematurity rates were similar in the two groups (12.2% vs. 8.3%) [9]. Gabrielli et al.
histologically analyzed HIG effects on placentas collected for the Revello study and showed
no significant differences for all tissue damage between the HIG and placebo groups [28].
Based on the recent pharmacokinetics study indicating that the half-life of HIG is only
about 10 days [10,29], a new observational study was undertaken in 149 pregnant women
to study the efficacy of Cytotect CP® in pregnant women with a very recent primary
infection in the first trimester or during the periconceptional period. Cytotect CP® was
administered every 15 days until 18 weeks of amenorrhea, on average only four times,
at a dose of 200 IU/kg bodyweight in patients with a primary infection before 14 weeks
of amenorrhea. Intravenous treatment was initiated within 3 weeks [19]. In this study,
the rate of maternal-fetal transmission was significantly lower than in their 2018 cohort
(7.5% in the intervention group vs. 35.2% in the control group; p < 0.0001) [10]. In 2020,
Seidel et al. also published an observational study using the same doses as Kagan et al. and
found a significant decrease in the rate of maternal-fetal transmission of 23.9%, regardless
of the term of the pregnancy [15], compared to 39.9% in the control group of the historical
cohort of Feldman et al. (p = 0.026) [30]. These two recent studies did not find an excess
risk of obstetrical events. Kagan et al. suggest a possible link with the discontinuation of
immunoglobulins in their study at 20 weeks’ gestation. As a curative treatment, Cytotect
CP® has also shown encouraging results for continued use [31]. Last year, Tanimura et al.
compared the outcome of symptomatic fetuses receiving immunoglobulin fetal therapy (Ig
FT) with or without neonatal treatment (NT) with Valganciclovir® or Ganciclovir® versus
symptomatic fetuses receiving only neonatal treatment. The proportion of infants with
severe disorders in the fetal therapy group was significantly lower than that in the neonatal
therapy group (18.2% vs. 64.3%, p < 0.05). This is the first study demonstrating that Ig FT in
addition to NT may be more effective in improving the neurological outcomes of newborns
with symptomatic cCMV as compared to neonatal treatment only [32]. As a whole, these
recent results suggest the capacity of HIG to prevent or eventually treat cCMV.

Due to the heterogeneity of these clinical results using different doses and timing
protocols and the obstetrical side effects observed in some studies [13,33], we aimed to
specifically assess the efficacy and toxicity of Cytotect CP®. Therefore, we herein revisited
the effect of Cytotect CP® in our first-trimester HCMV infection model that was previously
validated for antiviral efficacy testing [24,25]. We adapted it to reflect the three stages
of potential inhibition by HIG. The efficacy and toxicity can be measured, and these ex
vivo results can be correlated with previous clinical results. Our model preserves cellular
and tissue integrity, unlike in vitro models, which use chemical cleavage methods to
isolate placental cells, promoting viral permissiveness [34,35], and our three assay times
(especially B and C) reflect the reality of congenital infection. Placental villi from the
first trimester were used to reflect first-trimester transmission, which is involved in the
most severe sequelae [6,7,36]. This model showed robust and reproducible results for
the evaluation of direct and indirect anti-CMV drugs inhibiting cellular components with
both reference strains and clinical isolates [25]. For this first evaluation, we used cell-free
stocks from one reference strain that was proven to infect placental explants: TB40/E.
As described previously by Jacquet et al., the endotheliotropic strain TB40/E replicated
with a significantly increased rate between day 4 and day 13 and in the first trimester
compared to the third trimester [25]. We also found an increase with a significant disparity
between placentas. This is one of the limitations of our study, which can be related to
the term of the pregnancy, the delay before the use of the placenta, or the individual
susceptibility in connection with the innate immunity of each. This justified repeated
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experiments with different placentae. To our knowledge, it is the first time that such
specific assays including both efficacy and toxicity evaluations on placentae with Cytotect
CP® are shown. As there are multiple effects of immunoglobulins on placenta infection,
each antibody or HIG preparation may result in different immune stimulations. It is,
thus, important to specifically test the efficacy and toxicity of the preparation we intend
to use in a clinical trial. Neutralizing antibodies have a varying capacity to interfere
in vitro with the HCMV entry routes mediating infection of fibroblasts and epithelial cells.
However, both may be required to enter and spread in the placenta to the fetus. The
infection of fibroblasts and epithelial cells by HCMV requires glycoprotein complexes
composed of gB and gH/gL/gO [37]. Neutralizing antibodies directed against gB or
gH epitopes interfere with both fibroblast and epithelial cell infections. Epithelial cell
infection is additionally dependent on the envelope pentamer complex composed of gH,
gL, UL128, UL130, and UL131A. However, neutralizing antibodies primarily targeting the
conformational epitopes of the UL128/130/131A subunits cannot prevent fibroblast entry
but are effective in blocking epithelial cell infection [38]. Thus, testing the potential of HIG
first in various cell types and in more complex systems in ex vivo placental tissues that
mimic the maternofetal interface and placental tissues is more relevant.

We initially confirmed in vitro the neutralizing capacity of Cytotect CP® in both the
fibroblasts and epithelial ARPE-19 cell lines on the endothelial strains selected for the assays
and its absence of cytotoxicity, even at the highest doses. The DN50 and DN90 values
were similar in both cell types. They were below the calculated plasma concentrations of
0.15 U/mL after a 400 U/kg administration for preemptive treatment, but the DN90 were
close to or over the expected concentration of 0.03 U/mL under the prophylaxis dosage
(100 U/Kg). Thus, the first important result was the absence of cytotoxicity of Cytotect
CP®, both in vitro and ex vivo, with no alteration of explant viability within a prolonged
period of observation of 14 days. This is in agreement with previous results from Kagan’s
clinical observations [10,19].

Second, Cytotect CP® demonstrated a strong neutralizing capacity against HCMV
infection ex vivo, as the contact of the immunoglobulins with the virus clearly limited
the placental infection. With the second protocol that more closely reflected the reality of
congenital infection, where viruses and antibodies meet at the placental interface, Cytotect
CP® seemed to be effective on D7 but not on D14. The 11-day half-life of immunoglobulins
could explain the loss of Cytotect CP® effectiveness on D14. Conversely, Cytotect CP® did
not show any efficacy on already infected villi and, therefore, for the curative treatment
of congenital infection. In all our placentae on D14, we also observed a non-significant
increase in the viral load at the 0.015 U/mL concentration of Cytotect CP®. One hypothesis
is that a low dose of immunoglobulin may not be sufficient to stimulate immunity and may
allow viral replication. The increase of ND50 between D7 and D14 in the neutralization
assays and the absence of action of the molecule on D14 in our prevention trials could
suggest the need to renew the immunoglobulins every 7 days to maintain their effect as
in certain pregnancy therapies (platelet alloimmunization, for example, [39]) where their
administration schedule is weekly. The hypothesis is in agreement with previous HIG
pharmacokinetics studies [10,29]. Further determination of residual neutralizing titers in
the assay supernatants over time could also be implemented to check this hypothesis and
then new prevention and efficacy ex vivo assays with the renewal of the immunoglobulins
on D7. Another hypothesis to explain our results would be that the viral propagation
from cell to cell in the explant is slower than cell-free spread. This could explain the
inefficiency of Cytotect CP® when added after the infection of the explant in assay C. In the
villi infection prevention assay, antibodies could prevent cell-free spread but not cell-to-cell
spread, which would explain an effect of Cytotect CP® on day 7 but not on day 14 due to
an excessive viral load in the villi.

Indeed, the mechanism by which natural immunoglobulins act at the placental level
is not yet elucidated. Anti-HCMYV antibodies could promote NK cell activity during
viral infection [40]. In addition, IgG has a protective role towards HCMYV infection at
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the maternal-fetal interface [41]. These IgG can bind to FcRn receptors expressed on the
surface of syncytiotrophoblasts. However, their role is also double-edged. Indeed, viral
particles bound to these IgG could use the ability of IgG to cross syncytiotrophoblasts to
infect the fetus [42]. Moreover, these mechanisms can differ between human monoclonal
antibodies (mAbs) or different HIG preparations. Tabata et al., in their study, measured the
efficacy of a select subset of human mAbs to HCMV attachment/entry factors, including
glycoprotein B (gB) and the pentameric complex gH/gL-pUL128-131, in preventing the
infection and spread of a clinical strain in primary placental cells and explants of developing
anchoring villi [20]. They studied only the infection neutralization (similar to our assay
A) and the efficacy on day 1 post-infection (our assay C) with mAbs against HCMV gB
(mADb 3-25, targeting site AD-2), gH/gL (mAb 3-16, gH-specific, targeting pentamer
site 7), and the pUL128-131 portion of the pentameric complex (mAbs 1-103, targeting
pentamer site 3 and mAbs 2-18, targeting pentamer site 1). They also used Cytogam® (HIG)
and Synagis®, a human mAb to respiratory syncytial virus, in their model of placental
infection [20,43,44]. They concluded that neutralizing mAbs directed to pUL128-131 of
the pentamer complex gB and gH/gL perform significantly better than Cytogam® in
the neutralization of HCMYV infection in primary placental cells and reduce infection in
anchoring villus explants of first-trimester placentas. Thus, they suggested that treatment
with combinations of mAbs, especially those to pUL128-131 of the pentameric complex,
could be significantly more effective than current treatments with HIG to reduce HCMV
transmission and congenital infection. Cytogam® is a CMV hyperimmune globulin that
is derived from human plasma with high anti-CMV antibody titers, which contains a
standardized amount of Ig (5 £ 0.1%) with sucrose, human albumin, and sodium as
an excipient. In the USA, Cytogam® (CMVIG CG; CSL Behring, Bern, Switzerland) is
licensed for the prophylaxis of CMV disease associated with heart, lung, liver, kidney, and
pancreas transplantation, whereas in Europe, Cytotect CP? is licensed for the prophylaxis
of CMV infection in patients receiving immunosuppressive therapy, particularly after
solid organ or other transplants [45]. Germer and Miescher compared in their respective
studies Cytotect CP® and Cytogam® with standard immunoglobulins [22,45]. Germer et al.
showed consistently high and comparable CMV-binding avidity and recognition of CMV-
specific antigens coupled with a similar neutralizing activity against CMV for both HIG in
their neutralization assays on fibroblasts [22]. Miesher et al. observed that Cytotect CP®
(50 mg/mL IgG and 100 PEIU/mL) contained a somewhat higher ELISA titer of anti-CMV
antibodies, but Cytogam® (50 mg/mL Ig) demonstrated a better CMV-neutralizing activity
on fibroblasts [45]. Both authors agree that compared to the standard IVIG, CMV-HIG
preparations showed a higher CMV-binding activity and wider recognition of the tested
CMV-specific glycoprotein antigens as well as improved neutralizing capacity. Although,
based on their components and their properties, Cytogam® and Cytotect CP® preparations
are not fully identical.

Our results were obtained from a laboratory virus strain and need to be supplemented
by testing a congenital virus strain to approximate the mechanism of congenital CMV
infection. Moreover, cell-free virus is classically less likely to spread cell-to-cell than a
clinical isolate. Thus, with a congenital virus strain, antibodies might be more effective in
neutralizing more virus released from infected cells. It is the first time that the potential of
the HIG Cytotect CP® (Biotest, Germany) is specifically studied as a candidate for congenital
infection prevention or treatment in this first-trimester placenta villi model, and it seems to us
that this study brings interesting therapeutic perspectives. As a whole, our results support
the need for a weekly effective back-to-back treatment initiated early before placental
infection. This therapeutic strategy could be made possible by the implementation of a
systematic screening for CMV, which has already been introduced in some centers [46,47].

5. Conclusions

Therapies for HCMV represent a major unmet need. The suggested efficiency of
Cytotect CP® in prophylaxis is sustained by our results in vitro and in placental villi,
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showing good efficacy and a low toxicity in different paths of infection. Additional studies
will be conducted to evaluate this molecule as a curative treatment.
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Ce travail nous a permis de montrer ex vivo sur des villosités placentaires de premier trimestre,

que I'action de ces HIG était essentiellement de neutraliser les virions et de prévenir I'infection

des tissus, avec peu d’effet sur la propagation intra tissulaire du virus. Cependant, I'efficacité

dans notre modéle apparaissant limitée dans le temps nous avons voulu préciser la durée
d’action des HIG.

Nous avons donc complété ces travaux par une partie expérimentale évaluant I'efficacité avec

et sans renouvellement de milieu-et ainsi de la molécule- a J7 pour la prévention de I'infection

des villosités dans notre modéle placentaire. Ces derniers travaux détaillés ci-aprés ont fait

I'objet d’'une communication orale lors de 'European Congenital Cytomegalovirus Initiative
(ECCI), a Athénes en Octobre 2022 (Annexe 8).
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3.2.3. CINETIQUE D’EFFICACITE DU CYTOTECT CP® EN PREVENTION DE
L’INFECTION DES VILLOSITES DE 15f TRIMESTRE

3.2.3.1. MATERIEL ET METHODES

3.2.3.1.1. Cellules et virus

Cellules: Les cellules MRC-5, fibroblastes humains issus de poumon embryonnaire ou FEH
(BioMérieux, Craponne, France) sont cultivées dans du milieu MEM (Eurobio scientific,
Courtaboeuf, France), supplémenté en Hépés, sérum de veau foetal (10%, Eurobio scientific,
Courtaboeuf, France), pénicilline (50 ug/mL) et gentamycine (10 ug/mL) (milileu V37) et mises
en culture a une densité cellulaire de 1.10° cellules/mL, en plaques 48 puits (500 uL/puits).
Les plaques sont alors incubées pendant 5 jours en étuve a 37°C, a 5% de CO2 et en

atmosphére humide jusqu’a confluence des cellules.

Virus: La souche de laboratoire a tropisme endothélial TB40/E a été fournie par Mr Stephane
Chavanas (UMR 1043, CPTP, Toulouse, France).

‘ Production de virions extracellulaires de TB40/E: la souche virale est passée
successivement sur cellules ARPE-19 (cellules épithéliales humaines de la rétine, ATCC®
CRL-2302, Molsheim, France) en flacon de culture de 25 cm? puis 75 cm? et 175 cm?. Chaque
passage est effectué en augmentant progressivement la taille du flacon et aprés avoir atteint
100% d’effet cytopathique sur les nappes cellulaires. Aprés un nouveau passage dans un
flacon de culture de 175 cm?, le surnageant est recueilli lorsque I'effet cytopathique atteint 100
%, clarifié par centrifugation pendant 10 minutes a 3500 tours/minute, aliquoté puis conservé
a -80 °C.

‘ Titrage de surnageant viral TB40/E : le titre viral infectieux a été déterminé aprés des

étapes de dilution de 10 en 10 sur des plaques de cellules MRC-5 confluentes. Aprés 5 jours
a 37°, les puits étaient marqués par immunohistochimie pour permettre la détermination du
nombre de foyers d’infection par millilitres, correspondant au PFU/mL (plaque forming
unit/mL). Pour la révélation par immunohistochimie, I'anticorps primaire Mouse Monoclonal
Anti-Cytomegalovirus IE1 and IE2 (Abcam, ab53495), dilué a 1/50°™ 150ul/puit, a été ajouté
aux cellules et incubé durant 30 min a 37°C. Aprés un lavage rapide avec un tampon de
phosphate salin (PBS), les plaques ont été lavées 2 fois en PSB pendant 10 minutes avant
ajout de I'anticorps secondaire Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins HRP marqué a
la peroxydase (#P044701-2, Dako Agilent Technologies), 150uL/puits, pendant 30 min a 37°C.
Un nouveau lavage rapide en PBS puis 2 lavages de 10 minutes sont réalisés avant la

révélation avec le kit Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (150uL/puit). Aprés 5
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a 10 minutes, la réaction est arrétée par un nouveau lavage en PBS et le nombre de foyers

pouvait étre compté par puits (PFU/mL).

3.2.3.1.2. CYTOTECT CP®
Cytotect CP®, 100 U/mL, a été fourni gracieusement par Biotest AG (Dreieich, Germany) et
conservé a 4 °C. Nous avons utilisé le Cytotect CP® a différentes concentrations : 0,015 U/mL,

0,15 U/mL, 1,5 U/mL, et 5 U/mL pour nos essais ex vivo.

3.2.3.1.3. Explants de villosités placentaires

Les placentas étaient issus d’interruption volontaire de grossesse de femmes CMV négatives
entre 8 et 14 semaines d’aménorrhées, aprés information et consentement signé. lls étaient
anonymisés et inclus au sein de la collection biologique de I'Hépital Mére enfant de Limoges
(CB-HME/CRBIoLim, Limoges, France). Le statut sérologique maternel était déterminé aprés
prélévement sanguin, par dosage enzymatique chimioluminescent sur un analyseur Liaison®
XL (DiaSorin, Saluggia, ltaly). Les biopsies de villosités flottantes (5 mm?®) étaient lavées dans
du PBS 1X, et conservées a I'étuve a 37°C dans le milieu de culture des FEH jusqu’a

utilisation. Le milieu MEM était changé 2 fois par semaine.

3.2.3.1.4. Procédure expérimentale

Notre modéle d’essai placentaire a été adapté du modéle de Morére et al. (132) et a
précédemment été décrit dans la publication de Jacquet et al. (133). Pour 'ensemble de nos
essais ex vivo, les cellules FEH sont déposées dans des plaques 48 puits a une concentration
de 10° cellules/puit puis incubées pendant 5 jours & 37°C et 5% CO2 jusqu’a confluence.
L’infection des cellules FEH est ensuite obtenue avec la souche endothéliale TB40/E a une
MOI de 1, cest-a-dire que le titre initial de 4.10° PFU/ml est dilué pour obtenir une
concentration finale & 10° PFU/mI. Les plaques sont alors centrifugées pendant 45 min & 3500
rotations par minute (rpm) a 37 °C. Le milieu est ensuite renouvelé et les plaques incubées
pendant 5 jours a 37 °C avec 5% CO..

Nous avons réalisé un protocole d’essai de prévention de l'infection des villosités (Figure 16).
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Figure 16 : Essai de prévention de l'infection des villosités

Aprés 5 jours d’infection des cellules FEH, les explants de villosités sont déposés sur une
éponge de gélatine hémostatique résorbable Gelfoam (Spongostan dental™, NewPharma,
Belgique) permettant I'infection par capillarité. Simultanément il est rajouté dans les puits les
différentes concentrations de CYTOTECT CP® en triplicat, cette étape correspondant au jour
0 de notre essai. Des biopsies sans molécule ni virus correspondaient au témoin négatif ; des
biopsies infectées sans molécule au témoin positif. Les plaques étaient ensuite remises a 37°C

et 5% CO2 jusqu’au jour du recueil.
A J7, nous avons renouvelé le milieu avec du CYTOTECT CP® dans la moitié des plaques.

Ainsi, pour chaque placenta, 3 plaques étaient réalisées permettant le recueil des villosités a
J7, J14 (pas de renouvellement de la molécule) et J14 (renouvellement de la molécule). Les
biopsies étaient alors lavées dans du PBS 1X puis stockées a -80°C. Les surnageants étaient
récoltés pour dosage des beta-HCG par le personnel du laboratoire de biochimie du Dr Thierry

Chianea du CHRU de Limoges, permettant d’évaluer la viabilité des villosités.

L’essai a été renouvelé sur 3 placentas différents.

3.2.3.1.5. Charge virale dans les explants

Pour quantifier la réplication virale, I'ADN total a été extrait des échantillons pour chaque essai

ex vivo et la charge virale a été mesurée par PCR duplex quantitative.
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m==) Extraction de I'ADN total des explants de villosités : Les biopsies ont été lysées avec
un mélange de 500 ml contenant 10 % de protéinase K (Qiagen, Hilden, Allemagne), 6 % de
Tris, 3 % de dodécylsulfate de sodium et 81 % d'eau stérile, a 56 -C jusqu'a lyse compléte (20
min). L'extraction d’ADN total est effectuée a partir de 500 pL de lysat pour un volume d’élution
de 50 uL, a l'aide de la technologie NucliSENS® sur I'appareil EasyMag (BioMérieux Marcy-

I'Etoile, France) en suivant le protocole " B-spécifique ".

m==d Une PCR duplex quantitative ciblant le géne UL83 du HCMV et le géne de I'albumine
a été réalisée pour quantifier la charge virale dans les villosités (copies CMV/10° cellules) : 5
ML d’ADN total de chaque biopsie ont été mélangés a la solution de Perfecta Multiplex
toughmix (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France), avec 250 nM de chaque amorce
(forward et reverse), 200 nM de chaque sonde et de I'eau ppi pour un volume final de 25 L.
Chaque biopsie a été testée en double. Le protocole de gPCR effectué sur 'appareil CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA) est le
suivant : dénaturation durant 30s a 95°C suivi de 45 cycles de 10s a 95°C et 45s a 60°C. Le
nombre de copies du HCMV et d’albumine a été quantifié en utilisant deux gammes de
plasmides portants le géne UL83 ou l'albumine a l'aide du logiciel CFX Manager (Bio-Rad
Laboratories). Les séquences des amorces étaient UL83 (5'-GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA-
3' et 5-GGGACACAACCGTAAAGC-3') et albumine (5-GCTGTCATCTTGTGGGCTGT-3' et
5-AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT-3'). Les séquences des sondes étaient pour le HCMV :
(cyanine 5)- CCCGCAACCCGCAACCCTTGATG- (BHQ3) 3' et pour l'albumine (6FAM)-
CCTGTCATGCCCACAAATCTCC- (TAMRA) (Eurogentec, Seraing, Belgique). Chaque

échantillon était testé en double.

La charge virale pour chaque biopsie (moyenne du doublon) était alors obtenue selon la

formule :

(nombre de copies de CMV) X 1000 000

(nombre de copies d’albumine/2)

Enfin, pour chaque concentration testée, la charge virale était obtenue par la moyenne des

triplicats.

3.2.3.1.6. Viabilité des explants

La viabilité des biopsies a été évaluée a J14 (sans et avec renouvellement de la molécule)

dans les tests mentionnés précédemment. Le surnageant a été aliquoté et conservé a -80°C
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pour la mesure de la concentration en B-hCG. La concentration de 3-hCG a été mesurée par
un ELISA "sandwich" électroluminescent sur des microparticules magnétiques (Cobas, Roche,
France). Les résultats ont été exprimés en mUI par 10° cellules (en utilisant comme référence
la quantification du nombre de copies de génes d’albumine par gqPCR). La concentration de
globulines hyperimmunes a été considérée comme toxique lorsque la B-hCG était

significativement supérieure a celle des villosités sans renouvellement du Cytotect CP®.

3.2.3.1.7. Coloration des biopsies

Certaines des biopsies récoltées ont été partagées par moitié pour réalisation d’'une coloration
histologique HES (Hématéine-Eosine-Safran) qui colore les noyaux en violet, le cytoplasme
en rose et les fibres de collagéne en orange, ceci permettant I'étude des différents constituants
tissulaires. Nous avons réalisé également sur ces mémes biopsies un immunomarquage
fluorescent. Nous avons réalisé des coupes de 5um de ces explants de villosités au cryostat,
que nous avons déposées sur des lames de verre. Nous avons ensuite incubé les lames 30min
dans une solution de Noir Soudan 1% et OH 70% afin d’atténuer I'auto-fluorescence du tissu,
puis nous les avons rincées 4x5min avec du PBS-0.02% Tween 20. Les lames ont ensuite été
fixées et perméabilisées avec de I'acétone glacial 90%, 30min a -20°C puis séchées sous
PSM. Afin de saturer les sites non-spécifiques, les coupes sont ensuite incubées 30min a
température ambiante dans du PBS-0.5% BSA puis a 4°C, sur la nuit avec les différents
anticorps primaires testés dilués dans du PBS 1X (Tableau 2). Le lendemain, 3 ringages de
10min avec du PBS 1X sont effectués et les coupes sont incubées avec les anticorps
secondaires durant 30min a 37°C. Les lames sont ensuite de nouveau lavées 3 fois pendant
10min avec du PBS 1X, puis incubées avec du DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole),
fluorochrome qui se complexe sélectivement avec ’ADN double brin, 20min a l'abri de la
lumiere, a température ambiante. Trois lavages de 5 min avec du PBS 1X sont effectués et
les coupes sont alors recouvertes avec 1 goutte de Merckoglass (Merck) et une lamelle fixée
au vernis. Les lames sont conservées a 4°C avant I'observation au microscope a
épifluorescence (Nikon Ni- E, plateforme BISCEM). Ces colorations ont été réalisées avec

Mme Laurie Berto, dans le cadre de son master 2 au sein de de notre unité.

