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Résumeé

La maladie lymphoproliférative post-greffe (MLP) est une complication grave chez les greffés
(d’organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques) immunosupprimés suite a
l'infection par le virus Epstein-Barr (VEB). En 1’absence d'une réponse efficace des
lymphocytes T cytotoxiques, les cellules B infectées par le VEB peuvent proliférer et donner
lieu a la MLP. Dans le cas des receveurs de greffe immunosupprimés, les cellules B infectées
par le VEB de facon lytique, produisent activement de nouveaux virions. Ces derniers
infectent les cellules B voisines, entrainant leur expansion polyclonale. La gp350, une protéine
du cycle lytique située dans l'enveloppe virale, joue un role important dans l'infection par le
VEB. Elle interagit avec le récepteur CD21 exprimée a la surface des cellules B pour
permettre 1’entrée du virus. Ainsi, des anticorps neutralisants anti-gp350 sont considérés étre
des acteurs clés dans le blocage de l'infection, empéchant ainsi le développement de la MLP.
L'effet protecteur des immunoglobulines intraveineuses (IglV) a titre prophylactique contre le
VEB et la MLP chez les greffés de cellules souches hématopoiétiques n’est pas clairement
démontré. Par conséquent, le premier objectif de cette thése a proposé d'évaluer I'efficacité des
IglV contre l'infection par le VEB et la MLP chez les receveurs de cellules souches
hématopoiétiques. Le deuxiéme objectif a proposé de déterminer, en utilisant la technique
ELISpot, si la présence d'une réponse forte des lymphocytes T contre l'antigéne précoce
BMLF1 du cycle lytique du VEB pourrait constituer un marqueur de protection contre la MLP
chez les greffés de cellules souches hématopoiétiques. Les résultats ont montré d'une part que,

si les IgI'V peuvent neutraliser efficacement l'infection par le VEB in vitro, ils ne protégent pas



efficacement les patients greffés contre l'infection par le VEB in vivo. D'autre part, I'é¢tude de
la réponse des lymphocytes T contre des antigénes du VEB a démontré que les cellules T de
certains patients sont capables de reconnaitre l'antigene lytique BMLF1. Cette réponse

spécifique des lymphocytes T peut s’avérer un bon marqueur de la protection contre la MLP.

Les résultats de cette thése démontrent que I’infection lytique au VEB joue un rdle
fondamental dans le développement de la MLP. Les données indiquent également que la
présence d'une réponse spécifique des lymphocytes T contre un antigéne du cycle lytique du
VEB peut constituer un bon marqueur de la protection contre la MLP. Cependant, le
traitement des patients recevant des greffes de cellules souches hématopoiétiques avec les IglV

n’apparait pas efficace dans la prévention de la MLP.

Mots-clés : virus Epstein-Barr, maladie lymphoproliférative post-greffe, sang de cordon,

moelle osseuse, immunosuppression, immunoglobulines intraveineuses, cellules T.
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Abstract

Post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD) is a serious complication in
immunosuppressed transplant patients following infection by the Epstein-Barr virus (EBV). In
the absence of an efficient cytotoxic T-lymphocyte response, EBV-infected B cells can expand
in number and give rise to PTLD. In the immunosuppressed setting, EBV infected B cells are
postulated to be lytically activated, such that the virions released can infect bystander B cells,
resulting in polyclonal B cell expansion. Because gp350, a lytic-cycle protein located in the
viral envelope, plays an important role in EBV infection, anti-gp350 neutralizing antibodies
are thought to be a key player in blocking infection, hence preventing the development of
PTLD. The use of intravenous immune globulin (IVIG) as a prophylactic against opportunistic
infections (including EBV) for patients receiving hematopoietic stem cell transplantation calls
into question the effectiveness of IVIG to inhibit or temper EBV infection in this patient
group. Therefore the first objective of this thesis proposed to evaluate the efficacy of IVIG
against EBV infection and PTLD in hematopoietic stem cell recipients. The second objective
proposed to determine, using the ELISpot technique, whether the presence of a strong T cell
response against the EBV lytic-cycle antigen BMLF1 could constitute a marker for protection
against PTLD in hematopoietic stem cell transplant recipients. The results revealed firstly that,
while IVIG can efficiently neutralize EBV infection in vitro, it does not effectively protect
transplant patients against EBV infection in vivo. Secondly, the study of the T-cell response
against EBV antigens demonstrated that T cells from certain patients are able to recognize the
BMLF1 lytic-cycle antigen. This specific T-cell response may prove to be a good marker of

protection against PTLD.
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In summary, the results of this thesis demonstrate that EBV lytic infection plays a
fundamental role in PTLD development. The data also indicate that the presence of a specific
T-cell response against an EBV lytic-cycle antigen may constitute a good marker of protection
against PTLD. However, IVIG treatment of patients receiving hematopoietic stem cell grafts

does not appear effective in preventing PTLD.

