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Abstract

Patients undergoing bone marrow transplantation are susceptible to many different bacterial, fungal and viral
infections. Among the viral pathogens, cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), and adenovirus
cause the greatest morbidity and mortality and have been the most common infectious causes of death
following the grafting of allogeneic marrow. This great susceptibility to viral infections is due to the
immunodeficiency in cellular and humoral immune responses lasting for months to years. Contributing factors
are high-dose chemo/radiotherapy, graft-versus-host disease (GVHD) prophylaxis/treatment, GVHD itself, the
degree of HLA disparity between donor and recipient and the underlying disease. Defects of T cell helper and
cytotoxic functions contribute to the great incidence of viral infections. We described here the kinetic of
immunological reconstituion and the role of T cell immunodeficiency. At day 30 to 40 after BMT, a minority of
patients had recovery of virus-specific CD8+ T-cell response. Between day 40 and day 90 recovery of
deficient CD8+ and CD4+ T cell responses occured in the majority of the recipients of HLA identical BMT but
only in the minority of the recipients of HLA partially incompatible BMT. New approaches should therefore be
envisaged either to preserve donor T-cell-mediate immunity or tho accelerate immune reconstitution. Add-
back of unmanipulated T-cells, or virus-specific T cells could improve antimicrobial defenses after BMT.

La greffe de moelle osseuse allogénique, bien que largement utilisée dans le traitement des patients atteints
de pathologies bénignes ou malignes du systéme lympho-hématopoiétique, reste un procédé lourd par la
morbidité et la mortalité qui y sont associées. En effet, malgré une reconstitution hématologique relativement
rapide aprés la greffe, le risque d'infection virale persiste plusieurs mois et ce, jusqu'a ce qu'un nouveau
systeme immunitaire compétent se mette en place. Les infections virales observées au cours de cette période
de déficit immunitaire sont liées aux herpés virus (cytomégalovirus, I'nerpés simplex et zoster, virus d'Epstein-
Barr). D'autres virus sont occasionnellement identifiés : adénovirus, rotavirus et entérovirus [1, 2].

Les principaux facteurs qui influencent le développement de la reconstitution immunitaire aprés greffe de
moelle osseuse sont :

- le degré d'incompatibilité HLA entre donneur et receveur,

- le type de conditionnement,

- la pathologie initiale,

- la manipulation du greffon et, la survenue d'une réaction du greffon contre I'héte aigu et/ou chronique
(GVH).

Le cytomégalovirus, le virus d'Epstein Barr et 'adénovirus humain sont responsables d'infections bénignes,
mais persistantes chez les individus immunocompétents, qui impliquent une balance extrémement fine entre



la surveillance immunologique et la mise en place de stratégies virales pour y échapper.

Les cellules T cytotoxiques jouent un réle majeur dans la défense contre ces infections virales.

Le but de cet exposé est d'essayer de faire le point sur la cinétique de la reconstitution immunitaire aprés
greffe de moelle osseuse et le risque viral. Quelques données d'immunothérapie adoptive seront également
rapportées.

Virus d'Epstein Barr

Le virus d'Epstein Barr (EBV) est un virus ubiquitaire appartenant a la famille des Herpés viridae capable
d'infecter et d'immortaliser /n vifro les lymphocytes B d'un sujet sain. La primo-infection par ce virus peut étre
responsable d'une infection aigué symptomatique (mononucléose infectieuse), mais reste asymptomatique
dans la plupart des cas. Aprés une primo-infection, ce virus persiste dans les lymphocytes B, sous une forme
latente non réplicative durant toute la vie de I'individu. Au contraire, l'infection par ce virus des cellules
épithéliales de I'oropharynx, entraine une production de virions responsables de la transmission horizontale
du virus par l'intermédiaire de la salive.

Les cellules B infectées par 'EBV sous forme latente expriment les six antigénes nucléaires EBNAs (EBV
nuclear antigens) 1,2,3A,3C et LP et les deux protéines LMPs (latent membran proteines) 1 et 2. Chez un
individu immuno-compétent, l'infection latente est sous le contrble des lymphocytes T cytotoxiques
spécifiques de I'EBV qui sont détectables a une fréquence de I'ordre de 1/1000 cellules T circulantes et qui
peuvent étre réactivés in-vitro par stimulation a l'aide d'une lignée lymphoblastoide B autologue. L'activité
cytotoxique (EBV-CTL) mémoire est préférentiellement dirigée contre les antigénes EBNA 3A, 3B et 3C [3-5].
La réponse humorale ne joue qu'un réle mineur dans le contrdle de la phase latente de I'EBV alors que, au
contraire, les lymphocytes T cytotoxiques semblent jouer un réle essentiel. En effet, les sujets porteurs d'un
déficit de I'immunité cellulaire présentent un risque extrémement élevé de développer des proliférations
incontrélées de lymphocytes B infectés par I'EBV polyclonales dans un premier temps, mais pouvant évoluer
vers une prolifération monoclonale, de pronostic trés péjoratif.