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 81
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Tableau 2 : Anticorps utilisés pour le marquage en immunofluorescence et types cellulaires ciblés

Type cellulaire Anticorps primaire Anticorps secondaire

) ) Goat anti-Rabbit Dylight 594 (Thermofisher
Rabbit Anti-CK7 (Abcam 181598)

Trophoblastes 35361)

Dilution 1/100
Dilution 1/200

Donkey anti-Goat Dylight 650
Goat anti-Vim (Abcam 11256)

Fibroblastes (Abcam 96934)
Dilution 1/100

Dilution 1/200

Goat anti-Mouse Alexa 488
Mouse anti-l.E.A (Abcam 53495)

Ccmv (Southern Biotech af488-1031-30)
Dilution 1/1000

Dilution 1/200

3.2.3.1.8. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) pour une étude de la relation dose-effet et « BiostaTGV ». Les
IC50 ont été calculés avec les logiciels “IC 50 calculator” d’AAT Bioquest et GraphPad Prism.
Pour réaliser les analyses comparatives, nous avons utilisé les tests two-way ANOVA et
Mann—Whitney pour les données non paramétriques. Une difference était considérée comme

significative quand p <0.05.
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3.2.3.2. RESULTATS
Trois placentas ont été utilisés dans ces essais de prévention de l'infection dans les villosités :
- 220142, récolté a 10 SA et 1 et utilisé aprés 8 jours

- 220181, récolté a 9 SA et 5 et utilisé aprés 2 jours
- 220204, récolté a 9 SA et 2 et utilisé aprés 3 jours

3.2.3.2.1. Etude de I’efficacité du Cytotect CP® pour la prévention de I'infection des
villosités.

Les données obtenues de charge virale sont représentées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Efficacité du Cytotect CP® a J7 et J14 avec et sans renouvellement de la molécule

Moyenne de la | Moyenne de la
Moyenne de h e 2 h ale 5
la charge charge virale a | charge virale a p
virale 3 J7 J14 sans J14 avec
renouvellement | renouvellement (J14 avec et
(copies de . . sans
6 (copies de (copies de
CMV/10 CMV/10° CMV/10° renouvellement)
cellules)
cellules) cellules)
Concentration
de Cytotect CP®
0 = virus seul 126282 10689240 6053798 0,4
0,015 95131 32513893 4356655 0,2
0,15 56429 733824 3696194 1
1,5 107864 9417930 358483 1
5 37182 16096211 159963 0,2
CI50 Ul/mL 0,03 0,52
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Nous avons réalisé sur 2 placentas la mesure de la charge virale a J7. Comme dans nos
essais précédemment publiés, nous observons une efficacité du Cytotect CP® (Figure 17),
cependant nous n’avons pu mettre en évidence de différence significative entre les différentes
concentrations utilisées du fait probablement d’'un trop grand écart type. L’augmentation de la
charge virale lors de l'utilisation de la molécule a 1,5Ul/ml est en lien avec une valeur aberrante
obtenue sur 'un des placentas. Aprés exclusion de la concentration aberrante et I'utilisation

d’'un modéle de régression logistique, la CI50 de la molécule a J7 est de 0,03 Ul/mL.
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Figure 17 : Impact du Cytotect CP® sur la réplication virale a J7 dans des essais de prévention de
l'infection des villosités

L’impact du Cytotect CP® & J14 avec et sans renouvellement du milieu est exposé dans les
Figures 18 et 19. Aucun effet de la molécule pour la prévention de l'infection des villosités n’est
observé a J14 lorsque le Cytotect CP® n'est pas renouvelé conformément a nos résultats
précédemment publiés, avec la persistance d'une augmentation importante, mais non
significative, de la charge virale a 0,015 de concentration. A contrario nous observons, une
diminution réguliere méme si non significative de la charge virale lorsque nous avions

renouvelé le Cytotect CP® avec une CI50 calculée a 0,52U1/mL.
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Figure 18 : Impact du Cytotect CP®sur la réplication virale a J14 dans des essais de prévention de
l'infection des villosités
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Figure 19 : Impact du Cytotect CP® a J14 aprés renouvellement de la molécule a J7
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3.2.3.2.2. Evaluation de la toxicité du Cytotect CP® sur la viabilité des villosités.
Nous avons regardé dans les surnageants des 3 placentas a J14 les valeurs de Bhcg, reflet

de la viabilité des villosités (Tableau 4 et Figure 20).

Tableau 4 : Viabilité des villosités a J14 avec et sans renouvellement de milieu a différentes
concentrations de concentrations de Cytotect CP®

Moyenne des Moyenne des
Bhcg a J14 Bhcg a J14 p
sans sans (J14 avec et
renouvellement | renouvellement sans
(mUI Bheg/10° | (mUI Bheg/10° | renouvellement)
cellules) cellules)
Concentration
de Cytotect CP®
0 = virus seul 28328 19321 1
0,015 36589 15554 0,8
0,15 37506 9782 0,4
1,5 59142 13809 0,4
5 11935 10134 0,7

Nous n’avons pas observé de différence significative dans les taux de Bhcg entre les villosités
pour lesquelles il 'y pas eu de renouvellement de milieu et celles ayant eu a J7 une nouvelle
administration de Cytotect CP® (Tableau 4), évoquant I'absence de toxicité d'un

renouvellement de la molécule.
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Figure 20 : Viabilité des villosités a J14 sans et avec renouvellement de milieu a différentes
concentrations de Cytotect CP®

Nous avons évalué la toxicité du Cytotect CP® a J14 sur les villosités lorsque celui-ci était
renouvelé a J7 et nous n‘avons pas observé de différence significative aux différentes

concentrations testées par rapport aux villosités infectées sans molécule (Figure 20).

3.2.3.2.3. Coloration

La Figure 21 nous permet de voir I'efficacité du Cytotect CP® sur des biopsies & J14, aprés
renouvellement de la molécule a J7. Aux plus fortes concentrations de Cytotect CP®, nous

observons la disparition de la quasi-totalité de la fluorescence liée au CMV.

L’ensemble de nos colorations nous permettent d’identifier que le CMV se localise au niveau
des noyaux des trophoblastes, visibles en rouge sur la coloration avec le CK7 (Figures 22 et
23). Nos colorations aprés marquage a la vimentine pour visualisation des fibroblastes n’ont

pas fonctionné.
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Figure 21 : Coupe de villosités infectées a J14, aprés renouvellement de milieu a J7, avec ou sans
Cytotect CP®, a différentes concentrations. Combinaison de coloration HES (A) et marquage en IF du
CMV (B) au microscope a épifluorescence x20



Cytotect CP® 0,015 U/mL

Merge sans DAPI L\ Merge avec DAPI

Figure 22 : Biopsie infectée, colorée aprés immunomarquage, traitée a une concentration de 0,015
U/mL de Cytotect CP®.
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Figure 23 : Biopsie infectée, colorée aprés immunomarquage, traitée a une concentration de 1,5 U/mL
de Cytotect CP®.
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3.2.3.3. DISCUSSION

Si les immunoglobulines ont désormais leur place comme thérapeutique dans certaines
pathologies obstétricales, leur utilisation en cours de grossesse en cas d’infection a CMV est
controversée. Ainsi, malgré des résultats encourageants obtenus dans des essais non
randomisés (125,128,129,134), les 2 études randomisées publiées a ce jour n’ont pas
confirmé ces données. En 2014, Revello et al. retrouvaient une transmission maternofoetale
de 30% pour les patientes ayant été traitées par HIG contre 44% dans le groupe contréle (p =
0,13) et les auteurs soulignaient également une augmentation non significative de
complications obstétricales (13% vs. 2%) a type de prématurité (7,6%), prééclampsie (1,9%),
et de retard de croissance intrautérin (3,8%), chez les patientes ayant recu les HIG (127).
Gabirielli et al. ont par la suite analysé les placentas issus de I'étude de Revello et al. et n'ont
pas mis en évidence de différence histologique entre les 2 groupes de patientes (135).
Certains auteurs opposaient aux résultats de Revello et al. 'utilisation de doses insuffisantes
d'immunoglobulines (100 Ul/kg), leur administration retardée (plus de 5 semaines aprés le
diagnostic de l'infection) et pas assez fréquente car dispensée de facon mensuelle mais
également linclusion de patientes faisant une séroconversion au 2éme trimestre de la
grossesse (129). Hugues et al. ont publié un essai randomisé en 2020, prématurément
interrompu, aprés analyse intermédiaire et inclusion de 399 patientes, en raison de I'absence
d’efficacité retrouvé dans le groupe des patientes traitées par HIG (22,7% de transmission
maternofoetale pour les patientes ayant recu des HIG et 19,4% dans le groupe placebo) (123).
lls ne retrouvaient pas d’augmentation des complications obstétricales chez les patientes
traitées comme dans I'étude de Revello, le taux de prématurité était similaire dans les 2
groupes (12,2% vs. 8,3%) (123). Sur les données de récentes études de pharmacocinétiques
évoquant une demi-vie des HIG de 10 jours (124,136), Kagan et al. ont publié en 2021 les
résultats d’'une étude observationnelle ol le Cytotect CP® était administré avant 14SA tous les
15 jours jusqu’a 18SA, a la dose de 200 Ul/kg aux patientes ayant fait une séroconversion du
1°" trimestre ou péri-conceptionnelle, avec un maximum de 4 injections (137). Le taux de
transmission materno-foetale était significativement plus faible que celui de leur précédente
étude de 2018 (7,5% dans le groupe des patientes ayant été traitées vs. 35.2% dans le groupe
contréle ; p < 0.0001) (124). En 2020, Seidel et al. confirment ces résultats dans leur étude
observationnelle ou le Cytotect CP® était administré selon les mémes modalités que dans
I'étude de Kagan (129). lls ont retrouvé un taux de transmission materno-foetale de 23,9% en
cas de traitement, significativement plus faible que le taux de 39,9% de la cohorte historique
de Feldman (p = 0.026) (138). Aucune de ces 2 études n’a mis en évidence de surrisque de
complications obstétricales. Le Cytotect CP® administré comme traitement de [l'infection

foetale avérée a également montré certains résultats prometteurs (139). Tanimura et al. ont

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 91
Licence CC BY-NC-ND 3.0



retrouvé significativement moins d’enfants avec des troubles du développement sévére chez
ceux ayant été traités par immunoglobulines in utéro avec ou sans traitement neonatal par
valganciclovir ou ganciclovir que les enfants ayant eu uniquement le traitement néonatal (18,2
% vs. 64,3 %, p <0.05) (140). Ainsi, ces différentes études suggérent la possibilité d’envisager
le Cytotect CP® comme une thérapeutique de l'infection @ CMV durant la grossesse, raison
pour laquelle nous avons souhaité évaluer I'efficacité et la toxicité du Cytotect CP® dans notre
modéle d’infection placentaire ayant été précédemment validé lors d'essais antiviraux
(132,133).

Bien que perfectible, notre modéle d’essai de prévention et de traitement de I'infection nous a
semblé refléter la réalité de I'infection congénitale 8 CMV. Nous n’avons pas mis en évidence
d’effet des HIG, lorsque celles-ci étaient utilisées a visée curative, mais la poursuite de nos
travaux dans les essais de prévention de I'infection nous ont permis de confirmer nos résultats
préliminaires ou le Cytotect CP® parait étre une option envisageable pour prévenir I'infection
congeénitale. Cependant nos récents essais nous aménent a penser que I'administration des
HIG doit se faire de facon hebdomadaire, en accord avec les derniéres études de
pharmacocinétiques (124,136), et comme lors de leur utilisation en cas de certaines
pathologies obstétricales (I'alloimmunisation plaquettaire par exemple (141)). Une
détermination des titres d’anticorps neutralisants résiduels dans les surnageants des tests au
cours du temps pourrait étre réalisée pour confirmer notre hypothése. Une autre hypothése
pour expliquer nos résultats serait que la propagation virale de cellule a cellule dans I'explant
est plus lente que la propagation acellulaire. Cela pourrait expliquer l'inefficacité du Cytotect
CP®lorsqu'il est ajouté aprés l'infection de I'explant dans nos essais d’efficacité précédemment
publiés. L’action des HIG pourrait également étre limitée a la prévention de la transmission
verticale au cours d'une primo-infection, car Iimmunité humorale joue un role limité dans le
contréle de l'infection latente a CMV et de la virémie, qui sont principalement influencées par
l'immunité cellulaire (142,143). Dans les premiers essais de prévention de l'infection des
villosités, les anticorps ont pu empécher la propagation acellulaire mais pas la propagation de
cellule a cellule, ce qui expliquerait un effet de Cytotect CP® au jour 7 mais pas au jour 14 en
raison d'une charge virale excessive dans les villosités. A J14, dans 'ensemble de nos essais
(neutralisation, prévention sans renouvellement de la molécule et efficacité) nous avons
observé une augmentation non significative de la charge virale a la concentration de 0,015
Ul/mL de Cytotect CP®. Une hypothése est qu'une faible dose d'immunoglobulines pourrait ne

pas étre suffisante pour stimuler I'immunité et permettrait la réplication virale.

Nous avons utilisé pour l'infection de nos villosités des virions extracellulaires produits a partir
de la souche de laboratoire TB40/E a tropisme endothéliale et méme si cette souche a

précédemment été validée dans certains essais (133), elle a montré dans nos essais des
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niveaux variables d’infection avec parfois d'importantes disparités d’infection entre 2
placentas, pouvant étre en lien avec le terme de la grossesse lors de l'infection, le délai avant
I'utilisation du placenta ou bien encore la susceptibilité individuelle de chacun et le role de
limmunité innée. Ceci en fait une des limites de notre étude. Nos résultats doivent étre
confirmés par la réalisation d’essais utilisant un isolat clinique afin d'approcher au plus prés le
mécanisme de linfection congénitale par le CMV. De plus, le virus acellulaire étant
classiquement moins susceptible de se propager de cellule a cellule qu'un isolat clinique, les
anticorps pourraient étre plus efficaces pour neutraliser davantage de virus libérés par les

cellules infectées.

Le mécanisme par lequel les immunoglobulines naturelles agissent au niveau du placenta
n'est pas encore élucidé. Les anticorps anti-CMVH pourraient favoriser I'activité des cellules
NK pendant l'infection virale (144) et les 1gG auraient un role protecteur vis-a-vis de l'infection
par le CMVH a l'interface maternofcetale (145) en se liant aux récepteurs FcRn exprimés a la
surface des syncytiotrophoblastes. Cependant, les particules virales liées a ces IgG pourraient
également utiliser la capacité des IgG a traverser les syncytiotrophoblastes pour infecter le
foetus (146). In vitro, les anticorps neutralisants interférent différemment avec les voies
d'entrée du HCMV au sein des fibroblastes et des cellules épithéliales et ces deux types
cellulaires sont nécessaires pour pénétrer le placenta et se propager jusqu'au fcetus.
L'infection des fibroblastes et des cellules épithéliales par le CMVH nécessite des complexes
glycoprotéiques composés de gB et de gH/gL/gO (147) et l'infection des cellules épithéliales
dépend en particulier du complexe pentameére d'enveloppe composé de gH, gL, UL128, UL130
et UL131A. Les anticorps neutralisants dirigés contre les épitopes gB ou gH interférent avec
les infections des fibroblastes et des cellules épithéliales et il a été démontré que les anticorps
neutralisants ciblant principalement les épitopes conformationnels des sous-unités
UL128/130/131A n’empéchaient pas l'entrée du virus dans les fibroblastes mais étaient
efficaces pour bloquer l'infection des cellules épithéliales (148). Tabata et al. ont mesuré
l'efficacité d'un sous-ensemble d'anticorps humains dirigés contre les facteurs
d'attachement/entrée du CMVH, notamment la glycoprotéine B (gB) et le complexe
pentamérique gH/gL-pUL128-131, pour prévenir l'infection et la propagation d'une souche
clinique dans des explants de villosités placentaires au 1°" trimestre (131). Leurs résultats leur
ont fait suggérer que le traitement avec des combinaisons d'anticorps monoclonaux, en
particulier ceux dirigés contre pUL128-131 du complexe pentamérique, pourrait étre
significativement plus efficace que les traitements actuels avec HIG pour réduire la
transmission du CMVH et I'infection congénitale. Ces éléments pourraient également expliquer
nos résultats disparates au sein des différents placentas, selon la répartition et la

prépondérance des types cellulaires au sein des villosités recueillies.
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3.2.3.4. CONCLUSION

Nos résultats permettent d’entrevoir la possibilité que les HIG soient un moyen de prévention
de l'infection & CMV lorsque administrées de fagon hebdomadaire et to6t durant la grossesse
avant I'infection trophoblastique. Cette stratégie thérapeutique ne pourra étre rendue possible
que par la mise en place d’un dépistage systématique de I'infection a CMV au 1°" trimestre de
la grossesse. Un essai clinique, multicentrique de phase 3 ouvert a un seul bras, a débuté en
Allemagne, évaluant I'efficacité du Cytotect CP® Biotest (NCT 05170269) administré a une
dose de 200Ul/kg tous les 15 jours jusqu’a 17SA, dans la prévention de la transmission

materno-foetale du CMV.
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3.3. LES ANTIVIRAUX

La Figure 24 présente le mode d’action des différents antiviraux au cours du cycle d’infection
du CMV. Les premiers antiviraux mis sur le marché bloquent la fonction de ’ADN polymérase
par I'inhibition de pUL54 ; les molécules plus récentes ciblent de nouvelles étapes du cycle
viral par 'intermédiaire des protéines du complexe terminase pour le letermovir et de la kinase

virale pUL97 pour le maribavir.
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Figure 24 : Cible d'action des différentes molécules antivirales anti-CMV. Adapté de Ligat et al. (21)
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3.3.1. LES INHIBITEURS DE LA POLYMERASE VIRALE pUL54

Les premiéres molécules utilisées dans le traitement de l'infection a CMVH ont pour cible la
polymérase virale pUL54. Elles inhibent I'élongation de 'ADN viral soit par compétition avec
les nucléosides soit en bloquant les sites d’actions de la polymérase. Ces molécules sont

toutes virostatiques. Leur mode d’action est représenté dans la Figure 25.

[se]
HCMV 1
Infected Cell
\ Govl j ( PUL97 ) gr'gt\éin kinase
Wi 'r' Nucleocapsid
cellular } =
kinase
Glyoggnrqotleein -5
X
cellular K {
kinase

»
Viral (/—
terminase

complex )
- pUL8S )

SRy =
| binding site pUL56

|
gt

Polymerase (UL54)

Figure 25 : Mode d'action des inhibiteurs de I'ADN polymérase et du letermovir (149)

3.3.1.1. Ganciclovir et Valganciclovir

Le ganciclovir (GCV), ou 9 - (1,3-dihydroxy-2-propoxyméthyl) - guanine est un analogue
nucléosidique synthétique de la 2-désoxyguanosine (Figure 26). Pour devenir actif, le GCV
nécessite une phosphorylation initiale médiée par la kinase virale pUL97, puis ont lieu deux
phophorylations successives par des kinases cellulaires pour finalement devenir actif sous
forme triphosphatée. Le GCV triphosphate agit par inhibition compétitive de I'incorporation de
la désoxyguanosine triphosphate par I'ADN polymérase virale. Le GCV triphosphate a une
plus grande affinité pour la polymérase virale que pour la polymérase cellulaire, ce qui limite
I'inhibition de la production d'ADN cellulaire par I'h6te. Le GCV agit également par inhibition
de I'élongation du brin d'ADN (150).
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Le valganciclovir (VGCV), est une prodrogue orale du GCV qui doit subir une étape d’hydrolyse
avant d’étre phosphorylé par pUL97 puis par les kinases de la cellule héte (151,152). Apres
administration orale, le VGCV est rapidement et largement métabolisé en GCV par des

estérases intestinales et hépatiques.
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Figure 26 : Structure chimique du Ganciclovir et du Valganciclovir (153,154)

Le GCV a été la premiére molécule approuvée par la FDA en 1989 dans le traitement des
rétinites a CMV chez des patients au stade SIDA. Il a un spectre d’action large car actif sur
différents herpésvirus comme I'HSV, le VZV, 'EBV, 'HHVG6 et 8 mais aussi sur les adénovirus
(155). Il est éliminé par voie urinaire avec une demi-vie d’élimination comprise entre 2 et 4
heures chez des sujets sans altération de la fonction rénale (156). Le VGCV est une prodrogue
du GCV, approuvée en 2001 par la FDA, avec une biodisponibilité orale dix fois supérieure a
celle du nucléoside (152) conférant une exposition similaire au GCV administré par voie
intraveineuse (157). Apres le clivage de « 'agent masquant » ou « promoiety », le GCV est
rapidement libéré et agit selon le méme mécanisme sus décrit, ainsi 'exposition systémique

au VGCV est transitoire et faible. Sa demi vie est comprise entre 0,4 et 2 heures (158).

Le GCV a été le premier antiviral & mettre en évidence une efficacité et un intérét du traitement
chez les patients immunodéprimés avec une maladie 8 CMVH, chez les enfants ayant fait une
infection congénitale 8 CMV et enfin en prévention de la maladie a CMV. Il a également été
démontré l'efficacité comparable du VGCV per os dans le traitement des patients infectés et
transplantés d’organe solide (159). Ainsi, le GCV est aujourd’hui indiqué chez les adultes et
les adolescents de plus de 12 ans pour le traitement des infections a cytomégalovirus (CMV)
chez les patients immunodéprimés, la prévention des infections a CMV, en utilisant un
traitement préemptif chez les patients présentant une immunosuppression induite par un
traitement médicamenteux et également dés la naissance pour la prévention des infections a
CMV en utilisant une prophylaxie universelle chez les patients présentant une

immunodépression induite par un traitement médicamenteux (156). Administré a visée
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curative, le GCV doit étre donné a une concentration de 5 mg/kg en IV toutes les 12 heures
pendant 14 a 21 jours, en prophylaxie a la dose de 5 mg/kg IV, une fois par jour 7 jours par

semaine ou 6 mg/kg une fois par jour, 5 jours par semaine (156).

Le VGCV est lui, indiqué dans le traitement d’attaque et d’entretien de la rétinite a CMV chez
les patients adultes au stade SIDA (900mg, 2 fois par jour pendant 21 jours puis 1 fois par
jour), mais aussi en traitement prophylactique des infections a CMV chez les adultes et les
enfants CMV-négatifs ayant bénéficié d'une transplantation d’organe solide a partir d’'un
donneur CMV-positif (900 mg, une fois par jour, initié dans les 10 jours suivant la
transplantation et poursuivi 100 jours apres) (158). Sur le plan thérapeutique, un traitement
par le VGCV per os a la posologie de 900 mg deux fois par jour équivaut a un traitement par
le GCV administré par voie IV a la posologie de 5 mg/kg deux fois par jour (158). En 2018,
Kotton et al. ont émis des recommandations pour la mise en place d’un traitement par GCV
ou VCG durant 3 a 6 mois en prévention pour les patients transplantés d’organes solides a
risque modéré ou élevé d’infection a CMV et d’un traitement curatif par GCV en IV
(5mg/kg/12h) ou par VGC (900mg/12h) pour la maladie a CMV (primaire ou lors d’infections

secondaires) (160).

Chez le nouveau-né ayant une infection symptomatique congénitale a CMVH, le GCV (ou
VCGV) a démontré une bonne efficacité pour diminuer les troubles neurologiques a 12 mois
par rapport aux enfants non traités (161). Kimberlin et al. ont spécifié qu’un traitement prolongé
sur 6 mois par rapport a un traitement de 6 semaines permettait d’améliorer le développement
neurologique des enfants atteints (162). L’efficacité du VGCV a aussi été démontrée pour des
enfants ayant une perte d’audition. Une revue récente de la littérature a montré que le
traitement des enfants symptomatiques souffrant d'une perte auditive entrainait une
amélioration de Il'audition (44,5% vs 9,4%, OR =7,72, IC a 95 3,08-19,34) et une moindre
détérioration de l'audition (6,3% vs 28,2%, OR =0,23, IC a 95 % 0,10-0,57) par rapport aux
enfants non ftraités (163). Sur ces bases, Rawlinson et al. ont émis en 2017 des
recommandations pour la prise en charge des nouveau-nés présentant une maladie
congénitale a cytomégalovirus modérément a sévérement symptomatique. lls préconisent la
mise en place au cours du 1°" mois de vie d’un traitement par VGCV 16 mg/kg par voie orale,
deux fois par jour pendant 6 mois maximum dans le but d'améliorer les résultats audiologiques
ou développementaux. Une numération des neutrophiles doit étre réalisée toutes les semaines
pendant 6 semaines, puis a la semaine 8, puis tous les mois, ainsi qu’une surveillance

mensuelle des transaminases pendant la durée du traitement (61) .
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Du fait de leur mode d’action, des mutations de résistance peuvent se produire et ont été
décrites sur les génes UL54 et UL97, conférant ainsi différents niveaux de résistance au GCV
ou VGCV (164,165) et ce d’autant plus que le GCV était utilisé de fagon prolongé ou a dose
suboptimale (150). La principale toxicité de ces 2 molécules est hématologique avec des
risques d’anémie, de neutropénie ou de thrombocytopénie (154), risque d’autant plus élevé
chez les transplantés de cellules souches hématopoiétiques ou en cas d'administration
conjointe de médicaments hématotoxiques. L'exposition au GCV ou VGCV aux doses utilisées
chez 'homme n'a jusqu'a présent pas été associée a un effet cancérigéne dans les modéles
animaux et humains (150,166), cependant il est suspecté que le GCV et le VGCV puissent
inhiber la spermatogenése humaine de fagon temporaire ou permanente (156). Le GCV altére
la fertilité et est tératogéne chez I'animal ; ainsi traversant facilement le placenta humain, il est
énoncé que ces molécules puissent étre également tératogénes chez 'homme (158). Du fait
de son mode d’action nécessitant une phosphorylation par la kinase UL97, le GCV ou le VGCV

ne doivent pas étre associés au MBV.

Chemaly et al. dans leur revue de la littérature décrivaient une CI50 in vitro variable selon les
études et les souches virales utilisées comprises entre 0,04 et 37,2 uM (155). Cet intervalle
large de CI50 doit étre néanmoins regardé avec caution, la CI50 du GCV étant le plus
souvent décrite comprise entre 2 et 6 uM (167,168). Hamilton et al. ont retrouvé sur des
cellules trophoblastiques du 1°" trimestre une CI50 a 0,43uM et une réduction de 98,8% de la
charge virale lorsque le GCV était utilisé a une concentration de 10uM et a cette méme
concentration il n’y avait pas aucune toxicité cellulaire (169). Aprés 14 jours de traitement, il
était remarqué une diminution significative de la charge virale dans des explants placentaires

du 3°™ trimestre de 82,4% (p=0,0002). La toxicité sur les villosités n’a pas été étudiée (169).