Keywords: Epstein-Barr virus, post-transplant lymphoproliferative disease, cord-blood, bone

marrow, immune suppression, intravenous immune globulin, T cells.
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FBS Fetal Bovine Serum, sérum foetal de boeuf
GaHV-1 Gallid Herpesvirus-1

GaHV-2 Gallid Herpesvirus-2
G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor
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Gp350 Glycoprotéine-350

GvHD Graft versus Host Disease

HCMV Human Cytomegalovirus

HHV-4 Human Herpesvirus-4

HHV-6 Human Herpesvirus-6

HHV-8 Human Herpesvirus-8

HLA Human Leucocyte Antigen

HSP 70 Heat Shock Protein 70

HSP 90 Heat Shock Protein 90

HSV-1 Human Simplexvirus-1

ICT Irradiation Corporelle Totale
IFN-a Interféron-alpha

IFN-y Interféron-gamma

IgA Immunoglobuline A

IgG Immunoglobuline G

IglV Immunoglobuline Intraveineuse
IgM Immunoglobuline M

IL- Interleukine

IL-1ra Recepteur antagoniste de 1’IL-1
IL-10v Interleukine-10 virale

IR Internal Repeat

IVIG Intravenous Immunoglobulin

kDa kilo Dalton

KIR Killer cell Ig-like Receptor

Kpb kilo paire de bases

LCL Lignée Cellulaire Lymphoblastoide
LMP Latent Membrane Protein

MCMV Mouse Cytomegalovirus

MCP Monocyte Chemoattractant Protein
MI Mononucléose Infectieuse

MIP-1a Macrophage Inflammatory Protein-1alpha
MLP Maladie Lymphoproliférative Post-greffe
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Open Reading Frame
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Post Transplant Lymphoproliferative Disease
Rotation Par Minute

Roswell Park Memorial Institute medium
Standard Error of the mean

Spot Forming Cells
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Specificity protein 1

Transporter associated with Antigen Processing
T helper 1 lymphocytes

T helper 2 lymphocytes

Tall Like Receptor

Tumor Necrosis Factor

Terminal Repeat

Unique sequence 1-5

Long Unique sequence

Short Unique sequence

Virus Epstein-Barr

Viral Capside Antigen

Viral Capside Antigen-Protein 18 kDa
Viral Capside Antigen-Protein 40 kDa
Virus de I’Immunodéficience Humaine
Varicella-Zoster Virus

Maladie Lymphoproliférative liée a I’X
Zinc Binding Protein-89
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Avant-propos

La maladie lymphoproliférative post-greffe (MLP) est une forme de lymphome non
hodgkinien qui résulte de la capacit¢ unique du VEB a infecter et immortaliser les
lymphocytes B. Son taux d’incidence est plus élevé chez I’enfant (53%) que chez I’adulte
(15%). L’infection par le VEB est I’'un des principaux facteurs de risque de développer la
MLP. Elle survient généralement durant le jeune age. Ainsi, les enfants sont plus a risque de
faire une infection primaire au VEB et sont plus vulnérables au développement de la MLP.
Dans le contexte d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques, son incidence est de 1 a
3%. La MLP constitue 1’'une des complications majeures chez les enfants greffés de cellules

souches hématopoiétiques.

En plus du jeune age et de I’infection par le VEB, la sévérité de I'immunosuppression
due au régime de conditionnement, est un grand facteur de risque associée a la MLP. Elle
inhibe la capacité du systeme immunitaire de I’hote a freiner la lymphoprolifération en raison
du recouvrement tardif des cellules T cytotoxiques. Ainsi, la recherche de traitements
sécuritaires et efficaces contre I’infection par le VEB reste fondamentale pour la prévention du

développement de la MLP chez les patients immunosupprimés.