Le développement récent des allogreffes de moelle osseuse en situation non complétement HLA compatible
et des greffes d'organes, a entrainé une recrudescence des syndromes lymphoprolifératifs B induits par
I'EBV, conséquence directe soit du retard a la reconstitution immunitaire au décours des greffes de moelle
osseuse soit de I'immuno-suppression requise pour éviter ou traiter les phénomeénes de rejet. Cette
complication rare dans certains types de greffes, (rein, moelle osseuse en situation HLA identique) peut étre
beaucoup plus fréquente (environ 10 %) dans d'autres types de transplantation (coeur, poumon, moelle
osseuse HLA partiellement incompatible) [6- 8].

Dans le cadre des transplantation médullaires partiellement incompatibles intra-familiales [9, 10] ou HLA
identiques non apparenté [11, 12], plusieurs facteurs de risque ont été identifiés :

- Le degré de disparité HLA entre le donneur et le receveur,

- L'utilisation d'une déplétion en lymphocyte T du greffon a titre de prophylaxie de la GVH,

- Le traitement de la survenue d'une GVH aigué de grade IV par administration du sérum anti-lymphocytaire,
- La pathologie initiale indication de la greffe médullaire, en particulier le syndrome de Wiskott-Aldrich et les
leucémies aigués lymphoblastiques [13],

- Une deuxiéme greffe aprés échec de la premiére transplantation.

Dans le cadre de transplantation HLA géno-identique intra-familiale, la déplétion T du greffon représente le
principal facteur risque.

Ainsi, l'incidence des syndromes lymphoprolifératifs EBV-induits n'est que de 0,2 % chez les patients greffés
avec une moelle osseuse non T-déplétée issue d'un donneur HLA-génoidentique. Elle atteint 1-5 % des
patients greffés en situation HLA phénoidentique non apparentée, et 10-20 % des sujets greffés avec une
moelle HLA partiellement incompatible déplétée en lymphocytes T.

Ces lymphoproliférations induites par I'EBV se présentent le plus souvent sous forme de lymphomes diffus a
grandes cellules B qui peuvent étre oligoclonaux ou monoclonaux. Ces lymphomes expriment outre EBNA 1,
également EBNA 2, EBNA 3 et LMP 1. Leur découverte clinique est souvent suivie d'un décours fatal. Dans
plus de 80 %, ces lymphoproliférations se développent a partir de cellules B du donneur chez les transplantés
de moelle osseuse. Au contraire, chez les transplantés d'organe, elles se développent le plus souvent a partir
des lymphocytes B du receveur. L'EBV sous sa forme épisomale est détecté dans plus de 90 % des
lymphoproliférations. Le pronostic est trés sombre puisque dans certaines études le taux de mortalité



dépasse les 70 %.

Une autre caractéristique de ces lymphomes, survenant aprés greffes de moelle osseuse, est leur apparition
précoce, c'est a dire, entre le deuxiéme et le quatriéeme mois apres greffe. En effet, plus de 50 % des
lymphoproliférations EBV-induites sont détectées pendant les quatre mois qui suivent la transplantation mais
le pourcentage décroit successivement et on ne retrouve plus de lymphomes EBV au dela du huiti€me mois.
Cette pathologie maligne est donc le résultat de I'émergence de clones de cellules B transformées du
donneur quand les cellules lymphoides potentiellement capables de limiter leur croissance sont a leur valeur
la plus basse.

Tout récemment, il a été conduit une étude visant a analyser et quantifier la réponse cellulaire T
spécifiguement dirigée contre 'EBV apres greffe allogénique déplétée ou non en cellules T. Cette étude
corréle ce défaut de I'immunitté cellulaire avec la susceptibilité a développer une lymphoprolifération EBV.
Les cellules effectrices étudiées dans ce travail étaient essentiellement des lymphocytes T, les cellules
natural-killer étant sélectivement déplétées dans la préparation de cellules effectrices.