3.3.1.2. Aciclovir et valaciclovir

L’aciclovir (acycloguanosine, 9-(2-hydroxyethoxymethyl)guanine) (ACV) et sa prodrogue plus
couramment utilisée, le valaciclovir (VACV) ciblent, comme le GCV, la polymérase virale du
CMVH (Figures 24 et 25). L'ACV est d'abord converti par les thymidines kinases virales en
ACV monophosphate ; cependant, le CMVH étant dépourvu de cette kinase, la
phosphorylation initiale de 'ACV semble dépendre la protéine kinase pUL97 lorsque la
molécule est utilisée contre le CMV (169-171). La phosphorylation de 'ACV monophosphate
en di et triphosphate est ensuite assurée par des kinases cellulaires. L'ACV triphosphate alors

actif est un inhibiteur compétitif sélectif de 'ADN polymérase virale et l'incorporation de cet
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analogue nucléosidique stoppe I'élongation de la chaine d'ADN, interrompant ainsi la synthése
d'ADN viral et la réplication virale (172). Le VACYV est I'ester de la L-valine et de I'aciclovir qui
est l'antiviral actif. Aprés administration, le VACV est bien absorbé et rapidement et largement
métabolisé en ACV par une hydrolase (173). Moins de 1% de la molécule est éliminée dans
les urines sous sa forme initiale (174). Aprés administration de VACV, les concentrations

maximales d'ACV sont atteintes environ 1 a 2 heures apres I'administration (173).
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Figure 27 : Structure chimique de I'aciclovir et du valaciclovir (175)

L’aciclovir est un inhibiteur majoritairement des herpés-virus avec une activité in vitro sur les
virus HSV types 1 et 2, VZV, activité beaucoup plus modérée sur 'EBV, le CMV et 'THHV-6 et
8 (155). Eliminé, par voie urinaire, sa demi-vie d’élimination est d’environ 3 heures. L’aciclovir
est actuellement prescrit en cas de primo-infection ou de réactivation d’'HSV ou VZV chez les
sujets immunocompétents ou immunodéprimés et en prophylaxie des infections a HSV chez
les patients immunodéprimés (172) ; le VACV pour le traitement du zona, le traitement et la
prévention des poussées d'herpés et des infections oculaires récurrentes a herpés virus (173).
Il est également parfois indiqué dans la prévention des infections a cytomégalovirus (CMV)
aprés greffe d'organes (160). Avant la commercialisation du VGCV, le VACV a cependant été
proposé en prophylaxie primaire de l'infection a CMVH chez les patients transplantés (176).
En 1999, I'utilisation de VACV a haute dose permettait de prévenir I'infection a CMV chez les
patients transplantés rénaux (177). Et dans cette méme population, en 2015, Reischig et al.
n‘ont pas retrouvé d’avantage a son utilisation par rapport au VGCG en prophylaxie (178).

Désormais, le VACV ne semble indiqué en prophylaxie que pour les patients transplantés
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d’'organes solides avec une altération de la fonction rénale (160). Ces deux molécules sont
généralement bien tolérées ; des troubles digestifs a types de nausée ou vomissement sont
néanmoins assez fréquents, des cas plus rares de cytolyse hépatique, de leucopénie ou de
thrombopénie ou encore d’insuffisance rénale ont néanmoins été décrits (172,173). Il n’a pas
été démontré d’effet tératogéne, cancérogéne, mutagéne ou encore de trouble de la fertilité
lors de l'utilisation d’ACV et de VACV (172,173). La résistance du CMV a I'ACV a été peu
étudiée. La kinase virale UL97 phosphoryle I'ACV, et la possibilité de résistance croisée avec
les mutants résistants au GCV est documentée (170,179). Des mutants du domaine
exonucléase UL54 peuvent conférer une résistance au GCV et au cidofovir par un mécanisme
qui ne semble pas s'appliquer a I'ACV en tant que terminateur de chaine obligatoire, offrant
ainsi une rare opportunité d'utiliser I'ACV ou le VACV comme traitement de secours en
I'absence d'une mutation de résistance UL97 simultanée (179). Cependant, une résistance a
I'ACV a été démontrée par des mutants typiques de la résistance au foscarnet dans les

domaines amino-terminal de pUL54 (179).

Bien que I'ACV soit trés efficace contre les infections a HSV et VZV, il présente une activité
antivirale trés modeste contre le CMVH avec in vitro une CI50 selon les souches virales
comprises entre 3,4 et 150 uM dans la métanalyse de Chemaly et al. (155) et le plus souvent
entre 40 et 80uM, soit 40 fois moins efficace que le ganciclovir (170). Hamilton et al. obtenaient
une CI50 a 21uM sur des cellules trophoblastiques du 1°" trimestre, et une réduction de la
charge virale de 13,8% seulement en présence de 10uM d’ACV contre 96,8% avec 100uM.
Aucune toxicité cellulaire n’était rapportée a une concentration de 10uM. Dans leurs essais ex
vivo réalisés sur des explants placentaires du 3°™ trimestre, ils ont utilisé une concentration
de 25uM d’ACV car il est rapporté qu’une telle concentration correspond a la concentration
maternelle sanguine aprés la prise de VACV 8g/j pendant 4 a 6 semaines. lls n’ont pas mis en
évidence de diminution de la charge virale aprés 14 jours de traitement avec I'ACV (p>0,999)

contrairement aux autres molécules testées : GCV, CDF, LTV et MBV (169).

Malgré ces données peu probantes d’efficacité sur le CMVH, mais en raison de I'absence de
toxicité sévéere de la molécule, le VACV est le seul antiviral a avoir été étudié chez les femmes
enceintes a ce jour. En 2007, il était décrit que le VACV donné a 8g/jours (2g x4), permettait
une réduction significative de la charge virale dans le sang fcetal aprés 4 a 6 semaines de
traitement (p=0,02) (180). En 2010, une large cohorte danoise n’a pas retrouvé de sur-risque
de malformations congénitales chez les enfants nés de mére exposées a 'ACV ou VACV
durant leur grossesse (181). En 2016, dans une étude de phase 2, le VACV administré a la
dose de 8g/j jusqu’a la naissance, a des patientes avec un foetus porteur in utéro d’anomalies

échographiques, a permis d’augmenter la proportion d’enfants asymptomatiques a la
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naissance de 43 a 82% par comparaison aux seéries historiques (89). En 2020, Shahar Nissan
publie le seul essai randomisé a ce jour et démontre I'efficacité du traitement par VACV a forte
dose pour les patientes ayant fait une primo-infection du 1°" trimestre ou péri conceptionnelle,
avec un taux de 11% d’infection congénitale dans le groupe de patientes traitées vs 30% dans
le groupe placebo (p=0,027) (45). Aucun effet secondaire sévére du traitement n’a été rapporté
dans cette étude. Cette efficacité du VACV pour limiter la transmission maternofoetale a de
nouveau été confirmée dans I'étude d’Egloff et al. ou le taux d’infection congénitale en cas de
primo-infection en cours de grossesse a été significativement diminué dans le groupe ayant
recu le traitement a fortes doses (8g par jour) avec un OR = 0.40 (95% CI 0.18-0.90, p=0.03)
(90). En 2021, une étude évoquait une augmentation significative du risque d’insuffisance
rénale aigué (p=0,009) lorsque le VACV 8g/j était donné en 2 prises quotidiennes. Les auteurs

préconisaient ainsi une administration séquencée en 2g, 4 fois par jour (174).

3.3.1.3. Cidofovir

Le cidofovir (CDV) est un nucléoside phosphonate acyclique et un analogue de la
désoxycytidine monophosphate avec une activité antivirale a large spectre contre la plupart

des virus a ADN, y compris les herpésvirus, les adénovirus et les polyomavirus.

cidofovir (CDV)

Figure 28 : Formule chimique du Cidofovir (154)

Le CDV posséde un groupement phosphate au sein de sa structure (Figure 28 * ), ainsi pour
devenir actif, il ne nécessite que 2 étapes de phosphorylation réalisées par des kinases
cellulaires, sans intervention de la kinase pUL97. Le métabolite diphosphate actif du CDV
entre en compétition avec la désoxycytidine triphosphate et est incorporé dans I'ADN comme
substrat alternatif de I'ADN polymérase du CMVH. Ainsi, le CDV inhibe 'ADN polymérase
pUL54 en s’intégrant dans la chaine d’ADN lors de I'élongation. In vitro, il est rapporté une
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CI150 comprise entre 0,26 et 9,5uM selon les souches virales utilisées et selon les études (155).
Hamilton et al. retrouvaient une CI50 de 0,29uM dans les cellules trophoblastiques du 1er
trimestre et une réduction significative de la charge virale de 99,8% lorsque le cidofovir était
administré a 10uM, sans effet cytotoxique. Il était également relevé une réduction de
I'expression des protéines IE1P72, pUL44, pp65 et pp28 respectivement de 76,4%, 94.5%,
68,3% et 95,8%. Ex vivo, ils observaient une réduction significative de la charge virale de
89,3% aprés 14 jours de traitement a 25uM de concentration (p=0,0002) (169).

Le CDV a été validé pour le traitement de la rétinite &8 CMVH chez les patients atteints du SIDA
en 1996 et n'est disponible que dans une formulation intraveineuse (154) ; sa néphrotoxicité
et son manque de biodisponibilité orale limitent son utilité clinique ce qui fait de cette molécule
un traitement de deuxiéme ligne lorsqu'une résistance au GCV est suspectée (182-184). Les
mutations de résistances au CDV sont situées exclusivement sur le géne UL54. Cette
molécule étant indépendante de I'action de la kinase pUL97, aucune mutation de résistance
au CDV n’a été relevée sur le géne UL97, cependant des mutations de résistance dans I'ADN
polymérase, sur le géne UL54, peuvent conférer une résistance croisée avec le GCV ou le
foscarnet (164,185).

Le CDV 75 mg/ml en solution injectable n’est accessible qu’en autorisation d’accés

compassionnel. Il n’y a pas de données publiées d’utilisation chez les femmes enceintes.

3.3.1.4. LAVR-289

LAVR-289 est un acyclonucléoside phosphonate sous sa forme prodrogue dont le
développement est basé sur la structure du CDV (Figure 29) qui cible 'ADN polymérase virale
et a été développé en tant que prodrogue triple mixte. Les groupements biolabiles de cette
prodrogue sont clivés par des voies enzymatiques cellulaires rendant ainsi la molécule active.
Cette molécule a été synthétisée par I'unité CNRS ICOA UMR7311 d’Orléans et a obtenu un
brevet européen en 2018 sous le numéro EU18305498.
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Figure 29 : Structure chimique de LAVR289

Le projet ANR « PreCyVir » est centré sur le développement pré-clinique de cette molécule et
a fait I'objet de 3 communications lors de la derniére Conférence Internationale sur la
recherche antivirale, a Seattle en mars 2022 (186—188). Les premiers résultats laissent a
penser que la molécule serait hautement active sur le CMV avec une CI50 de l'ordre du
nanomolaire mais également sur d’autres virus a ADN double brin comme I'adénovirus, le
poxvirus et le virus de I'hépatite B. Ainsi, dans le cadre de ce projet collaboratif, notre unité
UMR1092 évalue la cytotoxicité et I'efficacité de LAVR-289 in vitro sur différentes souches
virales, mais également ex vivo dans notre modele d’explants placentaires de 1° trimestre et

doit en paralléle documenter le mécanisme d’action de cette nouvelle molécule.

Des études préliminaires de phase 3 in vitro et ex vivo ont été réalisées par C. Jacquet dans
le cadre de son doctorat d’université. Elle a démontré en fibroblastes que LAVR-289 était
capable d’inhiber la réplication du CMVH dans une gamme de concentrations de I'ordre du
nanomolaire. La CI50 retrouvée était comprise entre 21,4 et 35,5nM selon les souches virales
etla CC50 entre 17 et 28uM. Dans les essais ex vivo, LAVR-289 démontrait une forte efficacité
antivirale avec une CI50 de I'ordre de 53nM ainsi qu’un faible impact sur la cytotoxicité dans

les villosités (189).
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3.3.1.5. Foscarnet

Le foscarnet (FSC) ou acide phosphonoformique, est un analogue du pyrophosphate (Figure
30), qui est directement actif sur TADN polymérase virale pUL54 et ainsi interfére avec la
synthése d’ADN viral de nombreux virus de I'herpés comme le CMVH mais également le VZV
(154). Ce traitement est approuvé depuis 2011 et est actuellement donné en seconde ligne
dans le traitement de linfection a CMV chez les receveurs d’'une greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) et pour lesquels le recours au GCV ne peut étre envisagé et comme
traitement d'attaque et d'entretien de la rétinite a CMV chez les patients atteints du SIDA.
L’intérét de la molécule est la préservation de son activité antivirale contre certaines souches
résistantes au GCV (190), notamment en cas de mutations isolées sur le géne UL97.
Néanmoins, le FSC présente des mutations de résistance dans le géne UL54 qui peuvent
donner lieu a des résistances croisées avec le GCV (164,191). Le FSC est néphrotoxique et

peut entrainer une myélosuppression et des ulcérations des muqueuses (154).

foscarnet (FOS)
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O

Figure 30 : Structure chimique du foscarnet (154)

Il n’existe pas de données permettant d’évaluer la tératogénicité du FSC, mais compte tenu

de sa néphrotoxicité son administration est contre indiquée durant la grossesse.
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3.3.2. LETERMOVIR

Le letermovir (AlIC246 ou MK-8228) (LTV), de formule chimique (4S)-8-Fluoro-2-[4-(3-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]-3-[2-methoxy-5-(trifluoromethyl)phenyl]3,4-dihydro-4-

quinazolinyl (Figure 31), est le premier agent antiviral commercialisé (Prevymis) dans la
catégorie des inhibiteurs du complexe terminase. C’est un antiviral de la classe des
quinazolines qui cible pUL56, la grande sous-unité du complexe terminase qui clive I'ADN pour
emballer le génome dans la capside, mais agirait également lors du mécanisme d’interaction
entre les 3 sous unités du complexe terminase pULS56, pUL51 et pUL89 (21,192). La
caractérisation initiale du mécanisme d’action du LTV indiquait une inhibition de
I'encapsidation de I'ADN viral (193). Goldner et al. ont permis de préciser que le LTV inhibe le
clivage des concatémeéres d'ADN viral et la formation des virions CMVH matures en ciblant la
protéine pUL56 du complexe terminase viral (194). Cette cible spécifique, naturellement
absente des cellules de mammiféeres assure au LTV une trés grande spécificité et une trés
faible toxicité. Le LTV est une molécule dont le poids moléculaire est de 572,55g.mole™ et est
hautement lipophile avec une Cmax de 45 min a 2,25 h (149). Sa demi-vie d'élimination
moyenne est de 12 heures permettant une administration une fois par jour (480 mg/j) (195).
Le LTV peut étre administré par voie intraveineuse ou oralement, se lie fortement aux protéines
(99%), et il est éliminé essentiellement par voie biliaire (109). Aucun métabolite n'est détecté

dans le plasma (195).
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Figure 31 : Structure chimique du Letermovir (154)

PREVYMIS est indiqué dans la prophylaxie de la réactivation du cytomégalovirus et de la
maladie a CMV chez les adultes séropositifs au CMV receveurs [R+] d'une greffe allogénique
de cellules souches hématopoiétiques et est soumis en France a prescription hospitaliére. Il
est administré a 480 mg/jour entre 0 et 28 jours post-transplantation pour une durée allant

jusqu’a 100 jours aprés la greffe pour les receveurs de CSH séropositifs vis-a-vis du CMVH
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(149). Il a été approuveé par la FDA dans cette indication en Novembre 2017 et par I'Union
Européenne en Janvier 2018 (196). Cette molécule est également testée en transplantation
rénale en prophylaxie et est utilisée en clinique hors AMM pour la prophylaxie ou le traitement

du CMVH chez les transplantés cardiaques et pulmonaires séropositifs (197) (198).

Le LTV ne posséde qu’une activité anti-CMVH et n’est actif contre aucun autre virus (199). En
raison de son mécanisme d'action, le LTV conserve une activité contre les souches de CMV
résistantes aux inhibiteurs de I'ADN polymérase (149,193) et c'est a ce jour, in vitro, la
molécule avec la CI50 la plus faible de I'ordre de 4nm, 400 fois inférieure a la CI50 du GCV
(193). Chez les receveurs d’allogreffes de cellules hématopoiétiques, il a été démontré dans
un essai clinique de phase 2, que le LTV était bien toléré et efficace dans la réduction de
I'incidence de l'infection a CMV (200). Ces résultats ont été confirmés dans I'essai de phase 3
de Marty et al. en 2017 validant l'efficacité du LTV administré en prophylaxie aux doses de
480 mg/jour ou de 240 mg/jour en cas de coadministration avec la cyclosporine chez les
patients receveurs de cellules souches hématopoiétiques séropositifs vis-a-vis du CMV et cela
jusqu’a 24 semaines aprés la greffe (201). C’est devant ce profil de sécurité et de tolérance

que le LTV a été autorisé par la FDA puis par la Commission Européenne.

Cependant, des mutations de résistance sont rapidement apparues, se situant principalement
dans le géne codant la protéine pUL56 (202,203) conférant pour certaines de hauts niveaux
de résistance (165,204) ; il a également été mis en évidence récemment des mutations des

genes codant pour pUL51 (192) et pUL89 (uniquement in vitro).

Le profil de sécurité du LTV est bon, avec des effets indésirables minimes et aucune toxicité
hématologique ou néphrotoxicité documentée (195,201). Il n'existe pas de données humaines
sur la sécurité du LTV pendant la grossesse. Dans les études sur la fertilité et le
développement précoce de I'embryon chez le rat, aucun effet du LTV n'a été observé sur la
fertilité des femelles. Seuls, chez les rats males, une baisse de la fertilité a été mise en
évidence a des niveaux d'exposition systémique au moins 3 fois supérieurs a la dose
recommandée chez ’lhomme. Aucune toxicité maternelle chez les rates ou leurs embryons n'a
été observé a la dose de 50 mg/kg/jour (environ 2,5 fois la dose recommandée chez ’homme),
mais une toxicité maternelle chez des lapins (y compris mortalité et avortements) a été
observée a 225 mg/kg/jour (environ 11 fois la dose recommandée chez I’homme) ; chez le
foetus, une incidence accrue de malformations et de variations des vertébres et des cotes a
également été mise en évidence. Dans I'étude de développement pré- et post-natal, le LTV a
été administré par voie orale a des rats femelles gestantes. Aucune toxicité sur le

développement n'a été observée jusqu'a I'exposition la plus élevée testée (205).
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In vitro sur cellules trophoblastiques du 1°" trimestre, Hamilton et al. ont observé une CI50 a
0,0007uM et a 10uM, une réduction de 77,31% de la charge virale ; la CI90 ne pouvait
cependant pas étre atteinte et le LTV a 25uM n’entrainait qu’une inhibition modérée des
différentes protéines testées (67,2% pour I''E1p72, 36,0% pour pUL44, 64,4% pour pp65, et
95,5% pour pp28). Ex vivo sur des explants placentaires du 3°™ trimestre, ils retrouvaient &
J14 (aprés renouvellement du traitement a J7), une diminution significative de la charge virale
de 83.3% (p=0,0003) a la dose unique de 25uM de LTV, cependant nettement supérieure a la
CI150 in vitro. lls expliquaient leurs résultats surprenants au regard du fort potentiel du LTV,
I'utilisation dans leurs essais ex vivo d’'un traitement a la DNAase qui permet de détecter
uniquement les particules virales encapsidées, enveloppées et capables de se répliquer, alors
que la RT-gPCR mesure la charge virale globale, c’est-a-dire prenant en compte tout 'ADN
viral et méme les concatéméres de CMVH non encapsidés et non enveloppés, sans pouvoir
infectieux. lls n’observaient aucune toxicité cellulaire dans leur essais in vitro pour des doses
de 10uM de LTV. Faure Bardon et al. ont mesuré les doses de LTV obtenues aprés perfusion
de cette molécule antivirale dans des placentas de 3°™ trimestre. Pour obtenir une dose
équivalente a 480 mg de LTV, la molécule a été perfusée a une concentration de 13 mg/L
(195). Le taux de passage intraplacentaire de LTV était faible de I'ordre de 9 % avec une
concentration moyenne du cété feetal 1000 fois supérieure a la CI50 de la molécule a 1,1 £
0.2 mg/L (206) (CI50 du LTV = 2,1 nM = 1,2 x10° mg/L) (195). Ces essais sont une base
intéressante pour envisager une administration future in utéro du LTV ; cependant ils ont été
réalisés sur des placentas du 3°™ trimestre non infectés et ainsi sans modification
physiopathologique de placentite. Sur ces bases, I'équipe de Necker a poursuivi ses
recherches sur le LTV en menant un essai CYMEVAL3-Step 1 mesurant la concentration de
LTV dans le sang feetal aprés la prise maternelle de 240 ou 480 mg par jour de Prevymis®
pendant 3 jours avant la réalisation d’une interruption médicale de grossesse au 2°™ trimestre
de la grossesse (NCT04732260) (207). Les résultats de I'essai sont en attente. Dans un essai
randomisé en aveugle de phase 3 (NCT05446571) CYMEVAL3-Step 2, ils prévoient de
comparer l'efficacité de I'administration de LTV (240mg/j) vs le VACV (2g x 4/J) dans la
traitement de l'infection congénitale a CMV chez les patientes ayant fait une infection a CMV

durant le 1°" trimestre de la grossesse (208).
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3.3.3. MARIBAVIR

Le maribavir (MBV) ou 1263W94 (5,6-dichloro-2- (isopropylamino)-1,b-L-ribofuranosyl-1-H-

benzimidazole) appartient a la classe des benzimidazoles L-riboside (Figure 32).
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Figure 32 : Structure chimique du maribavir (154)

Le MBV est un inhibiteur compétitif de la protéine kinase pUL97, entrainant une inhibition de
la phosphorylation de plusieurs protéines virales d’aval, notamment pUL44, inhibant ainsi la
réplication de 'ADN du CMV et la sortie nucléaire de 'ADN viral encapsidé (209). Le MBV
oral est rapidement absorbé, le pic de concentration plasmatique (Cmax) étant atteint 1 a 3
heures aprés I'administration, et rapidement éliminé, avec une demi-vie moyenne de 3 a 5
heures de sorte qu'il doit étre administré par voie orale deux fois par jour (210). La molécule
présente une pharmacocinétique linéaire, avec des augmentations proportionnelles a la dose
des concentrations plasmatiques maximales (Cmax) et de la demi-vie moyenne. La molécule
mére de MBV est pharmacologiquement active, et ne nécessite pas d’activation préalable.
Son principal métabolite, le 4469W94 (qui est dérivé de la N-désalkylation du MBV par le

CYP3A4) est quant a lui pharmacologiquement inactif.

In vitro, le MBV est un inhibiteur du CMV et du virus d'Epstein-Barr, mais n'a aucune action
sur le virus herpés simplex 1 (HSV-1), le HSV-2, le virus de la varicelle et du zona, le virus de
I'nerpés humain 6 (HHV-6) ou le HHV-8 (110). La concentration efficace moyenne requise
pour une inhibition de 50 % de la réplication virale du CMV dans les cultures cellulaires serait
de 1 a 5 uM avec des disparités importantes selon les types cellulaires (109). Des résistances
au MBYV ont été identifiées in vitro (110) et in vivo en cas de mutation dans les génes viraux
UL97 (110,211) et UL27 (110). Comme le MBV inhibe l'activité de la kinase pUL97, il est

contre-indiqué de I'associer au GCV qui nécessite une phosphorylation par pUL97 pour étre
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actif. Chemaly et al rapportent dans une revue de la littérature une CI150 comprise entre 0,31

et 19,4uM selon les souches virales utilisées (155).

Lors d’essais cliniques, le MBV s'est révélé sir et bien toléré, avec un profil d'effets
secondaires favorable par rapport aux traitements anti-CMV traditionnels, le principal effet
indésirable étant la survenue de dysgueusie dose-dépendante dans 15 a 82% des cas (212—
214) et des diarrhées et nausées (215). Cependant, les données manquent quant au risque
de tératogénicité chez ’lhomme. Aucun risque grave pour la reproduction n'a été identifié avec
le MBV dans les études de toxicité sur des modéles animaux, bien que la survie in utéro chez

le rat (mais pas chez le lapin) ait été |légerement réduite (216).

Sur la base de récents essais cliniques ayant démontré I'efficacité du MBV in vivo (217-221)
et des données de bonne tolérance, le MBV a été approuvé par la U.S. Food and Drug
Administration en Novembre 2021 pour le traitement des adultes et enfants de plus de 12 ans
transplantés et développant une infection ou maladie a CMV réfractaire au traitement par GCV,
VGCV, CDV, ou FSC. La commission européenne vient, elle, en novembre 2022, d’approuver
le MBV (Livtencity) dans les mémes indications a raison de 400mg x 2/j pendant 8 semaines
(215). En France, le MBV n’est pas encore commercialisé mais peut étre prescrit en

autorisation temporaire d’utilisation nominative (ATU-N).