En guise de traitement prophylactique pour prévenir les infections (incluant le VEB),
les cliniciens administrent aux receveurs de greffes (d’organes solides ou de cellules souches
hématopoiétiques) des immunoglobulines intraveineuses (IgIV) en combinaison avec les
antiviraux. Cependant, leur efficacité dans la prévention ou le traitement de la MLP est

controversée.
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Dans ce projet, nous abordons deux problématiques principales. La premiére consiste a
évaluer Defficacité des IglV dans la prévention de I’infection par le VEB et la MLP chez les
enfants greffés de cellules souches. La deuxieéme vise a déterminer si la présence d’une robuste
réponse spécifique contre les antigénes du VEB est un bon marqueur de protection contre la
MLP chez les jeunes patients greffés de cellules souches hématopoiétiques. Ces travaux
permettront aux cliniciens de cibler un traitement prophylactique plus efficace pour prévenir la
MLP et d’identifier plus efficacement les patients a risque de développer la MLP. Les résultats
sur I’efficacité des IgIV contre I'infection par le VEB chez les enfants greffés de cellules

souches font I’objet d’un article qui sera soumis prochainement pour publication.

Cette theése comporte quatre chapitres principaux. Le chapitre I présente 1’état des
connaissances sur l’infection par le VEB, la greffe de cellules souches hématopoiétiques, la
maladie lymphoproliférative post-greffe associée au VEB et les traitements disponibles
incluant les IgIV. Il se termine par une présentation de la problématique de 1’étude ainsi que
les hypothéses et les objectifs de recherche. Le chapitre II présente la méthodologie et le
matériel utilisés pour atteindre ces objectifs. Le chapitre III présente les résultats obtenus au
cours de cette these. Enfin le chapitre IV présente une discussion permettant d’interpréter les
résultats en intégrant les connaissances actuelles, suivi des principales conclusions et des

prespectives d’avenir.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION



1.1 Découverte du virus Epstein-Barr

En 1958, le chirurgien anglais Denis Burkitt a identifi¢ une forme de tumeur de la machoire
chez des enfants en Ouganda (Afrique de I’est) qu’il a nommé le lymphome de Burkitt [1]. Il a
remarqué que ce lymphome est fréquent dans cette région de I’ Afrique. Il relia cette fréquence
aux caractéristiques géographiques et climatiques de la région [2]. Ainsi, un ou plusieurs
facteurs biologiques seraient impliqués dans 1’étiologie de cette tumeur. Ces facteurs seraient
des agents infectieux propagés par un insecte dépendamment du climat. De nombreuses études
axées sur la détection d’une présence de virus dans les biopsies de lymphomes de Burkitt
furent entamées. Ce n’est qu’a la fin de 1963 que des particules virales ont été observées dans
des cellules tumorales au microscope électronique [3]. Le virus a ét¢ morphologiquement
reconnu comme un membre des virus herpés [4]. Son nom « Epstein-Barr » vient du fait que,
les premiceres étapes de production des cultures continues de lymphoblastes issus des biopsies
du lymphome de Burkitt, ont été¢ produites par le Dr Anthony Epstein et son étudiante Yvonne
Barr. Pour différencier ces cellules des autres en culture dans le laboratoire, elles ont été
nommées EB. Ainsi, le virus produit par ces cellules a aussi été appelé virus EB (VEB) [5].
Quatre ans plus tard, 1’équipe de Henle I’a identifi¢ comme étant 1’agent étiologique de la
mononucléose infectieuse [6]. En 1970, il a été associé au carcinome nasopharyngé par la
détection du virus dans les tissus des patients [7]. Dans les années 1980, le VEB a été associé
aux lymphomes reliés a DI’immunodéficience acquise (SIDA) [8] et a la maladie
lymphoproliférative B post-greffe dans les conditions immunosuppressives [9, 10]. L’équipe
de Su a publié¢ en 1989 que la lymphohistiocytose hémophagocytaire est une forme létale de

I’infection primaire par le VEB ou de la mononucléose infectieuse [11]. Depuis cette



publication, de nombreuses études pilotes ont permis une meilleure compréhension de la
pathogenése du VEB et des mécanismes par lesquels il persiste chez I’hdte. Cependant,
plusieurs aspects concernant, entre autres, son mode d’infection et sa réactivation ne sont pas
clairs. De nos jours, I’infection par le VEB ou sa réactivation constitue une préoccupation
majeure chez les patients immunosupprimés receveurs de greffes d’organes ou de cellules

souches hématopoiétiques.

1.2 Classification du virus Epstein-Barr

Le VEB est un membre de la famille des Herpesviridae qui ont été classifiés en fonction de
leurs propriétés biologiques en trois sous-familles. Chaque sous-famille est classifiée en genre
selon la similarité des séquences d’ADN, de leur arrangement ainsi que de I’homologie des

protéines virales (Figure 1.1) [12].
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Figure 1.1: Classification des Herpesviridae (adapté de Pellett et Roizman. 2013) [12].