Sur les 26 patients évalués dans cette étude, trois mois apres la greffe, aucun d'entre eux ne montrait une
réponse cytotoxique MHC restreinte spécifiquement dirigée contre I'EBV. C'est au bout de six mois qu'une
fréquence de précurseurs cytotoxiques (CTLp) dirigés contre la lignée EBV autologue transformée,
comparable a celle que I'on détecte chez des adultes séropositifs sains [14]. Ces résultats corroborent ceux
gue nous avons rapporté dans une étude multicentrique frangaise, concernant des greffes HLA partiellement
compatibles, pour des enfants atteints de leucémie aigué lymphoblastique a haut risque. Dans cette étude,

nous avons vu que le nombre de 500 lymphocytes T CD3+/mm?3 est atteint dans un délai variable de trois a
six mois apres greffe. Dans ce méme groupe de patients, une réponse aux mitogenes est détectable sept
mois aprés réalisation de la greffe et la réponse aux antigénes en moyenne neuf mois avec une variabilité de

six a quatorze mois. Un nombre de lymphocytes CD4+ supérieur a 500/mm3 est observé dans l'année qui
suit la greffe. Pendant cette période de profond déficit T on observe une absence de réponse cytotoxique
contre I'EBV, ce qui correspond exactement a la période durant laquelle les patients peuvent développer une
lymphoprolifération EBV-induite [13].

Le point surprenant qui émerge de I'étude de Lucas et al. [9] est I'absence de différence dans la cinétique de
restauration de la réponse cellulaire anti-EBV que la moelle osseuse soit ou non T déplétée. En effet, les
receveurs d'une moelle osseuse T déplétée recoivent une dose de lymphocytes T clonables variant entre 2 x

10% et 1 x 105/kg, dose qui est 500 a 1000 fois moins importante que celle transférée avec une moelle
osseuse non manipulée. La conséquence est une diminution drastique du nombre des clones T anti- EBV
infusés aux receveurs d'une greffe déplétée. Ce résultat doit donc étre évalué avec prudence compte tenu du
faible nombre des effectifs étudiés par ces auteurs. D'autres paramétres doivent probablement étre pris en
considération.

Deux approches ont été récemment évaluées pour diminuer l'incidence des infections a EBV : la déplétion du
greffon en lymphocytes B [15] et I'infusion des clones T anti-EBV [16].

Adénovirus

Il existe environ cinquante stéréotypes d'adénovirus humain qui sont divisés en six familles sous la base de
leurs caractéristiques immunologiques, moléculaires et fonctionnelles [17]. D'un point de vue physique, les
adénovirus sont des virus contenant un génome a double bras d'ADN linéaire d'environ trente cing Kb.
L'adénovirus se lie a un récepteur cellulaire dont l'identité n'est pas connue et, il est internalisé aprés liaison
avec une protéine secondaire récemment identifi€e comme récepteur de la vitronéctine [18]. Le virus est
internalisé dans les lysosomes et le core viral libéré migre dans le noyau ou la transcription de I'adénovirus
peut commencer. La plus grande partie de la population adulte (plus de 85 %) présente des anticorps
sériques dirigés contre de nombreux séréotypes d'adénovirus communément diffusés. Les individus infectés
développent une immunité anti-adénovirus qui perdure toute leur vie ; ce virus reste dans l'organisme sous
forme latente.

Les affections produites par I'adénovirus sont rarement graves chez les enfants et les adultes sains, mais
elles peuvent étre sévéres et compromettre le pronostic vital des individus immuno-déprimés.

On sous-estime le rble de I'adénovirus dans les infections aprés greffe. En effet, dans une étude rétrospective
chez 201 receveurs d'une greffe phénoidentique non apparentée ou partiellement incompatible, I'adénovirus a
été détecté chez 21 % des sujets adultes, par culture dans les liquides biologiques et, chez 31 % des sujets



d'age pédiatrique [19w].

Cing des six sous groupes d'adénovirus ont été détectés. L'association entre l'infection sévére a adénovirus
et I'immunodéficience de type cellulaire suggére que I'adénovirus est normalement contrdlé par la réponse
immunitaire cellulaire. Il n'existe pas a I'heure actuelle de médicaments efficaces contre les affections
d'adénovirus, mais il est possible que le transfert adoptif d'une réponse cellulaire et humorale, puisse
contrbler chez ces sujets immuno-déprimés l'infection adénovirale comme il a été décrit pour le virus
d'Epstein Barr [16].

On connait trés peu de choses sur la réponse cellulaire a I'adénovirus. Une étude récente indique que les
sujets normaux séropositifs pour I'adénovirus, ont des réponses cellulaires de type mémoire comme il a été
démontré /n vifro grace a la prolifération des cellules Tauxilliaires en réponse a des virions d'adénovirus
purifiés.