Plusieurs auteurs ont expérimenté le MBV sur des modéles placentaires. Dans notre équipe,
Moreére et al. retrouvaient dans leur essais sur des villosités de 1°" trimestre une efficacité de
la molécule avec une diminution de la charge virale pour une CI50 identique a leurs essais in
vitro a 0,41uM. Hamilton et al. obtenaient une CI50 in vitro sur des cellules trophoblastiques
du 1 trimestre, a 0,11 uM et une CI90 a 0,37 uM a J14. Dans leur modéle d’explants
placentaires du 3°™ trimestre, ils mettaient en évidence une réduction significative de la
charge virale de 83,6% (p=0,0003) et spécifiaient qu’'a la concentration de 25 uM, le MBV
inhibait fortement I'expression des protéines virales trés précoces (IE1p72), précoces (pUL44
et pp65) et tardives (pp28) par rapport aux biopsies non traitées, respectivement de 98,5 %,
97,9 %, 89,6 % et 98,5 %. lls ne relevaient pas de toxicit¢ du MBV sur les cellules
trophoblastiques (169). Faure Bardon et al. ont instillé directement le MBV a une concentration
de 16,1mg/L, (équivalente & 400mg de MBV per os) dans des placentas du 3°™ trimestre. La
molécule traversait difficlement le placenta, en lien avec ses propriétés physico-chimiques
puisque seulement la part non liée de la molécule a I'albumine soit 2%, est capable de franchir
la barriére placentaire. Néanmoins, la concentration foetale de MBV était de 1,4 + 0,2 mg/L,
28 fois supérieure a la CI50 (206).
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3.3.4. ASSOCIATION D’ANTIVIRAUX

Associer les molécules dans le but d’optimiser I'efficacité des antiviraux est une stratégie qui
a été suggérée par certains auteurs afin d’obtenir une synergie antivirale et de limiter
I’émergence de résistance, en particulier pour des molécules de mode d’action différent.
L’obtention d’un effet synergique pourraient s’avérer bénéfique pour les molécules traversant

moins bien le placenta ou moins puissantes.
Trois types d’effets sont identifiés :

- synergique, I'effet combiné de 2 molécules sera de beaucoup supérieur a la somme des

effets de chaque molécule pris individuellement (2 + 2 >> 4)

- additif, I'effet combiné des deux molécules est égal a la somme des effets de chaque

molécule prise individuellement (2+2=4)

- antagoniste, I'effet combiné des 2 molécules est moins efficace que I'effet individuel de

chaque molécule (2+2 < 4)

Ainsi, in vitro plusieurs études ont confirmé I’antagonisme suspecté, de par leur mécanisme
d’action, entre le MBV et le GCV (222,223). L’association GCV+FSC s’est révélée étre
synergique (224,225), ce qui a été confirmé sur placenta ex vivo par Morere et al. au sein de

notre équipe (132), tout comme I'association GCV + CDV (225).

In vitro, le LTV, inhibiteur du complexe terminase, semble avoir une activité additive avec la

plupart des inhibiteurs de I’ADN polymérase : GCV,CDV, ACV (226).

In vitro, le MBV, inhibiteur de la pUL97, a également démontré un effet additif avec le FSC ou
CDF, 2 inhibiteurs de ’ADN polymérase dont le mécanisme d’action ne fait pas intervenir
pul97 (223). L’association additive MBV+FSC a également été confirmée par Morere et al.

ex vivo (132) .

L’association LTV et MBV in vitro s’est révélée tour a tour étre additive dans les essais de

Chou et al. (223) et synergique pour O’Brien et al (227).

Sont répertoriées dans le tableau suivant I'effet des différentes associations décrit dans la
littérature (Tableau 5).
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Tableau 5 : Effets in vitro des différentes associations d'antiviraux décrites dans la littérature

Molécule 1 Molécule 2 Effet de ’association Reférences
bibliographiques
Maribavir Antagonisme Drouot et al. (221)
Chou et al. (222)
Foscarnet Synergie Manischewitz et al. (223)
Ganciclovir Evers et al. (224)
Morere et al. (131)
Letermovir Additif Wildum et al. (225)
Cidofovir Synergie Evers et al. (224)
Foscarnet Additif Chou et al. (222)
Cidofovir Additif Chou et al. (222)
Maribavir Letermovir Additif / Synergie Chou et al. (222)
/
O’Brien et al. (226)
Cidofovir Additif Wildum et al. (225)
Letermovir
Aciclovir Additif Wildum et al. (225)
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3.3.5. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Notre travail s’est essentiellement articulé autour de la molécule LAVR-289, que I'unité CNRS
ICOA UMR7311 nous a confiée afin de mieux comprendre son mode d’action et ses
possibilités thérapeutiques, notamment dans le traitement des infections congénitales, en
raison de son efficacité et de la faible toxicité escomptée de la prodrogue. Ainsi, nous avons
réalisé différents essais dans le but d’appréhender son mode de fonctionnement et ses cibles
au cours du cycle viral et nous avons également réalisé des essais d’associations de
différentes molécules antivirales : LAVR-289/ACV, LAVR-289/MBV et LAVR-289/LTV dans
différents types cellulaires et avec différentes souches virales. Compte-tenu des résultats de
la littérature et du potentiel in vitro du LTV et du MBV, nous avons d’abord réalisé ces essais
d’association in vitro, avec différentes souches virales et sur différents types cellulaires. Au vu
des résultats obtenus, nous avons testé certaines de ces associations sur le modéle d’explants

placentaires du 1°" trimestre utilisé au sein de notre unité UMR1092.
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3.3.6. ETUDE DU MODE D’ACTION DE LAVR-289

3.3.6.1. Inhibition de la production des antigénes viraux

Pour analyser quels antigénes viraux étaient ciblés par le LAVR-289, nous avons réalisé un
essai antiviral avec la molécule LAVR-289, utilisée a différentes concentrations, et nous avons
observé les résultats a J1 et J5, aprés contact aprés révélation en immunohistochimie avec

des anticorps trés précoces et tardifs.

3.3.6.1.1. Matériel et Méthodes

Nous avons utilisé pour ces essais le stock de virus extracellulaire de la souche TB40/E
cultivés en avril 2021 et titrés a 1,3.10° PFU/mL sur culture de fibroblastes embryonnaires
humains MRC-5 BioMérieux (MRC5) comme décrit au chapitre 3.2.3.1.1, page 77.

Molécule antivirale : Le poids moléculaire de LAVR-289 est de 730,88g.mole™. La molécule

est resuspendue dans du DMSO pour obtenir une solution mere et des aliquots a 10mM,
stockés dans des tubes « low-binding » et conservés a -80°C pendant 1 mois. Le LAVR-289

a 10mM a été dilué dans le milieu V37 pour obtenir des concentrations a 80, 160 et 320nM.

Procédure expérimentale : L'infection des 3 plaques de 48 puits de cellules MRC5 a

confluence est obtenue avec la souche endothéliale TB40/E a une MOI de 0,003, c’est-a-dire
que le titre initial de 1,3.10° PFU/ml est dilué pour obtenir une concentration finale a 300
PFU/mI ; 500 microlitres de suspension virale sont inoculés par puit. Les plaques sont alors
centrifugées pendant 45 min a 3500 rpm (2876 G) a 37 °C. Les différents dilutions de LAVR-
289, 500ul/puit, sont distribués en triplicat dans les 3 plaques. Les puits sans molécule mais
avec le virus seul correspondent au témoin positif ; les puits sans virus ni molécules sont le
témoin négatif. Les plaques sont incubées a 37 °C en atmosphére a 5% de COg, puis l'une
des plaques est fixée a J1, les 2 autres a J5 avec de l'acétone glacial a 90%, permettant de
conserver les plaques pour une révélation différée, a -20°C. Les plaques sont révélées en
immunohistochimie et le nombre de PFU/mL est compté au microscope inversé. Pour la
révélation de 2 plaques fixées a J1 et J5, l'anticorps primaire Mouse Monoclonal Anti-
Cytomegalovirus IE1 and IE2 (Abcam, ab53495), dilué & 1/50°™ 150ul/puit, a été ajouté aux
cellules et incubé durant 30 min & 37°C. Dans la 3°™ plaque fixée a J5, 'anticorps primaire

utilisé était I'anticorps primaire tardif CMV gB (CH28 :sc-69742 de Santa cruz Biotechnology),
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dilué au 1/50°™. Aprés un lavage rapide avec un tampon de phosphate salin (PBS), les
plagues ont été lavées 2 fois en PSB pendant 10 minutes avant ajout de I'anticorps secondaire
Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins HRP marqué a la peroxydase (#P044701-2,
Dako Agilent Technologies), 150uL/puits, pendant 30 min a 37°C. Un nouveau lavage rapide
en PBS puis 2 lavages de 10 minutes sont réalisés avant la révélation avec le kit Dako Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System (150ul/puit). Aprés 5 a 10 minutes, la réaction est
arrétée par un nouveau lavage en PBS. Les plaques peuvent alors étre conservées a +4°. Le
nombre de PFU/mL (Figure 23) est compté au microscope inversé. Les valeurs de
concentration efficace 50% (C150) sont calculées en comptant le nombre des foyers de cellules

infectées exposées a plusieurs concentrations de la molécule par rapport au témoin positif.
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Figure 33 : Image de foyer de TB40 sur MRC5 observé au microscope inversé x 10 aprés coloration
en immunoperoxydase avec les anticorps anti IE1-IE2

Analyse statistique : Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous la forme

de moyenne * écart type. Les comparaisons de ces variables ont été réalisées par des tests
de Mann-Whitney. La concentration de LAVR-289 permettant de diminuer de moitié le nombre
de foyers (CI50) a été calculée avec le logiciel IC50 Calculator (AAT Bioquest) et la CI90 avec
le logiciel GraphPad (Dotmatics). Le seuil de significativité choisi pour 'ensemble des analyses
statistiques est de 0,05. Les calculs ont été réalisés a I'aide du logiciel BiostaTGV®.
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3.3.6.1.2. Résultats

A J1, aucun foyer n’était visible dans aucune des plaques, cependant une centaine de noyaux
colorés de cellules isolées correspondant a la présence des antigénes trés précoces dans les
noyaux des cellules infectées, étaient visibles pour chaque concentration testée et dans le

témoin virus (Figure 34).

Figure 34 : J1, noyau de MRC-5 infectées avec la souche virale TB40 en présence de LAVR-289 a la
concentration de 160nM, observé au microscope inversé x 10 aprés coloration en immunoperoxydase
avec les anticorps anti IE1-IE2

A J5, apres coloration avec I'anticorps primaire Mouse Monoclonal Anti-Cytomegalovirus 1E1
et IE2, nous avons pu observer une décroissance du nombre de foyers infectieux a la limite
de la significativit¢ a 320 nM de LAVR-289 (p=0,08), une CI50 a 88,8 nM et une CI90 a
199,8nM (Figure 35).
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Figure 35 : Essai antiviral a J5 avec LAVR-289, en immunomarquage par I'anticorps primaire Mouse
Monoclonal Anti-Cytomegalovirus IE1 and IE2

A J5, aprés coloration avec I'anticorps primaire CMV anti-gB, nous avons mis en évidence une
diminution non significative du nombre de foyers infectieux et une CI50 a 217,4 nM. L’anticorps

primaire gB marque moins de foyers infectieux que I'anticorps primaire IEA (Figure 36).
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Figure 36 : Essai antiviral a J5 avec LAVR-289, immunomarqué par I'anticorps primaire Mouse
Monoclonal Anti-Cytomegalovirus IE1 and IE2 et par I'anticorps primaire CMV gB.
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3.3.6.2. Inhibition de la réplication de I’ADN viral par LAVR-289

Afin de démontrer linhibition de la réplication virale par la molécule LAVR-289, nous avons
mesuré la charge virale dans les cellules et les surnageants d’une culture virale au cours du
temps en absence et en présence de LAVR-289. La structure de LAVR-289 étant dérivée du

CDV, nous avons choisi de comparer également ces 2 molécules lors de ces essais.

3.3.6.2.1. Matériel et méthodes

Cellules : Trois plaques de 48 puits de cellules MRC-5 (BioMérieux, Craponne, France) a
confluence sont utilisées pour cet essai selon |la procédure décrite chapitre 3.2.3.1.1, page
77.

Virus : une souche modifiée de la souche de référence AD169 (don de Eva Borst, Université
de Hanovre, Allemagne), portant le géne de la green fluorescent protein, a été utilisée dans
ces essais pour ses propriétés de fluorescence (AD169-GFP) permettant une lecture facilitée
des foyers. Elle a été cultivée en petits flacons de 25cm? de cellules MRC-5 & confluence
jusqu’a obtenir un effet cytopathique (ECP) supérieur a 90% (Figure 37). La souche utilisée
était en 2°™ passage, c’est-a-dire qu’elle n'avait été repiquée qu’une seule fois avant son
utilisation, conservant ainsi ses propriétés infectieuses. Le jour de I'essai, la nappe cellulaire
était rincée initialement avec 5 mL de « verséne » -EDTA 1/5000 dans du PBS (Verséne-EDTA
1/5000, Eurobio, France) pendant 2 minutes, puis les cellules étaient décollées aprés contact
avec 1,5 mL de mélange trypsine-EDTA (0,05% trypsine et 0,53 mM EDTA, Eurobio, France).
Le culot cellulaire était alors remis en suspension dans 7 mL de milieu, puis les cellules

dénombrées a la cellule de Malassez en présence de bleu de Trypan.
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Figure 37 : Observation au microscope (x4) d'AD169-GFP a 90% d'effet cytopathique.

Molécules antivirales : - LAVR-289 a 10mM est dilué dans le milieu V37 pour obtenir une

concentration finale a la CI50 obtenue lors de nos essais in vitro sur MRC5 soit 160nM.

- Le Cidofovir stocké a -80°C en aliquots a une concentration de

269uM a été dilué dans le V37 pour obtenir une concentration finale a la CI150 de 1uM.

Procédure expérimentale : Les cellules MRC-5 confluentes en plaques 48 puits ont été

infectées par la souche AD169-GFP a une MOI cellulaire de 0,005 (5 cellules infectées pour
1000 cellules saines) et de 0,0005. Les plaques ont ensuite été centrifugées pendant 45
minutes a 37° et 3500rpm permettant I'entrée du virus dans la cellule. Le milieu était ensuite
simplement renouvelé dans la plaque sans molécule et 500ul/puit de LAVR-289 a 160nM et
de CDV a 1uM était distribué dans chaque plaque correspondante. Ainsi, tous les jours,
pendant 7 jours, était compté manuellement le nombre de foyers (regroupement de 3 cellules)
au microscope, en triplicat. 250ul de surnageant était récolté pour mesure de la charge virale
et les 250uL restants ont été conservés pour dosage de la molécule dans le cadre du projet
ANR Precyvir. Puis, les cellules étaient mises en contact avec 200ulL de trypsine/ puit pendant

30 secondes et incubées a 37°C pendant 3 minutes. Elles étaient ensuite récoltées par
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grattage dans 250uL de PBS. Ainsi, tous les jours, étaient comptés et récoltés les cellules et

surnageants de 3 puits, conservés a -80°.

Pour extraire 'ADN viral, les cellules et surnageants ont été préalablement lysés par 25ul/
échantillon de protéinase K (1mg/mL final) pendant 20 minutes a 37°. Les acides nucléiques
totaux étaient ensuite extraits sur automate EMAG™ (bioMérieux), puis quantifiés en gPCR
quantitative multiplex (133) ciblant le géne UL83 du CMVH et le géne de I'albumine, pour
mesurer la charge virale dans les cellules et surnageants en copies CMV/10° cellules : 5 pL
d’ADN total de chaque échantillon ont été mélangés a la solution de Perfecta Multiplex
toughmix (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France), avec 250 nM de chaque amorce
(forward et reverse), 200 nM de chaque sonde et de I'eau ppi pour un volume final de 25 pL.
Le protocole de qPCR effectué sur I'appareil CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA) est le suivant (chapitre 3.2.3.1.5) : 30s a 95°C suivi
de 45 cycles de 10s a 95°C et 45s a 60°C. Le nombre de copies du CMV et d’albumine a été
quantifié en utilisant deux gammes de plasmides portants le géne UL83 ou l'albumine a 'aide

du logiciel CFX Manager (Bio-Rad Laboratories). Chaque échantillon était testé en double.

La charge virale pour chaque échantillon (moyenne du doublon) était alors obtenue selon la

formule :

(nombre de copies de CMV) X1 000 000

(nombre de copies d’albumine/2)

Enfin, pour chaque concentration testée, la charge virale était obtenue par la moyenne des

triplicats.

Analyse statistique : Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous la forme

de moyenne * écart type. Les comparaisons de ces variables ont été réalisées par des tests
de Mann-Whitney ou par des tests de Wilcoxon pour les variables appariées. Le seuil de
significativité choisi pour 'ensemble des analyses statistiques est de 0,05. Les calculs ont été

réalisés a 'aide du logiciel BiostaTGV®.
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3.3.6.2.2. Résultats

A une MOI de 0,005 (5 cellules infectées pour 1000 cellules saines), le nombre de foyers
infectieux d’AD169 augmente a partir de J3 (p=0,25). La baisse du nombre de foyers infectieux
observée a J6 n’est pas explicable et correspond probablement a un point aberrant (Figure
38). C’est a partir de J5, que nous observons une efficacité de LAVR-289, cependant sans
diminution significative du nombre de foyers. Le CDV, lui présente une efficacité a la limite de
la significativité a partir de J5 (p=0,08 et p=0,06 a J7). A partir de J5, LAVR-289 bloque

I'apparition de nouveaux foyers infectieux.
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Figure 38 : Capacité réplicative de I'AD169 a une MOI de 0,005 en présence de LAVR-289 et de
Cidofovir

A une MOI de 0,0005, le nombre de foyers infectieux d’AD169 augmente a partir de J4
(p=0,25) (Figure 39). LAVR-289 entraine une diminution non significative du nombre de foyers
infectieux a partir de J4, sans empécher a cette MOI d’infection I'apparition de nouveaux foyers
infectieux. Le CDV présente la aussi une efficacité a la limite de la significativité a partir de J6
(p=0,08).
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Figure 39 : Capacité réplicative de I'AD169 a une MOI de 0,0005 en présence de LAVR-289 et de
cidofovir

La mesure de la charge virale sur cellules infectées a une MOI de 0,005 a révélé un résultat
similaire a la capacité réplicative regardée en foyers infectieux avec une efficacité stagnante
du LAVR-289 a J5 (Figure 40), mais toujours inférieure a celle du CDV. La charge virale

s’élevait dans les cellules infectées seules a partir de J5 (p=0,25).

En raison d’un incident technique lors de I'extraction, nous n’avons pas pu mesurer la charge

virale des surnageants lorsque les cellules avaient été infectées a une MOI de 0,005.
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Figure 40 : Charge virale dans les cellules a une MOI de 0,005 en présence de LAVR-289 et de
cidofovir
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A une MOI d’infection plus faible, 0,0005, le LAVR-289 montre une action a J6 ; cependant

sans pouvoir inhiber la poursuite de la croissance virale (Figure 41).
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Figure 41 : Charge virale dans les cellules & une MOI de 0,0005 en présence de LAVR-289 et de
cidofovir

Dans les surnageants, le LAVR-289 a montré une efficacité visible a partir de J5 similaire a
celle du CDV (Figure 42).
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Figure 42 : Charge virale dans les surnageants a une MOI de 0,0005 en présence de LAVR-289 et de
cidofovir
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3.3.6.3. Identification des protéines du CMVH inhibées par LAVR-289

Afin de tenter d’identifier les protéines virales inhibées par LAVR-289, nous avons réalisé un

Western Blot avec et sans la molécule ainsi qu’en présence de CDV.

3.3.6.3.1. Matériel et Méthodes

Molécules antivirales : - LAVR-289 a 10mM a été dilué dans du milieu V37 pour obtenir une

concentration finale a la CI90 que nous avons retrouvé lors de nos essais in vitro sur MRC5
soit 320nM.

- Le cidofovir stocké a -80°C en aliquots a une concentration de

269uM a été dilué dans du V37 pour obtenir une concentration finale a la CI90 de 2uM.

Culture virale : Les cellules MRC-5 ont été préparées en petit flacon de 25cm? selon les

mémes modalités que celles décrites dans le paragraphe 3.2.3.1.1, page 77, tout comme la
souche virale AD169 GFP, chapitre 3.3.6.2.1, page 118. Ainsi aprés obtention de la
confluence, 9 petits flacons ont été mis en contact avec de 'AD169 en P2 a une MOI de 0,005.
Apres 3 heures d’incubation a 37°C, LAVR-289 et le CDV ont été ajoutés a leurs CI90 dans 6
des petits flacons. Les cellules ont ensuite été récoltées a 24h, 48h et J5 post- infection, aprés
grattage et lavage dans du PBS et réalisation de 2 centrifugations a 4°C pendant 5 minutes et

15000rpm de maniére a obtenir un culot sec stocké a -80°C.

Préparation des lysats protéiques : une nouvelle centrifugation a été réalisée selon les

mémes modalités que précédemment. Les cellules sont ensuite re-suspendues avec le
tampon de lyse RIPA (NaCl a 5M, EDTA pH 8 a 0,5M, 5% de Tris pH 8 a 1M, 1% Triton X-
100, 5% sodium déoxycholate, 1% SDS, H,0) en présence de ProtéoGuard™ (Takara bio) et
incubées 20 minutes dans la glace. Enfin les cellules sont centrifugées 20 minutes a 4°C et
12000rpm (16728 G). Le lysat cellulaire (surnageant contenant les protéines) est récupéré et

conservé a -20°C.
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‘ Dosage protéique : les protéines ont été dosées avec le kit PierceTM BCA Protein Assay Kit
(Thermo scientific) selon les recommandations du fournisseur en plaque 96 puits. La BSA
(Bovin Serum Albumin) a servi a la réalisation de la gamme étalon. La plaque a été incubée
30 minutes a 37°C sous agitation et la densité optique a été mesurée a 562 nm a l'aide du

lecteur de microplaque Multiskan GO (Thermo Scientific).

‘ SDS page et transfert :

20 ug de lysat protéique ont été dénaturés par le tampon Laemmli 5X pendant 5 min entre
95°C et 100°C, puis séparées par électrophorese en gel d’acrylamide 10 ou 12% (40% eau
distillée, 35% acrylamide 30%, 20% tampon Tris 1,5M pH 8,8, 3% de tampon Tris 1M pH 6,8,
1% SDS 10%, 1% APS 10%, 0,1% TEMED) durant 1h30 a 2h avec augmentation progressive
de 70 a 120 volts dans une cuve de migration (Biorad), en présence du marqueur de poids
moléculaire PageRulor™ Plus (Thermo Scientific,# 22619). Les protéines ont ensuite été
transférées sur une membrane en polyfluorure de vinylidene (PVDF, BioRad) avec le kit de
transfert Trans-Blot® Turbo RTA (BioRad). Le programme de transfert (1,3 A, 25V pendant 10

minutes) est utilisé pour 1 mini gel turbo® avec I'appareil Trans-Blot® Turbo™ (BioRad, USA).

‘ Hybridation et révélation : La membrane a été saturée pendant 1h a température ambiante

sous agitation par la solution de saturation commerciale « Blocker™ Casein in TBS » (#37532,
Thermofisher Scientific, USA) puis mise en contact avec l'anticorps primaire Mouse
Monoclonal Anti-Cytomegalovirus IE1 and IE2 (Abcam, ab53495) dilué au 100°™ dans la
solution de saturation composée de 3% de lait et 6mL de TBST 0,01% (TBS + Tween20) 4°C
sous agitation une nuit. Cet anticorps primaire a été utilisé dans le but de révéler les protéines
IE1 de 72KDa et IE2 de 86KDa. L’anticorps primaire CMV gB (CH28 :sc-69742 de Santa cruz
Biotechnology), dilué au 1/100°™ dans la solution de saturation a été utilisé en vue de révéler
la glycoprotéine B de 160kDa. Aprés réalisation de 3 lavages avec la solution de TBS-T 0,01%,
le lendemain matin, I'anticorps secondaire Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins HRP
(# A16066, fisher Scientific, USA, Invitrogen™) marqué & la peroxydase dilué au 1/3000°™
dans la solution de saturation est ajouté pendant 1h a température ambiante. Aprés 3
nouveaux lavages au TBS-T, la membrane est ensuite recouverte de la solution de révélation
ECL (PierceTM ECL Western Blotting Substrate) et les protéines sont visualisées avec

'imageur ChemiDoc (BioRad).
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3.3.6.3.2. Résultats

Nous observons sur la Figure 43, une augmentation progressive de I'expression des protéines
IEA1 & 2 au cours du temps avec AD169. La présence de LAVR-289 et de CDV ne semble
pas impacter de fagon nette la production des différentes isoformes de ces protéines a
expression trés précoces a J1 et J2. Une diminution modeste est obervée a J5. Notre
expérience ne nous a pas permis de différencier I''EA1 de I''EA2. Nous avons donc réalisé un
nouvel essai avec un gel d’acrylamide a 10% en augmentant le temps de migration a plus de
2 heures. Ce deuxieme western blot a confirmé I'absence d'impact sur I'expression des

protéines trés précoces dans les premiéres heures du cycle viral (Figure 44).
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Figure 43 : Identification des protéines IEA1 et IEA2 par Western Blot en gel d’acrylamide 12% réalisé
en présence d’AD seul, de LAVR-289 et de cidofovir avec deux durées d’exposition.
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Figure 44 : Identification des protéines IEA1 et IEA2 par Western Blot en gel d’acrylamide 10% réalisé
en présence d’AD seul, de LAVR-289 et de cidofovir

Sur ces deux western blots, les bandes IE1 et IE2 & 72 et 86KDa sont indiscernables.

Nous n’observons pas d’inhibition des protéines trés précoces sur ces deux expériences, mais

seulement une diminution d’expression protéique globale avec le CDV a J5.

Nous n’avons observé aucun marquage de protéines avec l'utilisation de I'anticorps primaire
CMV gB dilué au 1/100°™.
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3.3.6.4. Discussion et perspectives

La molécule LAVR-289 dont la structure dérive du CDV, cible TADN polymérase. Sa biolabilité
avec une durée de vie des stocks lyophilisés de 30 jours, rend difficile les essais
expérimentaux. Que ce soit contre la souche de référence AD169-GFP ou contre la souche a
tropisme épithélial TB40, LAVR-289 est capable de stabiliser l'infection a CMVH dans les
fibroblastes avec des valeurs de CI50 de I'ordre du nanomolaire soit plus de 10 fois moins que
le CDV; cependant la molécule ne semble pas, dans nos essais, capable d’inhiber la
réplication de 'ADN viral aussi fortement que le CDV dans les cellules infectées. L’absence
d’augmentation de la charge virale dans le surnageant suggére que la molécule serait plus
efficace contre les virions libres que lors de I'infection cellulaire. Cette donnée devra étre
confirmée par la réalisation de nouvelles expérimentations. De plus, nos différents résultats
ont démontré des valeurs variables de CI50 selon le type cellulaire, la souche antivirale, les
lots de molécule utilisés, nous amenant a nous questionner sur la technique de production ou
bien possiblement sur la survenue d’erreurs réalisées lors de sa reconstitution ou

conservation.

L’absence de diminution du nombre de cellules infectées a J1 et I'absence d’inhibition de
I'expression des protéines trés précoces en WB confirment I'absence d’inhibition des stades
trés précoces de I'infection virale par LAV, comme par le CDV, et en particulier la pénétration
virale. La diminution du nombre de foyers et donc de la production de particules infectieuses
est associée a une diminution du nombre de copies de génome viral dans les cellules et dans
le surnageant de culture, montrant un impact sur la réplication de 'ADN viral. Cet effet est
moins marqué que pour le CDV a la CI50 des deux molécules. L’efficacité de LAVR-289 par
rapport au CDV semble retardée, avec une action visible vers J5, appuyée par le fait que la
molécule ne semble pas diminuer 'expression des protéines IE-1 de 72KDa et |IE-2 de 86 KDa
s’exprimant dans les 48h post infection (228). De nouvelles expérimentations seront
nécessaires afin de mieux caractériser son mécanisme d’action, en recherchant quelles
protéines sont spécifiquement inhibées par I'utilisation dans les Westerns Blots d’anticorps
primaires dirigés contre des antigénes viraux a expression précoce ou retardée. Coupler ces
expérimentations avec une analyse en spectrométrie de masse a partir des gels SDS-PAGE

colorés au bleu de Coomassie, permettra d’affiner ces résultats.

Il sera également intéressant de regarder la cinétique de la molécule active et de sa prodrogue,

dans les surnageants et dans les cellules, pour optimiser son mode d’administration.
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LAVR-289 semble étre une molécule efficace et prometteuse et son association a d’autres
molécules ayant ou pas d’autres cibles du cycle de réplication virale nous a semblé
intéressante. Cependant afin d’optimiser une éventuelle combinaison d’antiviraux, il est

nécessaire de mieux appréhender son mécanisme d’action.
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3.3.7. ESSAIS ANTIVIRAUX D’ASSOCIATION : TOXICITE ET EFFICACITE

Nous avons réalisé in vitro 4 types d’association : - LAVR-289 et ACV
- LAVR-289 et MBV
- LAVR-289 et LTV
-LTV et MBV

pour lesquelles nous avons étudié leur cytotoxicité et efficacité sur deux types cellulaires
différents fibroblastiques et épithéliales et avec deux souches antivirales différentes a tropisme

fiboblastique ou endo-epithelial.

Ex vivo, nous avons étudié I'effet de toxicité sur les villosités placentaires au 1°" trimestre dans

notre modéle d’explants ainsi que I'effet de I'action combinée de certaines de ces molécules.

3.3.7.1. ESSAIS IN VITRO

3.3.7.1.1. Matériel et Méthodes

Cellules : Deux types cellulaires a confluence ont été utilisés : des fibroblastes (MRC-5)
précédemment décrites chapitre 3.2.3.1.1, page 77, et des cellules épithéliales d’épithélium
rétinien (ARPE-19).

Les ARPE-19, (ATCC CRL-2302) sont des cellules épithéliales provenant de rétine humaine
et ont un phénotype d’épithélium rétinien pigmentaire, conservées a 'azote. Les cellules sont
cultivées dans un milieu spécifique contenant du DMEM-F12 (Fisher Scientific contenant du
Glutabio) supplémenté en Hépés, sérum de veau feetal (10%, Eurobio scientific, Courtaboeuf,
France), pénicilline (50 pg/mL) et gentamycine (10 pg/mL) Les ARPE-19 sont tout d’abord
ensemencées en petit flacon (25cm?) jusqu’a ce qu’elles arrivent & confluence. La nappe
cellulaire est alors rincée avec 5 mL de « verséne » -EDTA 1/5000 dans du PBS (Verséne-
EDTA 1/5000, Eurobio, France) puis les cellules sont décollées avec 1,5 mL de mélange
trypsine-EDTA (0,05% trypsine et 0,53 mM EDTA, Eurobio, France) a 37° pendant 10 minutes.
Une centrifugation pendant 10 minutes (125g a 37°C) permet de ne conserver que le culot
cellulaire sans trypsine. Le culot cellulaire est alors remis en suspension dans 7 mL de milieu.
Les cellules sont dénombrées a la cellule de Malassez en présence de bleu de Trypan (qui
colore les cellules mortes par pénétration de leur membrane plasmique) pour un
ensemencement des flacons a 10° cellules/mL. Les cellules sont remises a I'étuve a 37°. Le

milieu est renouvelé aprés 24 heures puis deux fois par semaine. Les cellules sont ainsi
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passées successivement sur moyen flacon (75cm?) puis grand flacon (175cm?). Dés lors, les
cellules peuvent étre mises sur plaques 48 puits (500 pL/puits) a une densité cellulaire de

1.10° cellules/ml.

Les plaques sont alors incubées pendant 5 jours en étuve a 37°C, a 5% de CO2 et en

atmosphére humide jusqu’a confluence des cellules.

‘ Virus : 'AD169-GFP, portant le géne de la green fluorescent protein, souche de référence de
laboratoire a été utilisée dans ces essais. Son mode de préparation est rapporté chapitre
3.3.6.2.1, page 118. La souche de laboratoire a tropisme endothélial TB40/E, précédemment
décrite chapitre 3.2.3.1.1, page 77 et titrée & 1,3.10° PFU/ml sur fibroblastes, a également été
utilisée. Nous avons également utilisé sur certains essais en MRC5 la souche TB40, cultivée

sur fibroblastes, et aliquotée en mai 2021 & une concentration de 8.10° PFU/m.

- Molécules antivirales : - LAVR-289 a 10mM est dilué dans le milieu adapté au type cellulaire

utilisé pour obtenir différentes concentrations : 8, 40, 80, 160 et 320nM.

- Le letermovir (# HY-15233/CS-1571, MedChemExpress), dont le
poids moléculaire est de 572,55g.mole™’, a été aliquoté dans du DMSO a une concentration
mére de 10mM et conservé a -80°C. Il a ensuite été dilué dans les milieux adaptés au type

cellulaire a une concentration de 0,2, 1, 2, 4 et 8nM.

- Le maribavir (# HY-16305/CS-2846, MedChemExpress), dont le
poids moléculaire est de 376,24g.mole”’, a été aliquoté dans du DMSO a une concentration
mére de 100mM et conservé a -80°C. Il a ensuite été dilué dans les milieux adaptés au type

cellulaire a une concentration de 0,05, 0,25, 0,5, 1 et 2uM.

- L’aciclovir (Mylan) nous a été fourni par la pharmacie du CHRU de
Limoges. Il a été reconstitué dans de I'eau stérile pour préparations injectables (PPI) a une
concentration mére de 100mM, son poids moléculaire étant de 225,2g.mole™. Les

concentrations finales utilisées le jour des essais étaient de : 3, 15, 30, 60 et 120uM.

- Essai de cytotoxicité : La cytotoxicité des associations a été évaluée en plaque 96 puits sur
cellules MRC-5, ou ARPE-19 par mesure du relargage de la lactate déshydrogénase (LDH)
dans le surnageant de culture cellulaire. Les antiviraux sont dilués a différentes concentrations

dans le milieu correspondant aux cellules utilisées et mélangés préalablement a la mise sur
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plague comme dans I'essai d’efficacité. Si le DMSO a servi de solvant pour la molécule, un
contréle avec une dilution de DMSO a aussi été réalisé. La dilution de DMSO est basée sur la
plus haute concentration de la molécule testée. Un témoin de mort cellulaire naturelle a
également été effectué. Ainsi, 250 pL de chaque association mais aussi des molécules seules
ainsi que des témoins sont distribués sur une plaque avec cellules et sur une plaque sans
cellules. Aprés 5 jours d’incubation dans une étuve a 37°C, la toxicité des composés est
évaluée a laide du kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay kit (#G1782,
Promega, France) et le pourcentage de mort cellulaire a alors été calculé par mesure de la DO
a 490nm sur l'appareil EnSpire Multimode Plate Reader (PerkinElmer). Les concentrations

d’antiviraux testées pour ces essais de cytotoxicité était sur MRC5 :

- LAVR-289: 2, 10, 20, 40, 80 nM (4, 20, 40, 80 et 160nM dans les essais LAVR-289 +ACV)

-LTV:0,2,1, 2,4 et 8nM

- MBV : 0,05, 0,25, 0,5, 1 et 2 uM

-ACV : 3, 15, 30, 60 et 120uM

Pour les essais sur ARPE-19, des concentrations identiques ont été utilisées, a I'exception de
LAVR-289 : 8, 40, 80, 160 et 320nM.

La mort cellulaire est considérée comme significative au-dela de 10%.

Procédure expérimentale d’essai antiviral : Les cellules MRC-5 confluentes en plaques 48

puits ont été infectées par la souche AD169 fluorescente a une MOI de 0,005 (5 cellules
infectées pour 1000 cellules saines) selon la procédure précédemment décrite chapitre
3.3.6.2.1 ou par la souche TB40 ou TB40/E a une MOI de 0,003. Les cellules ARPE-19
confluentes en plaques 48 puits, ont-elles, étaient infectées uniquement avec la souche
TB40/E a tropisme endothélial. Les plaques ont ensuite été centrifugées pendant 45 minutes

a 37° et 3500 rpm (2876 G) permettant I'entrée du virus dans la cellule.

Durant ce temps les associations de molécules étaient préparées. Chaque concentration de
molécule était mélangée préalablement avec chaque concentration de I'autre molécule, puis
distribuée a raison de 500uL/puits (Figure 45). Pour I'association LTV et MBV, nous avons

également regardé sur MRC5 s’il y avait une influence de l'ordre dans la distribution des
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molécules. Pour cela, nous avons réalisé un essai ou nous avons distribué 250uL/puits de
chaque concentration a laquelle nous avons rajouté 2 heures aprés 250ul de I'autre molécule.

Ainsi, dans 3 plaques, nous avons distribué initialement les concentrations de LTV et le MBV

dans trois autres plaques.

2+0 2+ 320 1+320 0,5+320 |0,25+320 | 0,05+320 | 0+ 320 VS T+
1+0 2+ 160 1+ 160 0,5+160 | 0,25+160 0,05+160 | 0+160 VS T+
05+0 2+ 80 1+ 80 0,5 +80 0,25+80 0,05+80 |0+80 VS T+
025+0 | 2+40 1+ 40 0,5+ 40 0,25+40 | 0,05+40 0+40

MS
0,05+0 2+ 8 1+8 0,5+ 8 0,25+ 8 0,05+8 0+8

MS
MS MS MS MS MS MS MS MS

Figure 45 : Exemple de plan de plaque pour un essai d'association entre le LAVR-289 et le maribavir.

En rouge, les concentrations de LAVR-289 et en bleu celle de MBV. MS : milieu seul, VS : virus seul

Les puits sans molécule mais avec le virus seul correspondaient au témoin positif ; les puits
sans virus ni molécule au témoin négatif. Les plaques étaient incubées a 37 °C avec 5% CO2,
durant 5 jours. Les essais étaient réalisés en triplicat soit sur 3 plaques 48 puits pour chaque

essai et sur trois essais indépendants.

A 5 jours, le nombre de foyers d’infection avec la souche virale AD169-GFP était lu et compté
a l'aide du microscope électronique Nikon Eclipse Ti2-E (Figure 46). Que ce soit sur MRC5 ou
ARPE-19, les essais réalisés avec la souche TB40 ou TB40/E étaient fixés a J5 avec de
I'acétone glacial a 90%, permettant de conserver les plaques pour une lecture différée a -20°
(Figure 47). Les plaques étaient ensuite révélées en immunohistochimie afin de compter le
nombre de PFU/mL au microscope inversé selon la méthode précédemment décrite p77
(Figure 33).
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Figure 46 : Foyers d'infection avec de I'AD169-GFP sur MRC5 en microscopie optique inversée x 4

&y

L)
2,

Figure 47 : Foyers d’infection de CMV sur MRC5 A et ARPE-19 B, en microscopie optique inversée
(c : foyer de cellules infectées ; d : cellules saines)

Les concentrations inhibitrices 50% et 90% (C150 et CI90) correspondent a la concentration
de molécule nécessaire pour réduire de respectivement 50% et 90% le nombre de foyers
d’infection. Ces valeurs ont été calculées avec le logiciel IC50 Calculator (AAT Bioquest) et la
CI190 avec le logiciel GraphPad (Dotmatics). Le résultat de I'association de 2 molécules a été

observé par I'utilisation du logiciel Compusyn (Cambridge) se basant sur la méthode de Chou-
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Talalay basée sur I'équation de I'effet médian dérivée de la loi de I'action de masse (229). Pour
cela, nous avons calculé pour chaque molécule et association un coefficient d’inhibition,

compris entre 0 et 1, obtenu par la formule :

Nombre de foyers avec virus seul — Nombre de foyers de la molécule testée

Nombre de foyers avec virus seul

Le logiciel extrapole ensuite un indice de combinaison (IC) représentant l'interaction entre deux
médicaments a des niveaux spécifiés d'inhibition du virus a partir des pourcentages d'inhibition
induits par chaque médicament seul et en combinaison. Ainsi, était défini quand I'lC était < 0,7
un effet synergique, un effet synergique modéré quand 0,7<IC<0,9 un effet additif quand

compris entre 0,9 et 1,2, un effet antagoniste modéré entre 1,2 et 1,45 et antagoniste > 1,45.

3.3.7.1.2. Résultats
3.3.7.1.2.1. Cytototoxicité

3.3.7.1.2.1.1. Cytotoxicité sur MRC5

Dans les essais LAVR + LTV ou LAVR + MBV, le % de mort cellulaire des cellules seules était
de 0,11% (+/- 0,04) et a la plus haute concentration de LAVR-289 (80nM) de 3,4 % (+/- 3,7).
A 2uM de MBV, le % de mort cellulaire était de 1,7% (+/-1,6) et de 2,3% (+/- 1,6) a 8nM de
LTV.

Les associations LAVR 40nM + LTV 4nM et LAVR 80nM + MBV 0,5uM avaient le plus fort taux
de mort cellulaire : 6,7% (+/- 3,4%) et 6,5 % (+/- 9,5%) respectivement (Figure 48).
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Cytotoxicité

LAV 80

A LAV 40

LAV 10

LAV 2

LAV 0
LTVO LTV LTV1 LTV2 LTV4 LTV8 MBV MBV MBV MBV MBV MBV
0,2 0 0,05 0,25 0,5 1 2

% de mort cellulaire  mo-5 m5-10

Figure 48 : Cytotoxicité, exprimée en % de mort cellulaire, dans les essais d'associations
LAVR289+LTV et LAVR-289+MBYV sur MRC5

Dans I'essai LAVR-289 + ACV, le % de mort cellulaire des cellules seules était de 0,12% (+/-

0,05) et de 1,79% (+/-2,5) pour 160nM de LAVR et de 2,5% (+/-3,6) pour PACV a 120uM.

L’association avec le plus fort taux de mort cellulaire était LAVR-160 + ACV 120 avec 9,2%
(+/- 4) (Figure 49).

Cytotoxicité

LAV 160
LAV 80
LAV 40
LAV 20

LAV 4

~ LAVO
ACV ACV ACV ACV ACV AcCV
0 3 15 30 60 120

% de mort cellulaire E0-5 m5-10

Figure 49 : Cytotoxicité, exprimée en % de mort cellulaire, dans les essais d'associations
LAVR-289+ACV sur MRC5
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Dans l'essai d’association LTV + MBV, LTV a 8nM avait un % de mort cellulaire de 1,8% vs
4,6% (+/- 6,3) pour le MBV a 2uM. Les cellules seules avaient un % de mort cellulaire de 0,09
% (+/- 0,03). C’est I'association LTV 8nM + MBV 2uM qui détenait le plus haut % de mort
cellulaire a 8,4% (+/- 8,7) (Figure 50).

Cytotoxicité

LTV 8

LTV 4

LTV 2

LTV1

LTV 0,2

« LTVO
MBV MBV MBV MBV MBV MBV
0 005 025 0,5 1 2

% de mort cellulaire w0-5 m5-10

Figure 50 : Cytotoxicité, exprimée en % de mort cellulaire, dans les essais d'associations LTV + MBV
sur MRC5

3.3.7.1.2.1.2. Cytotoxicité sur ARPE-19

Sur ARPE-19, le pourcentage de mort cellulaire était respectivement de 1,5% (+/-1,9), 0,8%
(+/-1,2), 5,6% (+/-7,9) et 9,3% (+/-2,8) pour LAVR 320nM, ACV 120uM, MBV 2uM et LTV 8nM.
Les associations les plus cytotoxiques étaient LAVR 320nM + ACV 60uM (14,1% +/- 13,8),
LAVR 80nM + MBV 0,25uM (3% +/- 4,3) et LAVR 40nM + LTV 0,2 nM (2,9% +/- 3,7) (Figure
517). Les cellules seules avaient elles, un pourcentage de mort cellulaire de 0,03% (+/- 0,03).
Dans I'essai LTV + MBV, c’est 'association LTV 8nM + MBV 0,25Um qui présentait le plus de
perte cellulaire a 6,7% (+/-5,8) (Figure 52) et les cellules seules de 0,09 % (+/- 0,11).
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Cytotoxicité

% de mort cellulaire m0-5 ®510 m 10-15

LAV 320

LAV 160

LAV 80

LAV 40

LAV 8

Figure 51 : Cytotoxicité, exprimée en % de mort cellulaire, dans les essais d'associations LAVR-289 +

ACV, MBV et LTV sur ARPE-19
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Cytotoxicité

LTV 8

LTV 4

LTV 2

LTV 1

LTV 0,2

LTV 0
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Figure 52 : Cytotoxicité, exprimée en % de mort cellulaire, dans I'essai d'association LTV + MBV sur

ARPE-19

Ainsi, que cela soit sur MCR5 ou sur ARPE-19, les différentes molécules et leurs associations

n'ont pas montré de cytotoxicité aux différentes concentrations testées. Néanmoins, nous

avons pu observer dans tous nos essais antiviraux sur ARPE-19 que le LAVR-289 a 320 nM

en présence de virus entrainait une importante lyse cellulaire (Figure 53), non retrouvée dans

aucun autre puits ni sur MRC5.

Figure 53 : ARPE-19 en lyse cellulaire, en présence de TB40 et de LAVR-289 a la concentration de

320nM
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3.3.7.1.2.2. Efficacité

3.3.7.1.2.2.1. Essais antiviraux sur MRC5

Les CI50 et CI90 moyennes des molécules testées isolément sont représentées dans le
Tableau 6.

Les essais ont été réalisés en triplicat et répétés 3 fois.

L’essai comparant I'efficacité des associations selon la chronologie de dépét de la molécule,
LTV puis MBV et MBV puis LTV n’a été réalisé qu’une seule fois avec de 'AD169.

Tableau 6 : CI50 et CI90 des différentes molécules testées seules sur MRC5 avec différentes souches

virales
Souche virale LAVR-289 nm MBV uM LTV nm ACV uM
(+/- DS) (+/- DS) (+/- DS) (+/- DS)
AD
CI50 144,35 0,16 2,51 61,28
(+/- 8,33) (+/-0,11) (+/- 1,68)
Cl90 211,65 5,94 28,61 89,58
(+/- 12,99) (+/- 0,82) (+/- 32,83)
TB40
CI50 87,95 0,3 2,485 75,23
(+/- 47,44) (+/- 0,04) (+/- 1,76)
Cl90 6,4uM 166,43 14,52 23365,1
(+/- 10,12) (+/- 27,42) (+/- 12,82)

3.3.7.1.2.2.1.1. Essais antiviraux avec AD169

‘ Association LAVR-289 + letermovir

La CI50 de LAVR-289 était a 153,46nM et la CI90 a 226,11nM.
La CI50 du LTV était a 3,70nM et la CI90 a 5,39nM.
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Figure 54 : Essai antiviral du LAVR-289 et du letermovir sur des MRC5 infectées avec de 'AD169

Deux associations ont été retrouvées avec un effet synergique : LAV 40 + LTV 1 (IC=0,83),
et LAV 80 + LTV 0,2 (IC=0,73). Leurs capacités d’inhibition étaient relativement faibles,
respectivement de 6 et 20%. Les associations LAV 40 + LTV 0,2 et LAV 80 et LTV 1 étaient
additives (Figure 55).

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
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0,2 LAV 320
LAV 160
LAV 80
0,1 LAV 40
0 a—— LAV 8

Coefficient d'inhibition

LTV 2 LTV 4 LTv8

HLAVO mLAV8 mLAV40 mLAV80 mLAV160 mLAV 320

Figure 55 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + LTV, sur MRCS5 infectées par la
souche virale AD169. 9i¢: effet synergique @ : effet additif
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‘ Association LAVR-289 + maribavir

La CI50 du LAVR-290 était a 137,14nM et la CI90 a 201nM.
La CI50 du MBYV était a 0,08uM et la CI90 a 6,52uM (calculée mais non atteinte).
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Figure 56 : Essai antiviral du LAVR-289 et du maribavir sur des MRC5 infectées avec de 'AD169

La totalité des associations testées a révélé un effet antagoniste fort avec des IC compris entre
1,7 et 79,8 (Figure 57).
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Figure 57 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + MBV, sur MRC5 infectées par
la souche virale AD169
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Association LAVR-289 + aciclovir :

La CI50 du LAVR-290 était a 142,44nM et la CI90 a 207,85nM.
La CI50 de I'ACV était a 61,28uM et la CI90 a 89,58uM.
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Figure 58 : Essai antiviral du LAVR-289 et de I'aciclovir sur des MRCS5 infectées avec de 'AD169

Seule I'association LAV 80 + ACV 3 a montré un effet synergique (IC=0,83), mais a seulement
14% d’effet d’inhibition. L’association LAV 80 + ACV 15 avait un effet additif quand I'ensemble

des autres associations testées était antagoniste (Figure 59).
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Figure 59 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + ACV, sur MRC5 infectées par la
souche virale AD169. *: effet synergique @ : effet additif
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‘ Association letermovir + maribavir :

La CI50 du LTV était a 1,32nM et la CI90 a 51,82nM (calculée mais non atteinte).
La CI50 du MBYV était a 0,22uM et la CI90 a 5,36uM (calculée mais non atteinte).
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Figure 60 : Essai antiviral du letermovir et du maribavir sur des MRC5 infectées avec de I'AD169

Aucune des associations testées n’a présenté d’effet synergique. Une seule association LTV
0,2 + MBV 0,5 a démontré un effet additif. L'ensemble des autres associations avait un effet

antagoniste (Figure 61).

1
MBV 2
0,5 MBV 1
MBV 0,5
MBV 0,25
MBV 0,05
0

MBV 0
VO 11vo2  1vs

Coefficient d'inhibition

LTV 2 LTV 4 Vs

mMBVO mMBV 0,05 m MBV 0,25 m MBV 0,5 mMBV 1 mMBV 2

Figure 61 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LTV + MBV, sur MRC5 infectées par la
souche virale AD169. @ : effet additif
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‘ Association letermovir + maribavir, selon la chronologie d’administration :

Dans I'essai LTV puis MBV, la CI50 du MBYV était a 0,14uM pour une CI90 a 4,39 (Figure 62).
La CI50 du LTV était a 5,2nM avec une CI90 a 7,08nM (Figure 63).

Dans I'essai MBV puis LTV, la CI50 du MBV était a 0,17uM pour une CI90 a 3,06uM (Figure
62). La CI50 du LTV était, elle, a 3,45nM avec une CI90 a 4,97nM (Figure 63).