Une deuxiéme étude démontre que les protéines de capside virale purifiées peuvent stimuler la prolifération
de cellules mononucléées périphériques /in vitro, mais l'identité des cellules effectrices n'a pas encore été
déterminée [20, 21].

Les cellules NK ne jouent pas un role déterminant dans I'élimination des cellules humaines infectées par
I'adénovirus. En effet, aprés infection, il n'y a pas de diminution de I'expression membranaire des antigénes
majeurs d'histo-compatibilité (MHC) de classe |, comme on observe chez les rongeurs [22].

Dans un modéle /in vitro d'infection de cellules dendritiques par I'adénovirus, il a été montré I'existence d'une
réponse MHC restreinte et d'une réponse liée a la présence de cellules NK CD56+.

Une cross-réactivité existe entre les clones T dirigés contre des sérotypes différents et les principales cibles
de cette cytotoxicité sont les protéines de la capside virale.

D'une fagon analogue, les clones T isolés du sang périphérique des individus immunisés sont essentiellement
dirigés contre les protéines du capside.

La reconnaissance de I'Antigéne capsidique peut amener a la cytolyse rapide des cellules infectées sans qu'il
y ait besoin d'assemblage des virions comme pour d'autres virus humains a ADN (ex cytomégalovirus et
herpés simplex). Les infections a adénovirus se développent apres greffe, plus t6t chez les enfants (< 30
jours) que chez les adultes (> 90 jours). La raison de cette différence est mal comprise.

Les données concernant la cross-réactivité entre clones cytotoxiques dirigés contre les différents sérotypes
ont une importante conséquence clinique, surtout en ce qui concerne le développement des clones T
cytotoxiques spécifiques de I'adénovirus utilisables en thérapeutique humaine. Dans un cas, des lymphocytes
T du donneur non manipulés ont été utilisés avec succés pour traiter une infection adénovirale aprés greffe
de moelle osseuse, dans un cas [23].

Cytomegalovirus

L'histoire naturelle de l'infection a cytomégalovirus a fait I'objet de nombreuses études.

Aprés une infection primaire, les sujets immuno-compétents développent une pathologie modeste ou sub-
clinique et le virus rentre dans une phase latente. Bien que les sujets sains CMV séropositifs ne présentent
aucune évidence d'infection active, la fréquence des précurseurs cytotoxiques (CTLp) CMV-spécifiques reste
trés élevée et comprise entre 1/5000 et 1/20000 des lymphocytes T du sang périphérique.

Cette fréquence persistant tout au long de la vie, suggére que la réponse Tet plus particulierement CD8 joue
un rOle actif dans la protection de I'héte vis a vis d'une réactivation virale [24].

Un mois aprés une greffe HLA géno-identique, les CTL anti-CMV CD8 (+) classe | restreints sont indécelables
chez 70 % des malades évalués [25].

Une activité cytotoxique anti-CMV commence a étre présente a partir de trois mois chez 50 % des malades
greffés et devient quantitativement comparable a celle du donneur avant greffe dans un délai variable de trois
a huit mois post-greffe [25-26].

Cette variabilité multi-factorielle est liée d'une part, a la survenue d'une GVH aigué et d'autre part, au déficit
de fonctions auxilliaires. Bien qu'il n'y ait pas de corrélations entre prolifération /in vitro et protection anti-
infectieuse /n vivo, une corrélation existe entre la présence ou I'absence d'une prolifération T auxilliaires CMV
spécifique et le développement d'une activité T cytotoxique. Ceci est en accord avec les résultats récemment
publiés par Riddel ou la persistance /n vivo des clones T CD8 + est augmentée par l'apparition des cellules
CD4 + proliférantes contre ce virus [27]. Dans le travail ici rapporté, I'absence de CTL anti-CMV
s'accompagne chez 60% des receveurs du développement d'une pneumopathie interstielle au decours fatal.



Par contre, la présence d'une réponse cytotoxique spécifique semble protéger des formes séveres d'infection.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans un modéle mirin de maladie a CMV et nous incitent a
proposer des protocoles d'immunothérapie adoptive.

Conclusions et perspectives

Aprés une greffe de moelle osseuse, un profond déficit immunitaire caractérise les premiers six mois. Au
cours de cette période, I'absence presque totale de réponse de I'immunité cellulaire a pour conséquence une
fréquence élevée d'infections virales a pronostic réservé. Des efforts sont actuellement mis en oeuvre par
différentes équipes pour essayer de diminuer le risque viral. L'immunothérapie adoptive avec infusion des
clones de lymphocytes T dirigés contre les virus en cause, représente une approche envisageable dans les
toutes prochaines années.
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