L’ensemble des CI90 du MBV ont été calculées mais non atteintes.
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Figure 62 : Effet du maribavir seul, lors des essais avec administration itérative des molécules (MBV
puis LTV et LTV puis MBV) sur MRCS5 infectées avec de 'AD169
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Figure 63 : Effet du letermovir seul, lors des essais avec administration itérative des molécules (MBV
puis LTV et LTV puis MBV) sur MRCS5 infectées avec de 'AD169
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Le méme effet additif a été mis en évidence pour I'association LTV 0,2 et MBV 2. L’ensemble

des autres associations avait un effet antagoniste pour les 2 essais (Figure 64).
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Figure 64 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans les essais LTV + MBV, sur MRCS5 infectées par la
souche virale AD169. ® : effet additif

Ainsi, 'administration conjointe ou itérative des 2 molécules, LTV et MBV, n’a montré ni

différence ni efficacité lors des différente associations testées.
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3.3.7.1.2.2.1.2. Essais antiviraux avec TB40

Association LAVR-289 + letermovir

La CI50 de LAVR-289 était a 94,91nM et la CI90 a 793,68 nM (calculée mais non atteinte).
La CI50 du LTV était a 3,72nM et la CI90 a 5,44nM.
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Figure 65 : Essai antiviral du LAVR-289 et du letermovir sur des MRC5 infectées avec la souche virale
TB40

La seule association avec effet synergique était le LTV 1 + LAV 8 (IC =0,54) avec un effet
inhibiteur modeste de 27%. L’association LTV 2 + LAV 8 était additive ; le reste des

associations avait un effet antagoniste (Figure 66).
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Figure 66 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + LTV, sur MRCS5 infectées par la
souche virale TB40. y: effet synergique @ : effet additif
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‘ Association LAVR-289 + maribavir

La CI50 du LAVR-290 était a 37,41nM et la CI90 a 316,85nM.
La CI50 du MBYV était a 0,27uM et la CI90 a 147,04uM (calculée mais non atteinte).

200-
150
€ LAVennM

4 MBVenuM
100

Nombre de foyers

50+

T T T T T T T T
S e ® @ B O 09‘) OIS B

Concentrations

Figure 67 : Essai antiviral du LAVR-289 et du maribavir sur des MRC5 infectées avec la souche virale
TB40

Plusieurs associations ont présenté un effet synergique avec LAVR-289 a la concentration de
8nM: LAV 8 + 0,05 (IC= 0,88), LAV 8 + 0,25 (IC= 0,9) et LAV 8 + 0,5 (IC= 0,84). Les
pourcentages d’effet inhibiteur étaient respectivement de 41, 53 et 59%. MBV 1 + LAV 40
(IC=0,64) avait également un effet synergique avec un pourcentage de réduction du nombre

de foyers de 72%. Différentes associations avaient, quant a elles, un effet additif (Figure 68).
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Figure 68 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + MBV, sur MRC5 infectées par
la souche virale TB40. 9k : effet synergique @ : effet additif

‘ Association LAVR-289 + Aciclovir :

La CI50 du LAVR-290 était a 131,53nM et la CI90 a 18,08uM (calculée mais non atteinte).
La CI50 de 'ACV était a 75,23uM et la CI90 a 23,37mM (calculée mais non atteinte).
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Figure 69 : Essai antiviral du LAVR-289 et de I'aciclovir sur des MRCS5 infectées avec la souche virale
TB40
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Plusieurs associations ont présenté un effet synergique (Figure 70) :
- LAV 8 + ACV 3 (IC= 0,72), avec un effet d’inhibition a 31%

- LAV 8 + ACV 15 (1C=0,54) et effet d’inhibition de 43%

- LAV 40 + ACV 3 (IC=0,61), % d’inhibition = 61%

- LAV 320 + ACV 30 (IC=0,84), % d’inhibition = 63%
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Figure 70 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + ACV, sur MRC5 infectées par la
souche virale TB40.* : effet synergique @ : effet additif

‘ Association Letermovir + Maribavir :

La CI50 du LTV était a 1,24nM et la CI90 a 23,58nM.
La CI50 du MBYV etait a 0,33uM et la CI90 a 185,82uM.

Les CI90 ont été calculées mais non atteintes.
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Figure 71 : Essai antiviral du letermovir et du maribavir sur des MRC5 infectées avec la souche virale
TB40

Les associations synergiques étaient retrouvées avec le LTV a dose de 0,2 et 1nm :
- LTV 0,2+ MBV 0,05 (IC=0,75), effet d’inhibition mesuré a 40%
- LTV 0,2 +MBV 0,25 (IC=0,89), effet d’inhibition de 50%
- LTV 0,2 +MBV 0,5 (IC=0,68), effet d’inhibition de 68%
- LTV 0,2+ MBV 1(IC=0,74), effet d’'inhibition de 63%
- LTV 1+ MBV 0,25 (IC=0,77), effet d’inhibition de 59%
- LTV 1+ MBV 0,5 (IC=0,83), effet d’inhibition de 61%
- LTV 1+ MBV 1(IC=0,72), effet d’'inhibition de 67%
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Figure 72 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LTV + MBV, sur MRCS5 infectées par la
souche virale TB40. <k : effet synergique ® : effet additif

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 151
Licence CC BY-NC-ND 3.0



3.3.7.1.2.2.2. Essais antiviraux sur ARPE-19

Les CI50 et CI90 moyennes des molécules testées isolément sont représentées dans le

Tableau 7.

Les essais ont été réalisés en triplicat et répétés 3 fois, a I'exception des essais d’association

LAVR-289 + MBV et MBV + LTV réalisés qu’une seule fois en raison d’'une contamination

bactérienne ayant nécessité I'arrét de la culture des ARPE-19.

Tableau 7 : CI50 et CI90 des différentes molécules testées seules sur ARPE-19 avec la souche virale

TB40/E
Souche virale LAVR-289 nm MBV uM LTV nm ACV uM
(+/- DS) (+/- DS) (+/- DS) (+/- DS)
TB40/E
Cl50 36,37 0,74 3,51 17,65
(+/- 10,37) (+/- 0,21) (+/- 0,16)
Cl90 97,40 1,82 5,02 213,41
(+/- 47,29) (+/-0,7) (+/- 0,19)

‘ Association LAVR-289 + letermovir

Dans ces essais, la CI50 du LAVR-289 était a 48,33nM et la CI90 a 137,84nM. Une lyse
cellulaire intense était observée a 320nM.
La CI50 du LTV était a 3,62nM et la CI90 a 5,15nM (Figure 73).
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Figure 73 : Essai antiviral du LAVR-289 et du letermovir sur des ARPE-19 infectées avec la souche
virale TB40/E

Nous n’avons pas retrouvé d’action synergique, aprés calcul des coefficients d’inhibition
(Figure 74) et des index de combinaison dans I'essai LAVR-289 + LTV. L'ensemble des
associations présentait méme un antagonisme avec des index de combinaisons compris entre
1,8 et 3262.
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Figure 74 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + LTV, sur ARPE-19 infectées
par la souche virale TB40E
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‘ Association LAVR-289 + maribavir :

La CI50 du LAVR-290 était a 30,98nM et la CI90 a 45,41nM. Une lyse cellulaire intense était

observée a 320nM.
La CI50 du MBYV était a 0,59uM et la CI90 a 2,31uM (calculée mais non atteinte).
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Figure 75 : Essai antiviral du LAVR-289 et du maribavir sur des ARPE-19 infectées avec la souche
virale TB40/E

Seule I'association MBV 0,25 et LAV 8 présentait une action synergique avec un IC = 0,62 et
une efficacité d’inhibition mesurée a 55%. L’association MBV 0,05 et LAV 8 était additive

(IC=0,91), le reste des associations avait un effet antagoniste (Figure 76).
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Figure 76 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + MBV, sur ARPE-19 infectées
par la souche virale TB40E.* : effet synergique @ : effet additif

‘ Association LAVR-289 + aciclovir :

La CI50 du LAVR-290 était a 17,64nM et la CI90 a 108,96nM.
La CI50 de 'ACV était a 29,81uM et la CI90 a 213,41uM (calculée mais non atteinte).
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Figure 77 : Essai antiviral du LAVR-289 et de I'aciclovir sur des ARPE-19 infectées avec la souche
virale TB40/E
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Seule I'association ACV 15 et LAV 320 présentait une action synergique avec un IC = 0,77 et
une efficacité d’inhibition mesurée a 99%, néanmoins I'importance de la lyse cellulaire
observée a 320nM de LAVR-289 rend la pertinence de cet effet discutable. L’association ACV
3 et LAV 8 était additive (1C=0,90), le reste des associations avait un effet antagoniste (Figure

78).
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Figure 78 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai LAVR-289 + ACV, sur ARPE-19 infectées
par la souche virale TB40E. * : effet synergique @ : effet additif

Association letermovir + maribavir :

La CI50 du LTV était a 3,39nM et la CI90 a 4,87nM.
La CI50 du MBYV était a 0,89uM et la CI90 a 1,32uM.
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Figure 79 : Essai antiviral du letermovir et du maribavir sur des ARPE-19 infectées avec la souche

virale TB40/E
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Trois associations avec effet synergique ont été retrouvées (Figure 80) :

-MBV 0,25 + LTV 0,2 (IC=0,39) avec une efficacité d’inhibition modeste a 31%.
- MBV 0,25 + LTV 1 (IC=0,60) et un effet d’inhibition a 43%.

-MBV 0,5 + LTV 0,2 (IC=0,59) et un pourcentage d’inhibition a 56%.
L’association MBV 0,5 + LTV 1 était, elle, additive.

0,9
c 08
)
= 0,7
g 0,6
£ 05
T 04
T 03 MBV 2
2 02 MBV 1
2 ’ MBV 0,5
& 01 -— — MBV 0,25
8 0 V4 g MBV 0,05
o Vo MBV 0

mMBVO mMBV 0,05 mMBVO0,25 mMBVO0,5 mMBV1 mMBV2

Figure 80 : Coefficients d’inhibitions obtenus dans I'essai letermovir + maribavir, sur ARPES 19
infectées par la souche virale TB40E. ¥ : effet synergique ® : effet additif

Nous avons mis en évidence plusieurs associations synergiques retrouvées sur MRC-5 et
ARPE-19 pour LAVR-289/MBV et LTV/MBV. Nous avons également observé que le MBV avait
une efficacité stagnante dans la quasi-totalité des essais a sa CI50 (environ 0,25uM). Enfin,
chaque association présentait un effet antagoniste fort (IC>1,45) au-dela des concentrations

pour lesquelles les effets synergiques et additifs ont été décrits.
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3.3.7.2. ESSAIS EX VIVO

Au vu de nos résultats in vitro et en raison de I'intérét croissant pour le LTV, nous avons testé
2 associations dans nos essais sur placenta : LAVR-289 et LTV et LAVR-289 et MBV. Nous
avons étudié la toxicité de ces associations dans notre modéle d’explants placentaires du 1*

trimestre ainsi que I'effet de ces associations sur la charge virale.

3.3.7.2.1. Matériel et Méthodes

Cellules: Les cellules MRC-5, (BioMérieux, Craponne, France) en plaques 48 puits ont été

utilisées comme décrit précédemment chapitre 3.2.3.1.1, page 77.

Virus : La souche de laboratoire a tropisme endothélial TB40/E a décrite chapitre 3.2.3.1.1,
page 77 a été utilisée. L’ensemble de ces essais a été réalisé a partir du méme lot d’aliquots
cultivés en avril 2021 et titrés a 4.10° PFU/mL.

Molécules antivirales : - Le LAVR-289 a 10mM est dilué dans du milieu V37 pour obtenir
différentes concentrations : 320, 500 et 900nM.

- Le LTV a une concentration mére de 10mM a été dilué dans du

milieu V37 a une concentration de 4, 8 et 40nM.

- Le MBV a 100mM a été dilué dans du V37 pour obtenir des
concentrations de 0,25, 1 et 3uM.

‘ Explants placentaires : les placentas étaient issus d’interruption volontaire de grossesse de

femmes CMV négatives entre 8 et 14 semaines d’aménorrhées, aprés information et
consentement signé. lls étaient anonymisés et inclus au sein de la collection biologique de
'Hopital Mére enfant de Limoges (CB-HME/CRBioLim, Limoges, France). Le statut
sérologique maternel était déterminé aprés prélevement sanguin, par dosage enzymatique
chimioluminescent sur un analyseur Liaison® XL (DiaSorin, Saluggia, Italy). Les biopsies de
villosités flottantes (5 mm?) étaient lavées dans du PBS 1X, et conservées a I'étuve a 37°C
dans le milieu de culture des FEH jusqu’a utilisation. Le milieu MEM était changé 2 fois par

semaine.

Perrine MAZEAU, épouse COSTE MAZEAU | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 158
Licence CC BY-NC-ND 3.0



‘ Procédure expérimentale : notre modéle d'essai placentaire a été adapté du modele de

Morere et al. (132) et a précédemment été décrit dans la publication de Jacquet et al. (133).
Pour 'ensemble de nos essais ex vivo, les cellules FEH sont déposées dans des plaques 48
puits & une concentration de 10° cellules/puit puis incubées pendant 5 jours a 37°C et 5% CO2
jusqu’a confluence. L’infection des cellules FEH est ensuite obtenue avec la souche
endothéliale TB40/E a une MOI de 1. Les plaques sont alors centrifugées pendant 45 min a
3500 rpm a 37 °C. Le milieu est ensuite renouvelé et les plaques incubées pendant 5 jours a
37 °C avec 5% CO.. Apres 5 jours d’infection des cellules FEH, les explants de villosités sont
déposés sur une éponge de gélatine hémostatique résorbable Gelfoam (Spongostan dental™,
NewPharma, Belgique) permettant l'infection par capillarité. Des biopsies sans virus
correspondent au témoin négatif. Aprés 7 jours, jour JO de I'essai, les molécules antivirales
seules et en associations sont ajoutées en triplicat dans une nouvelle plaque sans cellule. Les
villosités sur I'éponge sont transférées dans cette nouvelle plaque (Figure 81). Des biopsies
infectées sans molécule représentent le témoin positif. Les plaques sont ensuite remises a
37°C et 5% CO2 jusqu’au jour du recueil a J14. Ce jour-la, les biopsies sont lavées dans du
PBS 1X puis stockées a -80°C. Les surnageants sont récoltés pour dosage des beta-HCG par
le personnel du laboratoire de biochimie du Dr Thierry Chianea du CHRU de Limoges,

permettant d’évaluer la viabilité des villosités.

Les essais ont été réalisés sur 3 placentas différents.

2] — ) — )

Infection cellules Infection villosités Traitement
CMV aMOIl =1 Changement de plaque

villosités
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Figure 81 : Chronologie et déroulé d'un essai antiviral exvivo
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3.3.7.2.1.1. Charge virale dans les explants

Pour quantifier la réplication virale, I'ADN total a été extrait des échantillons pour chaque essai
ex vivo et la charge virale a été mesurée par la PCR quantitative duplex UL83/albumine
précédemment décrite au chapitre 3.2.3.1.5, pages 80. Chaque échantillon était testé en

double en gPCR. Les résultats sont exprimés en copies CMV/10° cellules.
Pour chaque concentration testée, la charge virale était obtenue par la moyenne des triplicats.

La CI50 et la CI90 des différentes molécules seules ont été recherchées. L’effet des
associations a été déterminé de facon identique aux essais in vitro décrits chapitre 3.3.7.1.1

pages 134 et 135, selon la méthode de Chou-Talalay.

3.3.7.2.1.2. Viabilité des explants

La toxicité des molécules et de leurs associations a été évaluée a J14. Le surnageant a été
aliquoté et conservé a -80°C pour la mesure de la concentration en B-hCG comme
précédemment décrit chapitre 3.2.3.1.6, pages 80 et 81. Les résultats ont été exprimés en mUl
par 10° cellules. Les concentrations des molécules et de leurs associations ont été
considérées comme toxiques lorsque les B-hCG étaient significativement supérieures a celle

des villosités infectées sans molécule (témoin positif).

3.3.7.2.1.3. Analyses statistiques

Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous la forme de moyenne + écart
type. Les comparaisons de ces variables ont été réalisées par des tests de Mann-Whitney a
I'aide du logiciel BiostaTGV®. Le seuil de significativité choisi pour 'ensemble des analyses
statistiques est de 0,05. Les valeurs de CI50 et de CI90 des molécules ont été calculées avec
le logiciel Compusyn (Cambridge) tout comme l'effet des associations des molécules, se
basant sur la méthode de Chou-Talalay précédemment décrite lors des essais in vitro chapitre
3.3.7.1.1, pages 132 et 133.
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3.3.7.2.2. Résultats

3.3.7.2.2.1. Essai LAVR-289 + LETERMOVIR

Les 3 placentas utilisés étaient issus d’interruption volontaire de grossesse réalisées entre 11
et 14SA. Seuls les résultats des essais sur le placenta « 220664 » a 13SA et 2 et mis sur
plaque aprés 5 jours, seront présentés en raison de l'ininterprétabilité des autres données

obtenues. Les autres placentas avaient été utilisés aprés 4 et 6 jours.
Ainsi, le LAVR-289 avait une CI50 a 475,72nM et une CI90 a 2,73 uM.

Le LTV, conformément aux données précédemment obtenues au sein de notre unité (230)
avait une CI50 a 4,28nM et une CI90 a 74,66uM (Figure 82).

L’ensemble des CI90 ont été calculées mais non atteintes.
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Figure 82 : Variation de la charge virale a J14 avec différentes concentrations de LAVR-289 et de
letermovir, dans des villosités du 1¢" trimestre infectées avec la souche virale TB40E

Seule I'association LAV 320 + LTV 4 avait un léger effet additif avec un IC a 1,18. Le reste des

associations avaient un effet antagoniste (Figure 83).
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Figure 83 : Coefficients d’inhibitions de la charge virale obtenu dans I'essai ex vivo LAVR-289 +LTV.
o . effet additif

Malgré la décroissance du taux de Beta HCG observée avec l'augmentation des
concentrations des molécules, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative
entre le taux de Bhcg dans les surnageants de villosités avec le virus seul vs les surnageants
de villosités avec virus et molécules seules (p=0,1) aux plus fortes concentrations (Figure 84)
ni avec aucune des associations testées (Figure 85). Nous n’avons donc pas observé de

cytotoxicité significative sur les villosités avec les molécules seules ou en association.
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Figure 84 : Viabilité des villosités selon les différentes concentrations de LAVR-289 et de letermovir.

Les moyennes des triplicats sont exprimées au-dessus de chaque concentration.
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Figure 85 : Viabilité des villosités selon les différentes concentrations et associations de LAVR-289 et

de letermovir
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3.3.7.2.2.2. Essai LAVR-289 + MARIBAVIR

De la méme fagon que précédemment, un seul de nos essais sur les 3 a pu étre interprété. l|
s’agissait du placenta « 220809 » a 10SA et 6, utilisé le jour méme de sa réception. Le
placenta « 220790 » a 10SA et 3, a été utilisé le lendemain, mais a subi une contamination

bactérienne. Les données du placenta 220828 a 10SA et 4 mis sur plaque 4 jours aprés le
prélévement étaient ininterprétables.

Nous avons obtenu, aprés élimination des valeurs de concentrations aberrantes de LAV 900
et de MBV 3, une CI50 pour le LAVR-289 = 465,85 nM (CI90 = 806,13nM) et une CI50 = 1uM
pour le MBV (CI90 = 88,07uM) (Figure 86).
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Figure 86 : Variation de la charge virale a J14 avec différentes concentrations de LAVR-289 et de
maribavir, dans des villosités du 1" trimestre infectées avec la souche virale TB40E

Aucune des associations testées n’a démontré d’effet synergique ou méme additif (Figure 87).
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Figure 87 : Coefficients d’inhibitions de la charge virale obtenu dans I'essai ex vivo LAVR-289 + MBV.

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre le taux de Bhcg dans les

surnageants de villosités avec le virus seul vs les surnageants de villosités avec virus et

molécules seules (p=0,2) aux plus fortes concentrations (Figure 88) ni avec aucune des

associations testées (Figure 89). Nous n’avons donc pas observé de cytotoxicité significative

sur les villosités avec les molécules seules ou en association.
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Figure 88 : Viabilité des villosités selon les différentes concentrations de LAVR-289 et de maribavir.

Les moyennes des triplicats sont exprimées au-dessus de chaque concentration.
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Figure 89 : Viabilité des villosités selon les différentes concentrations et associations de LAVR-289 et
de maribavir

3.3.7.3. ASSOCIATIONS SYNERGIQUES

Le Tableau 8 regroupe I'ensemble des résultats sur la toxicité et I'efficacité des associations

synergiques de nos essais.
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Tableau 8 : Association de molécules ayant montré un effet synergique in vitro

Combinaison de

MRCS5 + AD %
molécules IC ... _ | Cytotoxicité
(ratio des CI50)* d’inhibition
LAV 40 + LTV 1 (0,3/0,3) 0,83 6% NC
LAVR-289 + LTV
LAV 80 + LTV 0,2 (0,5/0,1) 0,73 20% NC
LAVR-289 +MBV //
LAVR-289 + ACV LAV 80 + ACV 3 (0,6/0,05) 0,83 14% NC
LTV + MBV //'/
MRCS5 + TB40 o,
IC ey e Cytotoxicité
(ratio des CI50)* d’inhibition
LAVR-289 + LTV LAV 8 + LTV 1(0,1/0,3) 0,54 27% NC
LAV 8 + MBV 0,05 (0,2/0,2) 0,88 41% NC
LAV 8 + MBV 0,25 (0,2/1) 0,9 53% NC
LAVR-289 +MBV
LAV 8 + MBV 0,5 (0,2/2) 0,84 59% NC
LAV 40 + MBV 1 (1/4) 0,64 73% NC
LAV 8 + ACV 3 ( 0,1/0,05) 0,72 31% NC
LAV 8 + ACV 15 (0,1/0,2) 0,54 43% NF
LAVR-289 + ACV
LAV 40 +ACV 3 (0,3/0,05) 0,61 61% NC
LAV 320 + ACV 30 (2,4/0,4) 0,84 63%
LTV 0, 2 + MBV 0,05 (0,2/0,2) 0,75 40% NC
LTV 0,2 + MBV 0,25 (0,2/0,8) 0,89 50% NC
LTV 0,2 + MBV 0,5 (0,2/1,5) 0,68 68% NC
LTV + MBV LTV 0,2 + MBV 1 (0,2/3) 0,74 63% NC
LTV 1 + MBV 0,25 (0,8/0,8) 0,77 59% NC
LTV 1 + MBV 0,5 (0,8/1,5) 0,83 61% NC
LTV 1+ MBV 1 0,72 67% NC
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LAVR-289 + LTV

LAVR-289 +MBV LAV 8 + MBV 0,25 ( 0,3/0,4) 0,62 55% NC
LAVR-289 + ACV

LTV 0,2 + MBV 0,25 (0,1/0,3) 0,39 31% NC

LTV + MBV LTV 0,2 + MBV 0,5 (0,1/0,6) 0,59 56% NC

LTV 1+ MBV 0,25 (0,8/0,3) 0,60 43% NC

* rapport des valeurs d'IC50 pour chaque molécule seule.

En rouge, les associations synergiques identiques sur MRC5 et ARPE-19.

IC= indice de combinaison ; effet synergique quand IC <0,7 et modérément synergique quand 0,7<IC<0,9.

Le % inhibition est obtenu par la formule : (nombre de foyers avec virus seul — nombre de foyers avec I'association

testée) / nombre de foyers avec virus seul

NC : non cytotoxique < 10% de mort cellulaire

NF : non fait ; calcul de cytotoxicité non recherché pour LAV 8 + ACV 15 mais pas de cytotoxicité retrouvée pour
LAV 4 + ACV 15 ou LAV 4 + ACV 20.
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3.3.8. DISCUSSION ET PERSPECTIVE

Nos essais refletent tout d’abord la complexité de I'expérimentation sur le vivant avec de

nombreux paramétres pouvant influer a chaque étape.

La molécule LAVR-289 a montré une efficacité in vitro et ex vivo, cependant avec une
variabilité importante de sa CI50 selon le type cellulaire, les souches virales utilisées mais
également les lots distribués de la molécule, allant de 36 nM dans les ARPE-19 jusqu’a 144nM
sur MRC5 infectées par de I'AD 169. Cette hétérogénéité des valeurs n’était pas retrouvée
avec le MBV ou le LTV. Sa CI90 a quasiment toujours été atteinte dans nos expérimentations,
ce qui n'était pas le cas avec le MBV qui a montré une efficacité stagnante a la CI50,
néanmoins son comportement a une concentration de 320nM sur les ARPE- 19 infectées peut

laisser suspecter une toxicité éventuelle sur les structures endothéliales des villosités.

Dans nos essais in vitro, peu d’associations avaient un effet synergique sur MRC-5 en
présence de la souche de laboratoire recombinée fluorescente AD169, et I'efficacité obtenue
était faible car n’excédait pas 20% de réduction du nombre de foyers. Les associations LAVR-
289 + MBV et LTV + MBV révélaient un effet synergique important lorsque utilisées sur MRC5
ou ARPE-19 en présence de la souche virale TB40, avec une efficacité allant respectivement
jusqu'a 72% (LAV 40 + MBV 1 sur MRC5) et 68% (LTV 0,2 + MBV 0,5 sur MRC5). Ces
résultats avaient précédemment été décrits dans la littérature (223,227). Nous avons pu noter
que I'administration conjointe ou successive du LTV et du MBV ne modifiaient pas le mode
d’action et le résultat de I'association de ces 2 molécules. Les associations synergiques
retrouvées entre le LAVR-289 et 'ACV allant jusqu’a 63% d’effet d’inhibition sur MRC5 en
présence de TB40 n'ont pas été retrouvées sur ARPE-19 (Tableau 8). Ainsi, les associations
entre LAVR-289/MBV et MBV/LTV étaient retrouvées synergiques a la fois sur MRC5 et
ARPE-19 avec un fort effet d’inhibition et des concentrations inférieures a la CI50 de chaque
molécule. Nos différents essais de cytotoxicité n’ont pas mis en évidence d’effet néfaste des
molécules, néanmoins nous avons pu observer nettement que sur ARPE-19, I'administration
du LAVR-289 a la concentration de 320nM soit prés de 10 fois supérieure a la CI50 et 1,8 fois
supérieur a la CI90 entrainait une importante lyse cellulaire en présence de virus. Seule
'association LAV 320 (2,9xCI90) + ACV 60 (2xCI50) sur ARPE-19 non infectées présentait
un % de mort cellulaire important > 10% (14%). LAVR-289 inhibe la réplication de I’ADN viral
et s’apparente donc bien a un inhibiteur de la polymérase pUL54, ce qui devra étre néanmoins
confirmé par des expériences complémentaires notamment par I'analyse de [lactivité
polymérasique in vitro. Son association au MBV inhibiteur de pUL97 a révélée une certaine
synergie. L’association de molécules agissant a différents moments du cycle viral semble donc
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étre prometteuse comme I'a montré I'association LTV/MBV, les 2 traitements n’étant pas des
inhibiteurs de la réplication virale mais agissant lors de différentes étapes du stade tardif du

cycle viral.

L’objectif de I'association de molécules non toxiques est 'augmentation de I'efficacité antivirale
mais également la prévention de 'émergence de résistance sans augmenter la mort cellulaire.
Néanmoins la combinaison de ces thérapeutiques doit demeurer prudente et ne doit pas
donner lieu a une escalade des doses, car nous I'avons vu, au-dela de la synergie observée
le plus souvent a des concentrations inférieures a la CI50, il existe pour toutes les associations
un effet antagoniste fort pour des concentrations supérieures, ce qui pourrait s’avérer délétere

en clinique.

Nos essais ex vivo n'ont pas été concluants malgré de nombreuses procédures. Un seul
placenta pour chaque association testée a permis une interprétation des résultats. Ceux-ci
devraient étre ainsi confirmés, néanmoins ils n’ont montré aucun effet synergique du LAVR-
289 + MBV ou LTV. Le LAVR-289 avait une CI50 aux alentours de 470nM plus de 2 fois
supérieure aux valeurs obtenues in vitro et aux valeurs antérieurement obtenues au laboratoire
(189). Les CI50 du LTV et du MBV étaient respectivement de 4,3nM et 1TuM, comparables aux
résultats publiés au sein de notre unité sur des villosités de 1°" trimestre (132,230). La
complexité de ces procédures réside également dans I'hétérogénéité des résultats obtenus
pouvant étre en lien avec la susceptibilité et l'immunité individuelle en lien avec le
polymorphysme polygénétique (231) mais également en lien avec la composition des biopsies
en fonction de la répartition des différents constituants cellulaires. Les charges virales a J14
dans les explants de villosités pouvaient varier d’'un facteur 4 alors que les cellules ont été
initialement toutes infectées a une MOI de 1 avec des aliquots du méme lot de surnageant de
TBA40E titré a 4.10°pfu/ml. Dans certains placentas, la charge virale des villosités infectées
n’était pas modifiée par I'administration des molécules, et cela méme aux plus hautes
concentrations. Hamilton et al. dans leur modéle d’explants placentaires du 3°™ trimestre ont
traité leurs biopsies a une concentration de 25uM de chaque antiviral se basant sur le fait que
ce taux correspondait a la concentration sanguine maternelle de valaciclovir aprés
'administration de la molécule a 8g/j pendant 4 a 6 semaines. lls ont mis en évidence une
diminution significative de la charge virale dans les explants traités par LTV et MBV,
respectivement de 83,3 et 83,6%, diminution visible a partir de 14 jours de traitement. lls ne

retrouvaient aucune inhibition de l'infection dans les villosités traitées par ACV (169).

Pour approcher au mieux la réalité de l'infection congénitale, nous aurions souhaité réaliser
nos essais avec des souches virales congénitales obtenues a partir de liquide amniotique ou

d'urine de nouveaux nés infectés, puis cultivées sur ARPE-19 de maniére a conserver le
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tropisme endothélial. Nous nous sommes heurtés a des difficultés de production des

surnageants de ces souches dont le titre viral était insuffisant pour réaliser ces essais.

Enfin, du fait de l'utilisation croissante de 'ACV dans la prévention ou le traitement de
I'infection congénitale, il nous paraitrait intéressant d’envisager de réaliser ces essais exvivo
puis in vivo en associant 'ACV au LTV, permettant ainsi d’optimiser l'efficacité modérée de
laciclovir. L’association LTV et MBV parait également étre une piste thérapeutique
intéressante et fera I'objet d’'un travail prochain de MASTER 2 au sein de notre unité de
recherche UMR1092, d’autant que les travaux de Faure Bardon et al. ont mis en évidence lors
de la perfusion de LTV et de MBV au sein de cotyledon un excellent passage des molécules
du coté feetal avec des concentrations retrouvées supérieures a 1000 fois le CI50 du LTV et
28 fois celle du MBV (206).
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CONCLUSION

Nos travaux nous ont confortée dans notre position sur 'intérét du dépistage de I'infection a
cytomégalovirus durant la grossesse selon, néanmoins, différentes modalités que celles
atuellement mises en place dans notre centre. La réalisation d’'un dépistage mensuel jusqu’a
20SA, a linstar de la rubéole pour les femmes non immunisées, permettrait d’encadrer les
infections du 1° trimestre, période durant laquelle les atteintes sont les plus séveres, et
également de proposer un traitement précoce par Immunoglobulines hyperimmunes qui
administrées de facon hebdomadaire dans nos essais ont montré leur efficacité dans la
prévention de la transmission de I'infection. L’éventail des molécules antivirales anti-CMV est
large et la combinaison de ces molécules ciblant différents mécanismes du cycle viral parait
étre une option intéressante pour optimiser I'efficacité de ces molécules ne semblant pas a
elle seules permettre une inhibition totale du virus, mais également pour diminuer le risque

d’émergence de résistance.
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Annexe 1.

VIROLOGIE Infection congénitale a CMV

Infection de la femme enceinte
par le cytomégalovirus :
du dépistage au traitement

P. COSTE-MAZEAU'2, S. ALAIN'?, C. MULLER!, D. ANDOUARD!, S. HANTZ!?

RESUME

L’infection congénitale a cytomégalovirus en lien avec une primo-infection ou une infection secondaire (réin-
fection/réactivation) est aujourd’hui la premicre cause de handicap neurosensoriel d’origine infectieuse chez
les nouveaux-nés. Chaque année en France, 3 400 enfants naissent infectés par le cytomégalovirus avec un
risque de développer des séquelles neuro-développementales graves et une surdité de perception. Le dépis-
tage maternel, lorsqu’il est réalisé, repose sur la détection des anticorps (IgG et IgM) spécifiques et par une
mesure de I'avidité des IgG quand des IgM sont décelées. Le diagnostic de I'infection congénitale est établi
par la mise en évidence de I’ADN viral (par PCR) lors de la réalisation d’une amniocentése, complété par la
détermination de la virurie de I’enfant a sa naissance. Une prise en charge thérapeutique, en cas de primo-
infection maternelle, est proposée dans certains centres et repose sur I'administration d’un antiviral ou d’un
anticorps anti-CMV. A ce jour, le seul consensus international s’appuie sur la nécessité d’informer les femmes
enceintes des risques inhérents a cette infection virale et de leur prodiguer des conseils d’hygiéne préventifs,
encore trop souvent méconnus.

MOTS-CLES : cytomégalovirus (CMV), grossesse, foetus, nouveau-né, infection congénitale, surdité.

L. - INTRODUCTION Haut Conseil de Santé publique. Cependant, le Col-
lege National des Gynécologues Obstétriciens Fran-
L’Homme est le seul réservoir du cytomégalovirus  cais (CNGOF) précise qu’un dépistage des patientes
(CMV), virus de la famille des Herpesviridae, et ses  « séronégatives » en début de grossesse, suivi de
voies d’excrétion sont multiples : salive, urines, mesures d’hygiéne ad hoc diminuent le nombre d’en-
sperme, sécrétions cervico-vaginales, lait maternel. La  fants atteints a la naissance : le risque de contamina-
grossesse, de par 'immunodépression relative qu'elle  tion serait ainsi réduit de 'ordre de 50 a 84 % (2).
induit, est une situation a risque d’infection mater-  Toutefois, en I'absence de preuves suffisantes de 1'ef-
nelle, mais également congénitale. En France, envi-  ficacité d’un traitement préventif de la transmission
ron 3 400 nouveau-nés pour 800 000 naissances materno-feetale ou curatif d'un foetus infecté, le dépis-
annuelles sont infectés par le CMV et risquent une  tage systématique ne peut étre préconisé, précise le
surdité et un retard psychomoteur majeur (1). Ainsi, CNGOF. L’Académie de médecine s’est, quant  elle,
le CMV est aujourd’hui la premiére cause de handicap ~ prononcée en faveur du dépistage en 2019.
neurosensoriel d’origine infectieuse chez les nouveau-
nés. Depuis le rapport de la Haute Autorité de Santé ~ ——
pubhé en 2004, le dépistage systématique d’une ! Centre de Biologie et de Recherche en Santé, UMR Inserm U1092.
«séroconversion CMV » chez la femme enceinte n’est 2 Service de Gynécologie Obstétrique.
pas recommandé, car aucun traitement n’a été validé # Laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne, CNR des Herpesvi-
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II. - DU DEPISTAGE...

Une infection primaire (primo-infection) par le
CMYV se manifeste par la synthese d’IgM et d’IgG spé-
cifiques chez une patiente antérieurement « séroné-
gative », trait biologique définissant une « séroconver-
sion ». A la suite d’'une primo-infection, le virus
persiste sous une forme latente durant toute la vie,
associé a la présence sérique d’IgG (« séropositivité
CMYV »). Une infection secondaire est consécutive
soit a une reprise de la multiplication du virus restée
en dormance (réactivation), soit a une nouvelle
contamination par une souche virale distincte de
celle responsable de la primo-infection (réinfection).

Le dépistage de l'infection congénitale a CMV est
proposé dans différents pays d’Europe, en Israél, en
Australie et aux Etats-Unis (E.-U) d’Amérique, indé-
pendamment de programmes nationaux (3). Cepen-
dant, son dépistage systématique n’est pas recom-
mandé en raison de I’absence de traitement validé et
de la difficulté a prédire les potentielles atteintes
foetales. L’expérience d’Israél fait état d'une augmen-
tation du taux de demande d’interruption médicale
de grossesse en cas de dépistage (4). Ainsi, diffé-
rentes stratégies s’opposent. Certaines préconisent la
réalisation itérative d’études sérologiques avec dosage
d’anticorps (IgG et IgM) spécifiques du CMV jusqu’a
la fin du premier trimestre ou jusqu'a 20 semaines
d’aménorrhées (SA) chez les patientes « séronéga-
tives » (5) et d’autres, lors du premier trimestre de la
grossesse puis a I'accouchement, et un dépistage san-
guin ou urinaire du virus chez un nouveau-né dont la
mere est suspectée d’infection. Cette stratégie per-
mettrait le dépistage de 82 % d’infections congéni-
tales (5). Certaines équipes n'effectuent le dépistage
qu’en cas de situations obstétricales évocatrices :
menace d’accouchement précoce, rupture prématu-
rée des membranes, retard de croissance intra-uté-
rin... Un avis auprés d’un centre pluridisciplinaire de
diagnostic prénatal doit systématiquement étre envi-
sagé en cas d’infection, primaire ou secondaire,
durant la grossesse.

Lorsque le dépistage est pratiqué, il repose sur une
analyse sérologique des IgG et IgM anti-CMV. Le taux
d’anticorps IgG permet de définir le statut sérolo-
gique et de détecter une « séroconversion » chez une
femme n’ayant jamais eu de contact antérieur avec le
virus. La sensibilité et la spécificité des tests commer-
ciaux de détection des IgG anti-CMV sont élevées, res-
pectivement de 97 a 100 % et de 96 a 100 % (6,7).
Cependant, la précision et la spécificité des trousses
de diagnostic in vitrovarient lorsque les valeurs d’IgG
sont basses ; ainsi, de faibles taux peuvent étre asso-
ciés A « un vrai positif » ou, au contraire, a « un faux
positif » (8). En cas de résultat équivoque, il convient
donc de considérer la patiente comme « séronéga-
tive », et de fait a risque de primo-infection. Une

i X

étude réalisée en 2012, comparant les cinq tests les
plus utilisés actuellement en Europe, a montré que la
sensibilité de détection des IgM variait de 80 % a plus
de 95 % (6). Si les IgM sont constamment présentes
lors d’une primo-infection, leur détection n’est tou-
tefois pas spécifique d’une infection primaire
récente, car ces anticorps peuvent persister pendant
plusieurs mois, étre décelés lors d’une infection
secondaire ou par activation polyclonale au cours
d’une infection intercurrente, ou enfin étre li€és a une
réactivité croisée des tests. Lorsque des IgM et des
IgG sont révélées, il est recommandé de réaliser la
mesure de I'avidité des IgG afin d’exclure ou bien de
confirmer une infection primaire récente, la préci-
sion de datation des tests étant de ’ordre de 3 mois :
élevée, elle témoignera d’une infection ancienne et
basse, d’une infection récente datant de moins de
trois mois. Une valeur équivoque observée lors du
premier trimestre de la grossesse ne permettra pas
d’éliminer une primo-infection survenue a cette
période ou en périconceptionnel. Les tests automati-
sés d’avidité des IgG ont désormais une sensibilité
allant de 82 2 100 % et une spécificité comprise entre
90 et 100 % pour I'identification du stade de I'infec-
tion. La concordance entre les différents tests varie
de 802100 % (9) ; en cas d’avidité équivoque (« zone
grise » de la technique employée), un contréle par
une deuxiéme technique est donc recommandé par
le Haut Conseil de Santé publique. La sensibilité
n’est que de 94 % en cas de taux bas d’IgG alors
qu’elle est de 100 % quand ils sont hauts (7). Le test
d’avidité peut donc étre pris en défaut dans le cas
d’une séroconversion tres récente ou le résultat du
test serait élevé (10) et dans celui d’une infection
ancienne avec de faibles taux d’IgG résiduels ou I'avi-
dité serait faible (9).

La détection et la quantification de ’ADN viral
dans le sang, la salive ou les urines de la meére peu-
vent aider a préciser le moment de l'infection. L’ab-
sence d’acide nucléique viral dans le sang maternel
exclut une primo-infection au cours du mois précé-
dent, avec une sensibilité supérieure a 80 % (11).
Cependant, la présence de ’ADN du CMV n’indique
pas toujours la survenue d’une infection primaire
récente, car I'acide nucléique peut rester détectable
sur de longues périodes ou étre décelé lors d’'une
infection secondaire (11). Deux études ont démontré
que la persistance d’ADNémie maternelle au
moment de 'amniocentése ou I'augmentation de la
charge virale consécutive a une infection primaire
par le CMV était corrélée a un risque élevé de sa
transmission au feetus (12) (13). Une autre étude a
révélé que la présence d’ADN du virus dans I'urine et
dans le sang maternels serait liée a la transmission
virale au nouveau-né (14).

Le diagnostic d’une infection secondaire est diffi-
cile, car elle est rarement associée a une apparition
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d’IgM ou élévation d’IgG dans le sérum (15-17).
Dans une cohorte rétrospective rapportée en 2018
(18), 7 des 205 (3,4 %) femmes « séropositives »
connues, pour lesquelles des IgM spécifiques avaient
été détectées dans leur sérum et de ’ADN du CMV
dans leur sang ou leurs urines, ont accouché d’un
nouveau-né infecté. Une PCR CMV positive dans le
sang, 'urine ou la salive d’une femme connue
comme « séropositive » avant la grossesse permettrait
ainsi d’aider au diagnostic d’infection secondaire. De
plus, distinguer une réinfection d’une réactivation est
également difficile, car aucun test différentiel n’est
disponible en routine. Seule la recherche d’anticorps
dirigés contre les régions variables des glycoprotéines
d’enveloppe du virus permet de mettre en évidence
une réponse humorale contre une nouvelle souche
infectante (19). L’analyse, par séquencage d’ADN a
haut débit (Next-generation sequencing), des popula-
tions virales, circulantes ou excrétées, peut égale-
ment, en cas de réplication virale, contribuer a I'iden-
tification de nouvelles souches.

En cas de suspicion de transmission du CMV, le
diagnostic de I'infection feetale peut étre établi aprés
analyse (par PCR) du liquide amniotique prélevé par
amniocentése apres 20-21 semaines de grossesse, avec
une sensibilité et une spécificité élevées. Il est recom-
mandé de réaliser ce geste invasif (risque de pertes
foetales < 1 %) 8 semaines apreés la date présumée
d'infection, apres avoir vérifié I’absence de réplica-
tion virale dans le sang maternel (20).

En cas de suspicion de primo-infection ou d’infec-
tion secondaire maternelle, ou bien d’infection
congénitale présumée ou avérée, il convient de
rechercher (par PCR en temps réel) la présence du
CMYV dans les urines ou la salive de ’enfant a sa nais-
sance, idéalement lors du séjour a la maternité, la
sensibilité étant de 100 % dans les urines (21) et de
97 4 100 % dans la salive (22). L’analyse salivaire
aurait une valeur prédictive positive de 59 % a 91 %
(15, 22), mais cet examen peut étre source de faux
positifs en cas de charge virale faible (15) : ainsi, en
cas de positivité, il doit étre confirmé par un test uri-
naire. Si le prélévement est réalisé a distance de I'ac-
couchement (au-dela de la troisiéme semaine de vie),
la contamination de I’enfant pourrait résulter d’une
contamination postnatale par le lait maternel. Dans
cette situation, il peut étre proposé, pour préciser le
moment de I'infection, d’effectuer une PCR sur le
sang séché prélevé au troisiéme jour de vie dans le
cadre du dépistage néonatal des six maladies réalisé
aujourd'hui en France chez chaque nouveau-né. Elle
détecte, avec une sensibilité de I'ordre de 81 %, la
présence du génome viral dans le sang du nouveau-
né (23), mais 10 % des enfants infectés ne seraient
pas identifiés par cette méthode en raison de leur fai-
ble charge virale sanguine (24). Le dépistage néona-
tal du CMV doit également étre proposé en cas
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d’anomalies relevées lors de I’examen de ’audition
chez les nouveau-nés par otoémissions acoustiques ou
potentiels auditifs automatisés et en cas d’hypotro-
phie < dixiéme percentile.

III. - AU RISQUE POUR L’ENFANT
A NAITRE...

La séroprévalence du CMV chez la femme
enceinte présente des disparités importantes selon les
pays. En France métropolitaine, elle serait de 60 %
(15) ; au Brésil de 98 % (25). Ainsi, I'infection par le
CMV est devenue la plus fréquente infection congé-
nitale virale dans les pays industrialisés, avec une pré-
valence estimée entre 0,2 et 6 % a la naissance, et la
premiére cause de perte auditive d’origine non géné-
tique.

La prévalence de la primo-infection a CMV
pendant la grossesse est d’environ 1 a2 2 % en
Europe occidentale et aux E.-U d’Amérique (16,
26). Différents facteurs de primo-infection en
cours de grossesse ont été identifiés : le jeune age
maternel, I’emploi de la mére dans une créche ou
son bas niveau socioéconomique. Dans des études
menées aux E.-U, 70 % des femmes enceintes « séro-
négatives » qui font une primo-infection se contami-
nent par contact, familial ou professionnel, avec des
enfants en bas age, et 122 50 % des femmes ayant des
enfants en bas age a leur domicile ou travaillant dans
une collectivité d’enfants s’infectent dans 'année
(26, 27).

Selon une méta-analyse de dix études portant sur
2942 foetus, le risque de transmission materno-feetale
du CMV aprés une primo-infection pendant la
période pré- et péri-conceptionnelle ainsi qu’au
cours des premier, deuxiéme et troisiéme trimestres
serait respectivement de 5,5 %, 21,0 %, 36,8 %,
40,3 % et 66,2 % (28). A l'instar de la toxoplasmose,
les atteintes foetales seraient moins fréquentes et
séveres lorsque la transmission virale surviendrait plus
tardivement, décroissant de 28,8 %, 19,3 %, 0,9 et
0,4 % respectivement a la période péri-conception-
nelle, au premier, deuxiéme et troisiéme trimestre et,
pour I'atteinte auditive de 22,8 % a 0 % entre le pre-
mier et le troisieme trimestre (28). Dans leur étude
rétrospective parue en 2019, Faure-Bardon et al. n’ont
retrouvé aucune séquelle chez 260 nouveau-nés de
meéres primo-infectées apres le premier trimestre et
ont évoqué la possibilité que I'infection a CMV ne
soit sévere que durant la période embryonnaire ou
trés précocement pendant la période foetale (29). La
structure de I'oreille interne se formerait a la dixiéme
semaine et les cellules ciliées sensorielles seraient pré-
sentes dés la douzieme semaine : une atteinte audi-
tive neurosensorielle ne surviendrait donc qu’aprées
une infection maternelle lors du premier trimestre.
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Il est désormais classiquement admis que les infec-
tions néonatales sont pour moiti€ liées a des infec-
tions primaires, I'autre moitié a des réactivations/
réinfections, mais les données manquent sur ce der-
nier mode de transmission. Or la morbidité néona-
tale associée au CMV serait identique, quel que soit
le mode de transmission, primaire ou secondaire (30,
31). L'immunité préexistante vis-a-vis du CMV ne pro-
tege pas complétement contre la transmission feetale
(32). Les données des pays a forte séroprévalence
d’infections a CMV ont révélé que le taux d’infection
congénitale dans ces populations est plus élevé que
celui observé dans les populations a faible séropréva-
lence (33), suggérant un role important des réinfec-
tions. La contribution de I'infection secondaire au
poids de I'infection congénitale 2 CMV n’est pas limi-
tée aux populations a forte prévalence. Dans une
étude rétrospective portant sur 1 175 enfants dépistés
dans deux maternités parisiennes (61 % de séropré-
valence maternelle), pres de 50 % des nouveau-nés
infectés étaient nés de meres « séropositives » pour le
CMV avant la grossesse (15). Le risque de transmis-
sion lors d’'une infection secondaire est encore
incomplétement connu en raison du faible nombre
d’études disponibles, dont les deux tiers sont rétros-
pectives (4, 15, 18) : elle pourrait varier de 1,52 12 %
(34).

Tous les organes du foetus peuvent étre atteints en
cas d’infection congénitale : coeur (épanchement
péricardique...), foie (hépatomégalie), rate (spléno-
mégalie), systeme digestif (hyperéchogénicité intesti-
nale, ascite...), tout comme le placenta (placentomé-
galie) et le liquide amniotique (oligo ou hydramnios) ;
le feetus peut également parfois présenter un retard
de croissance intra-utérin. Cependant, la gravité de
I'infection congénitale a CMV est en lien avec I'at-
teinte du systéme nerveux central. Les principales
anomalies morphologiques cérébrales anténatales
sont des ventriculomégalies, des calcifications intra-
cérébrales, des anomalies du corps calleux et de la
gyration (Figure 1). L’absence d’anomalie morpho-
logique détectée par échographie ou IRM ne permet
pas de prédire I'inexistence d’une atteinte auditive
(35-37). En 2017, une nouvelle classification définis-
sant 'infection congénitale et la maladie a CMV a été
établie, et elle inclut désormais la perte auditive
neuro sensorielle (3) (Figure 2). En 2020, Demmler-
Harrisson et al. ont confirmé, aprés un suivi durant
18 ans d’enfants dont les méres avaient contracté une
infection a CMV pendant leur grossesse, I'importante
prévalence de I'atteinte auditive, respectivement chez
74 % et 20 % de ceux nés symptomatiques et asymp-
tomatiques, en lien avec des infections primaires et,
dans une moindre mesure, secondaires (38).

Fig. 1 - Echographie feetale avec signes évocateurs de feetopathie causée par le CMV.
A, ventriculomégalie bilatérale feetale ; B, calcifications cérébrales foetales ; C, ascite foetale.
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Maladie congénitale a cytomégalovirus modérément a sévérement symptomatique

- Manifestations multiples :
retard de croissance intra-utérin, hépatomégalie, splénomégalie, pétéchies, thrombopénie
et €lévation des concentrations sériques des transaminases ou de la bilirubine.

ou

- Atteinte du systéme nerveux central telle qu'une microcéphalie, des anomalies radiographiques
(ventriculomégalie, échogénicité périventriculaire, calcifications intracérébrales, malformations
corticales ou cérébelleuses), choriorétinite, surdité de perception, liquide cérébro-spinal anormal
pour l'age avec détection de 'ADN du cytomégalovirus.

Maladie congénitale a cytomégalovirus légérement symptomatique

Une ou deux manifestations isolées, modérées et transitoires (hépatomégalie, thrombopénie ou
concentration élevée des transaminases sériques), pouvent se superposer a des manifestations plus

graves.

rielle (2 21 décibels).

Maladie congénitale a cytomégalovirus asymptomatique avec surdité de perception isolée

Aucune anomalie apparente suggérant une infection congénitale, mais perte auditive neurosenso-

Maladie congénitale a cytomégalovirus asymptomatique

Aucune anomalie apparente suggérant une infection congénitale et audition normale

Fig. 2 - Classification de I'infection et de la maladie congénitale 2 CMV (d’aprés [3]).

Au total, a la naissance, 10 a 15 % des enfants infec-
tés seront symptomatiques et parmi eux, 3 a 4 %
décéderont. La majorité des enfants survivants (40 a
58 %) auront des séquelles développementales ou
neurosensorielles conséquentes (surdité profonde,
bilatérale...). Parmi les 85 2 90 % d’enfants asympto-
matiques a la naissance, 10 4 15 % d’entre eux auront
un risque de retard de développement ou de troubles
neurosensoriels tels qu'une perte auditive ou des
troubles visuels (30).

En I'absence de vaccin anti-CMV, des mesures pré-
venant la contamination des femmes enceintes,
notamment par la salive et les urines des jeunes
enfants, peuvent limiter non seulement la primo-
infection, mais aussi les réinfections. Des études
menées en France et aux E.-U ont montré que moins
de 50 % des femmes connaissent le CMV et les
moyens de s’en prémunir, mais sous-estiment la gra-
vité de l'infection congénitale (1, 39). En France,
plus de 40 % des parents d’enfants en créches, pour-
tant a haut risque de contamination, n’ont jamais
entendu parler de ce virus (40). Des conseils d’hy-
giéne diffusés au moment de la premiére consulta-
tion de grossesse chez des femmes dépistées « séroné-
gatives » diminueraient d’au moins 50 % le nombre

de « séroconversions » chez les femmes dépistées et
informées (41-42). En 2018, le Haut Conseil de Santé
publique a émis des recommandations pour la pré-
vention de I'infection a CMV chez la femme enceinte
et le nouveau-né par la diffusion large des conseils
d’hygiéne aux couples (évitement du contact avec la
salive, I'urine, les larmes, les sécrétions nasopharyn-
gées ou génitales des enfants ; lavage régulier des
mains) et pour les professionnelles de la petite
enfance (port de gants, lavage des mains, gel hydro-
alcoolique).

II. - ET AU TRAITEMENT

Il existe différentes molécules efficaces sur le
CMV. Les antiviraux administrés chez les nouveau-
nés (valganciclovir) ou chez les receveurs de cellules
souches hématopoiétiques (létermovir) n’ont a ce
jour pas l'autorisation de mise sur le marché chez les
femmes enceintes. Les autres antiviraux utilisés dans
la prise en charge des immunodéprimés (ganciclovir,
foscarnet et cidofovir) ne peuvent I'étre dans ce
contexte en raison de leur toxicité. A ce jour, un seul
essai randomisé a démontré que le valaciclovir
(8 g/j) diminuerait le risque de transmission

GEs
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materno-feetale de 30 a 11 % lors d’une primo-infec-
tion périconceptionnelle ou au cours du premier tri-
mestre de la grossesse (p = 0,027 ; odds ratio = 0,29 ;
95% CI 0,09-0,90) (43). Une étude multicentrique a
révélé, rétrospectivement, que le valaciclovir (8 g/j)
administré en cas d’infection congénitale, a partir du
moment de son diagnostic jusqu’a I'accouchement,
permet d’augmenter la proportion de nouveau-nés
asymptomatiques de 43 % a 82 % (44). Aucun effet
secondaire indésirable, tant chez les patientes que les
feetus recevants de fortes doses de valaciclovir, n’a été
rapporté (44).

Malgré des résultats encourageants constatés lors
d’études non randomisées, I'efficacité des immuno-
globulines hyperimmunes n’a pas été confirmée
dans les deux seules études randomisées publiées a
ce jour. L'une d’elles, parue en 2014 (45), a mis en
évidence un taux de transmission materno-foetale du
virus de 30 % chez les patientes recevant des immu-
noglobulines (contre 44 % dans le groupe contréle ;
p =0,13) et a révélé une augmentation, la encore
non significative, du risque de survenue d’événe-
ments obstétricaux indésirables (13 % contre 2 %) a
type de prématurité (7,6 %), de pré-éclampsie
(1,9 %) ou de retard de croissance intra-utérin
(3,8 %). Il a été opposé a cet essai thérapeutique une
administration de doses d’immunoglobulines trop
faibles (100UI/kg), pas assez fréquente (une dose
mensuelle) en raison de la demi-vie de 11 jours des
immunoglobulines, retardée (médiane d’administra-
tion a 5 semaines apreés le diagnostic de I'infection),
et 'inclusion de patientes ayant présenté une primo-
infection au deuxiéme trimestre (46). En 2020, un
autre essai clinique randomisé a débuté aux E.-U
avec les mémes critéres. L’essai, initialement prévu
chez 800 patientes, a été interrompu lors d’une ana-
lyse intermédiaire (399 inclusions) du fait d’un
manque d’efficacité du traitement : 22,7 % de trans-
mission materno-feetale du virus dans le groupe
« immunoglobulines » et 19,4 % dans le groupe
« placebo ». Les taux de prématurité n’étaient pas
statistiquement différents dans les deux groupes
(12,2 % contre 8,3 %) (47). Une trés récente étude
observationnelle de patientes primo-infectées avant
14 SA, auxquelles étaient administrées dans les trois
semaines suivant le diagnostic des immunoglobu-
lines a taux élevé (Cytotect®, 200UI/kg) tous les 15
jours jusqu’a 18 SA, a dévoilé un taux de transmis-
sion virale au foetus significativement (p < 0,0001)
plus faible que dans un groupe contréle (7,5 %
contre 35,2 %) (49). Une autre étude observation-
nelle, analogue au plan méthodologique a la précé-
dente, a confirmé ce constat, et 'efficacité des
immunoglobulines hyperimmunes, quel que soit le
terme de la grossesse (46). Ces deux études récentes
n’ont pas constaté de surrisque d’événements obsté-
tricaux, possiblement en lien avec I’arrét de I'immu-
nothérapie a 20 SA (48).

IV. - CONCLUSION

La connaissance et la prise en charge de I'infection
congénitale a CMV sont un enjeu de santé publique
en raison des handicaps sévéres possibles des enfants
atteints, mais également en raison du coft généré
pour la société. Le dépistage précoce d'une surdité
par le suivi pédiatrique prolongé en cas d’infection
congénitale permet de limiter la répercussion sur le
développement de la communication, sur la scolarité
et 'insertion sociale ultérieure de I’enfant.

Ainsi, en France, certains préconisent le dépistage
systématique de l'infection congénitale pour la mise
en place d’un traitement par valaciclovir en cas de
primo-infection au premier trimestre de la grossesse,
d’autres suggeérent une surveillance rapprochée des
foetus a risque par échographie, IRM et dépistage
néonatal ou encore un dépistage qu’en cas de situa-
tions obstétricales évocatrices. Ainsi, le CHRU de
Limoges (Centre National de Reference des Herpes-
viridae en collaboration avec le centre pluridiscipli-
naire de diagnostic anténatal) propose la prise en
charge suivante résumée dans les Figures 3 a 6, mais
le débat reste ouvert.

Des progres restent a accomplir dans le dépistage
et la caractérisation des infections secondaires, mais
également dans la prise en charge thérapeutique qui
n'est pas standardisée. Cependant, de nombreux anti-
viraux ou anticorps anti-CMV, administrés éventuel-
lement en association, laissent entrevoir des perspec-
tives de traitement.

En attendant la preuve définitive de I'efficacité des
nombreux vaccins étudiés dans la prévention de I'in-
fection congénitale chez les enfants nés de personnes
initialement « séronégatives », les conseils d’hygiéne
aux femmes enceintes et a la population générale res-
tent la meilleure stratégie de prévention.

CONFLITS D’INTERETS :
PCM : aucun

SA : déclare étre occasionnellement expert scienti-
fique pour GSK, Shire, Sanofi, MSD, Merck, Astra
Zeneca, Biotest, BioMérieux, Hologic ; avoir recu de
Biotest, des honoraires pour congrés, frais de voyage
et d’hébergement, sans financement personnel. SA a
été I'investigateur principal pour la France de I'étude
Solstice (Takeda) et est actuellement investigateur
principal de deux cohortes académiques : Cohorte
Navire, Cohorte BioSuport.

SH : déclare avoir recu de MSD vaccins des hono-
raires pour congres, frais de voyage et d’héberge-
ment, de Diasorin des honoraires pour congrés, de
Sanofi des honoraires pour congrés et de Roche
Diagnostics une rémunération en tant que conféren-
cier pour les Journées d’experts en virologie.
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PCR CMV et contrdle sérologique 15 jours plus tard Avidité des IgG et PCR CMV

AT\ e pu— —
(lg( - ) Qz(i*‘) " Avidité “Avidité “Av mim “Avidité > \
2 faible faible ) < forte forte )

PCR-. /\P(R+ 4

\JPCR+_ \PC R
R- Mesurer I'a .IdemI G Récupérer
PCR v g
v Y Y si avidité forte
Avidité faible Infection Infection X Y

récenteavec  récentesans  Infection  Réactivation
réplication réplication > 3 mois /réinfection

v h 4 o
Faux positif Séroconversion avérée virale | vimlo
SO -> Prise en charge en :
réaction croisée fonction du trimestre Si ces examens biologiques n’ont pas permis de poser le

diagnostic, effectuer un contrdle sérologique 15 jours plus tard,
et analyser un sérum recueilli avant ou au début de la grossesse

En cas d’infection durant la grossesse, primaire ou secondaire, un avis est indispensable
auprés d’un Centre pluridisciplinaire de diagnostic prénatal (CPDPN)

Fig. 3 - Stratégie diagnostique proposée en fonction de I'analyse sérologique maternelle, sans signe échographique et quel que
soit le terme de la grossesse.

Réaliser une étude sérologique (IgG et IgM anti-CMYV)
et virologique (PCR CMYV a partir du liquide amniotique)

Avidité faible des I1gG
Amniocentése -
[

Amniocentése
-

« Valaciclovir (8g/j) jusqu’a I'accouchement
« Echographic foctale tous les 15 jours jusqu’a ’accouchement
« IRM cérébrale feetale vers 32SA
v « Interruption médicale de grossesse & discuter selon la gravité des
* Echographic feetale mensuclle signes échographiques
* IRM cérébrale foctale * Virurie  la naissance

* Viruric & la naissance
En présence d'IgG et de signes échographiques, effectuer une PCR
sur le liquide amniotique, que des IgM soient présents ou non

Fig. 4 - Prise en charge médicale proposée par le CNR Herpesvirus (CHRU de Limoges), en présence de signes échographiques
évocateurs d’infection congénitale a CMV, quel que soit le terme de la grossesse.
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Primo-infection 4 CMV
péri-conceptionnelle ou au premier trimestre

Envisager un traitement par valaciclovir (8g/j)
jusqu’a I’amniocentése
Amniocentése
aprés 17SA ct 8 scmaines
apres la date présumée d’infection

/

PCR CMV - PCR CMV +
dans le liquide amniotique dans le liquide amniotique

« Traitement par valaciclovir (8g/j) possible jusqu’a I’accouchement

Risque d’infection feetale < 8 % « Ponction de sang feetal pour numération plaquettaire et charge virale

0 % de séquelles a long terme (a discuter) )
« Echographie feetale tous les 15 jours jusqu’a I’accouchement
l * IRM cérébrale feetale vers 32SA
Accouchement / \ »

\ Aucune atteinte Signes cérébraux sévéres

l ou atteinte extracérébrale 1

ou cérébrale modérée

- 5 décelée par imagerie Discussion d’interruption
Virurie 4 la naissance L ] e ek e

Fig. 5 - Prise en charge médicale proposée par le CNR Herpesvirus (Hopitaux de Necker et Limoges) en cas de primo-infection
au premier trimestre de la grossesse.

Séroconversion (primo-infection) suspectée,
Séroo;lvel;.lo- (prlmo-lllf;estrn) ke dafation laciuibls
ol sl T ou infection secondaire
« Echographie feetale mensuelle + Echographie foetale mensuelle
» IRM cérébrale feetale a 32SA * Virurie a la naissance
* Virurie a la naissance * IRM cérébrale feetale
si signes échographiques
Pas d’interruption médicale de la grossesse
en ’absence de signes lors des échographies ou de 'IRM

Fig. 6 - Prise en charge médicale proposée par le CNR Herpesvirus (CHRU Limoges) en dehors de la primoinfection au premier
trimestre.
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Implementation of a systematic screening for CMV infection during pregnancy in a French level 3
maternity hospital

P. COSTE MAZEAU [1-2-3-4], E. RIBOT [3], S. HANTZ [1-2-3], S. ALAIN [1-2-3]

@ Univ. Limoges, UMR 1092, Limoges, France; @ INSERM, UMR 1092, Limoges, France ; ®) National Reference center for Herpesviruses, Virology department, CHU Limoges, Limoges, France;  Gynecology and Obstetrics department, Limoges Univ.
Hospital, France

INTRODUCTION

Congenital CMV infection (cCMV), is the most common cause of neonatal neurological deficit of
infectious origin and the most common viral congenital infection with an estimated birth prevalence
of 0.2-6% in industrialized countries and the leading cause of non-genetic hearing loss.

Screening for congenital CMV infection is proposed in various countries independently of national
programs, but not validated by the French Health Authorities. Since January 2020, we have
implemented systematic screening for CMV during pregnancy at the Limoges Regional University
Hospital in France.

The main objective of our study was to evaluate the number of primary and secondary infections
with and without maternofetal transmission in the screening group.

| MATERIAL AND METHODS

This study was performed between 2018 and 2021 in our level 3 maternity. The proportion of primary and
secondary infections and the rate of maternofetal transmission were compared before and after 2020 on a
period of 18 months for each group. For screening, 4 serologies (CMV 1gG/IgM) are carried out during the 3rd,
6th and 8th month of pregnancy and at delivery, during routine follow-up. Avidity measurement of IgG and CMV
viral load were performed when IgM are positive. Since 2020, we propose Valaciclovir® (8g per day) for women
who have seroconverted in the first trimester and an amniocentesis. In cases of negative PCR in the amniotic
fluid, the treatment is stopped. If not, the treatment is continued until delivery. Neonatal screening is performed
with PCR on urine or saliva.

\ RESULTS )
Before 2020 | After2020 | p | S case of false neee!
Num.ber of 849 4909 weeks of gestation after 4
patients weeks of Valaciclovir®
Number of 972 8904 treatment, with
serologies congenital infection
Sample per patient 1.2 1.8 NS
(n)
Séroprevalence 53.7 55.1 0.45
(%)
ezl ) 5D SERD two case of non-primary
Maternal infection 6 (0.15) 16 (0.43) 0.02 infection of the third
(%) trimester with congenital
Newborns (n) 3810 3632 infection including one
symptomatic newborn
Congenital 4(0.16) 5(0.14) NS with serious unilateral
infection (%) hearing loss
L CONCLUSION |

Serological screening allows for earlier and more effective diagnosis of fetal damage and also for earlier neonatal management, which is
beneficial for infected children. Maternal anxiety induced by screening remains to be assessed.
Valaciclovir® treatment of primary infections cannot be implemented without cautious surveillance.
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This study was performed between 2018 and 2021 in our level 3 maternity. The proportion of
primary and secondary infections and the rate of maternofetal transmission were compared
before and after 2020 on a period of 18 months for each group. For screening, 4 serologies (CMV
1gG/IgM) are carried out during the 3rd, 6th and 8th month of pregnancy and at delivery, during
routine follow-up. Avidity measurement of IgG and CMV viral load were performed when IgM
are positive. Since 2020, we propose Valaciclovir® (8g per day) for women who have
seroconverted in the first trimester and an amniocentesis. In cases of negative PCR in the
amniotic fluid, the treatment is stopped. If not, the treatment is continued until delivery.

Implementation of a systematic screening for CMV infection during pregnancy in a French level 3 maternity hospital

Neonatal screening is performed with PCR on urine or saliva. )
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INTRODUCTION | RESULTS
Congenital CMV infection (cCMV), is the most common cause
of neonatal neurological deficit of infectious origin and the ) 849 4909
most common viral congenital infection with an estimated Number of patients
blrth prevalence of 0.2 G/n. in mdystrlallzed countries and the Number of serologies 972 8904
leading cause of non-genetic hearing loss.
Screening for congenital CMV infection is proposed in various Sample per patient 1.1 1.8 NS
countries independently of national programs, but not
validated by the French Health Authorities. Since January Seroprevalence (%) 53.7 55.1 0.45
2020, we have implemented systematic screening for CMV i
during pregnancy at the Limoges Regional University Hospital Delivery (n) 3926 3746
in France. q . ®
The main objective of our study was to evaluate the number of Materalipfection](Z) B(E1) 15 {(0es) 002
primary and secondary infections with and without Newborns (n) 3810 3632
maternofetal transmission in the screening group. o X
Congenital infection (%) 2(0.05) 4(0.11) NS
MATERIAL AND METHODS | one case of false negative amniotic wolcaselofinonprimarylintection
\ J of the third trimester with

fluid at 18 weeks of gestation after
4 weeks of Valaciclovir® treatment,
with congenital infection

congenital infection including one
symptomatic newborn with
serious unilateral hearing loss

| Conclusion

Serological screening allows for earlier and more effective diagnosis of fetal damage and also
for earlier neonatal management, which is beneficial for infected children. Maternal anxiety
induced by screening remains to be assessed. Valaciclovir® treatment of primary infections
cannot be implemented without cautious surveillance.
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Au quotidien: éviter le contact avec la salive et les urines

Bien se laver les mains au savon et & leu tiéde :

- Apres le bain ou le repas des enfants

- Aprés avoir mouché leur nez ou essuyé leur bouche

- _Aprés avoir manipulé les jouets 4 !

Ne pas partager les tasses, couverts, tétine, brosse & dents, ou la nourriture
Ne pas partager les serviettes ou gants de toilette

Nettoyer les jouets, les surfaces en contact avec la salive ou les urines

Ne pas embrasser les enfants sur la bouche

Pour les personnes travaillant en créche, pédiatrie, services d'enfants

handicapés : utilisation d'une solution hydro alcoolique aprés tout contact avec
un liquide biologique
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Annexe 6.

Gﬁ UMB-S 1092 B
@R Anti-infectieux : supports moléculaires des

résistances et innovations thérapeutiques
Emmel|

a Université  wzm=ilh !nserm

de Li moges S s e th HERPESVIRUS

Limoges
Potential of anti-CMV Immunoglobulins Cytotect® in vitro and ex vivo in first-trimester placenta model
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INTRODUCTION

With a risk of 30% of maternal transmission in case of HCMV primary infection, prevention of viral transmission to the fetus is essential to avoid neurological
sequelae in newborns. Several antivirals or antibodies are currently under study. We herein studied in vitro and ex vivo (placental model) the potential of
hyperimmune globulins Cytotect CP* (Biotest, Germany) as a candidate for congenital infection prevention.

MATERIAL AND METHODS

Cytotect CP* was incubated for one hour with extracellular HCMV virions from supernatants. Extracellular virions and Cytotect CP* were mixed at 2X to reach final
concentrations (MOI of 0.1 for virions in in vitro assays vs MOI of 1 in ex vivo and 0.005 U/mL, 0.015 U/mL, 0.05 U/mL, 0.15 U/mL, 1.5 U/mL for Cytotect CP® in in vivo
tests vs 0.015 U/mL, 0.15 U/mL, 1.5 U/mL and 5 U/ml in ex vivo). The mix was then plated on cells for a 3-hour incubation at 37°C. After medium renewal, plates were
incubated at 37°C for 5 days. After five days, sponges with placental explants were added. The trials were carried out in triplicate and on 3 different placentas.
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Cells viability Cells and villi viability were not impacted by Cytotect CP®.
In vitro and ex vivo neutralization tests have shown Cytotect® CP ability to
In FEH or ARPE-19 cells, the percentages of cell death due to the molecule inhibit the development of infection by endotheliotropic strains.
were null even for the highest concentration tested (20 units/mL). The CC50
and CC90 were therefore not reached.
A J

Therapies for HCMV represent a major unmet need. Suggested efficiency of Cytotect CP® in prophylaxis is sustained by our results in vitro and

in placental villi. Additional studies will be conducted to evaluate this molecule as a curative treatment.

Bibliography: 1. Morere et al. Ex vivo model of congenital cytomegalovirus infection and new We thank Biotest for supporting this research project and for
combination therapies. Placenta, 36 (2015), pp. 41-47 providing Cytotect®.
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INTRODUCTION CONCLUSION
We studied in vitro and ex vivo (placental model) the potential of hyperimmune globulins Cytotect Suggested efficiency of Cytotect CP° in prophylaxis is sustained by our results in vitro and in placental
CP* (Biotest, Germany) as a candidate for congenital infection prevention and curative treatment. villi. Additional studies will be conducted to evaluate this molecule as a curative treatment.
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Neutralizing activity of Cytotect CP® ° P! . Y y L. ? N .- Placenta viability
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even for the highest concentration tested (20 units/mL). The CC50 and in  collaboration  with Collection SN S 0
Biologique HME, Limoges (CRBioLim). SSPPAR 0 St ¢ Cytotect (UlmL)
CC90 were therefore not reached. ") S i
== Cells and villi viability were not impacted by Cytotect CP*. In vitro and ex vivo neutralization tests have shown Cytotect® CP ability to inhibit the development of infection by endotheliotropic strains.
For prevention of villi infection, EC50 was 0.018 U/ml at day 7. Cytotect-CP® did not inhibit viral growth in infected villi.
Bibliography: Morere et al. Ex vivo model of congenital cytomegalovirus infection and new combination therapies. Placenta, 36 (2015), pp. 41-47 We thank Biotest for supporting this research project and for providing Cytotect®.
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Certificate of Oral Presentation

We hereby confirm that the Oral Presentation entitled:

“NEW THERAPEUTIC PERSPECTIVE IN THE PREVENTION OF CONGENITAL CYTOMEGALOVIRUS
INFECTION ”

with authors:
Perrine Coste-Mazeau, Laurie Berto, Sébastien Hantz, Sophie Alain

was presented in the framework of the
European Congenital CMV Initiative (ECCI) Congress
that took place on October 20-21st, 2022 in Athens - Greece.
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Nouvelles approches dans la prise en charge de [linfection congénitale a
cytomégalovirus : du dépistage au traitement

L’infection congénitale a cytomégalovirus (CMV) est la plus fréquente des infections
congénitales et la premiére cause de handicap neurosensoriel d’origine infectieuse chez les
nouveau-nés. Ainsi, nous avons souhaité améliorer I'arsenal thérapeutique disponible et
organiser la prise en charge des femmes dés le début de la grossesse permettant 'acces au
traitement anténatal. Nos travaux ont visé deux objectifs complémentaires 1) la mise en place
et I'évaluation de I'intérét d’'un dépistage systématisé de I'infection a CMV durant la grossesse
au sein de notre maternité de type 3, au CHRU de Limoges. Nos résultats nous ont confortée
dans notre position sur l'intérét du dépistage de l'infection a CMV durant la grossesse selon,
néanmoins, des modalités différentes de celles actuellement mises en place dans notre centre.
2) I'’évaluation du potentiel inhibiteur d’anticorps anti-CMV et de nouveaux anti-viraux seuls ou
en association, en cultures cellulaires et a partir de modéles ex vivo de cultures d’explants
placentaires. Nos essais ont montré I'efficacité des Immunoglobulines hyperimmunes dans la
prévention de la transmission de I'infection, en particulier lorsque celles-ci étaient administrées
de fagon hebdomadaire. Néanmoins cette stratégie de prise en charge ne pourra étre valide
que par la mise en place d’'un dépistage systématisé mensuel au cours du 1°" trimestre de
grossesse, période foetale la plus a risque de séquelles séveres. L’éventail des molécules
antivirales anti-CMV est large et nous avons montré I'intérét de combiner des molécules ciblant
différents mécanismes du cycle viral pour optimiser leur efficacité sans augmenter leur toxicité,
ces molécules ne semblant pas a elles seules permettre une inhibition totale du virus.

Mots-clés : Cytomégalovirus ; grossesse ; infection congénitale ; dépistage ; traitement;
immunoglobulines hyperimmunes ; anti-viraux ; LAVR-289, letermovir, maribavir, aciclovir

New approaches to the management of congenital cytomégalovirus infection: from
screening to treatment

Congenital cytomegalovirus (CMV) infection is the most common congenital infection and the
leading cause of infectious neurosensory disability in newborns. Thus, we wished to improve
the available therapeutic arsenal and to organize the management of women from the
beginning of pregnancy allowing access to antenatal treatment. Our work had two
complementary objectives: 1) to set up and evaluate the interest of a systematic screening of
CMV infection during pregnancy in our type 3 maternity hospital, at the CHRU of Limoges. Our
results confirmed our advice on the interest of screening for CMV infection during pregnancy
according, nevertheless, to modalities different from those currently implemented in our center.
2) Evaluation of the inhibitory potential of anti-CMV antibodies and new anti-virals, alone or in
combination, in cell cultures and from ex vivo models of placental explant cultures. Our trials
have shown the efficacy of hyperimmune immunoglobulins in preventing infection
transmission, especially when administered weekly. Nevertheless, this management strategy
will only be valid if a systematic monthly screening is implemented during the first trimester of
pregnancy, the fetal period most at risk of severe sequelae. The range of anti-CMV antivirals
is wide and we have shown the interest of combining molecules targeting different mechanisms
of the viral cycle to optimize their efficacy without increasing their toxicity, as these molecules
alone do not seem to allow a total inhibition of the virus.

Keywords : Cytomegalovirus; pregnancy; congenital infection; screening; treatment;
hyperimmune immunoglobulin; anti-virals, LAVR-289, letermovir, maribavir, aciclovir