La premicére sous-famille nommée Alphaherpesvirinae, contient les genres
Simplexvirus (HSV-1, Human Simplexvirus-1), Varicellovirus (VZV, Varicella-Zoster virus),
Mardivirus (GaHV-2, Gallid Herpesvirus-2) et lltovirus (GaHV-1, Gallid Herpesvirus-1). Elle
se caractérise par une gamme variable d’hotes, un cycle réplicatif court, une rapide
propagation en culture avec une destruction efficace des cellules infectées [12]. La sous-
famille Betaherpesvirinae, contrairement a la précédente, a une gamme restreinte d’hotes, un

long cycle réplicatif et une lente propagation en culture. Elle contient les genres



Cytomegalovirus (HCMV, Human Cytomegalovirus), Muromegalovirus (MCMV, Mouse
Cytomegalovirus), Roseolovirus (HHV-6, Human Herpesvirus-6) et Proboscivirus (EHV-1,
Elephantid Herpesvirus-1) [12]. La troisiéme sous-famille ou Gammaherpesvirinae comprend
principalement 4 genres : les Lymphocryptovirus (VEB), les Rhadinovirus (HHV-8, Human
Herpesvirus-8), les Macavirus (AIHV-1, Alcelaphine Herpesvirus-1) et les Percavirus (EHV-

2, Equine Herpesvirus-2) [12].

1.3 Structure du virus Epstein-Barr, son génome et ses genes

codés

1.3.1 Structure

Le VEB se caractérise par son tropisme lymphocytaire et sa capacit¢ a induire une
prolifération de ses cellules hétes chez lesquelles il a établi une infection latente. Il porte aussi
le nom de virus herpés humain de type 4 (HHV-4, Human Herpesvirus-4). Le VEB est formé
d’une nucléocapside avec 162 capsomeres, d’une enveloppe externe riche en glycoprotéines
formant des pointes externes et d’un tégument localisé entre la nucléocapside et I’enveloppe

externe (Figure 1.2) [13].
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Figure 1.2: Structure du VEB (adapté de Longnecker et al. 2013) [13].



1.3.1.1 La nucléocapside

La nucléocapside comprend la protéine majeure de la capside de 155 kDa, la protéine mineure
de la capside de 30 kDa, la petite protéine de la capside de 18 kDa, la protéine de liaison de la

protéine mineure de 40 kDa et la protéine portail (ou entrée) de 68 kDa [13].

1.3.1.2 Le tégument

Le tégument est formé des composantes communes aux téguments des Herpesviridae et des
composantes spécifiques aux téguments de la sous-famille des Gammaherpesvirinae [13].

Parmi les composantes communes, on note:

® la grande protéine du tégument de 350 kDa (BPLF1)

® laprotéine liant la grande protéine de 140 kDa (BOLF1)

® laprotéine myristoylée de 15 kDa (BBLF1)

® laprotéine liant la protéine myristoylée de 32 kDa (BGLF2)
® laprotéine associée a la capside de 58 kDa (BVRF1)

® laprotéine d’emballage de 58 kDa (BGLF1)

* laprotéine palmitoylée de 27 kDa (BSRF1)

* lakinase de 47 kDa (BGLF4)

Les composantes spécifiques sont constituées de cinq protéines distinctes [13]. Ce sont :

® laprotéine majeure du tégument, BNRF1 de 140 kDa
* laprotéine BLRF2 de 19 kDa
* laprotéine BRRF2 de 72 kDa

* laprotéine BDLF2 de 54 kDa



* laprotéine BKRF4 de 42 kDa

En plus des composantes communes et spécifiques, les protéines cellulaires telles que
I’actine, la B-tubuline et les protéines de choc thermique (Hsp 70 et Hsp 90) font partie des
composantes du tégument du VEB [14]. Ceci est probablement attribué au processus

d’enveloppement cytoplasmique [13].

1.3.1.3 L’enveloppe externe

L’enveloppe externe est majoritairement formée des glycoprotéines [13, 14] suivantes :

la glycoprotéine majeure de I’enveloppe ou gp350 (BLLF1)

les glycoprotéines gH (BXLF2), gB-N, gB-C et gB (BALF4)

les glycoprotéines gp42 (BZLF2), gM (BBRF3), gp78 (BILF2)

les glycoprotéines gN (BLRF1), gp150 (BDLF3) et gL (BKRF2)
1.3.2 Génome du virus Epstein-Barr et ses génes codés

Le VEB est un virus a8 ADN double brin linéaire de 184 kpb (kilo paire de bases) [15].

L’arrangement de ses génes est présenté ci-dessous (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Arrangement des geénes du VEB [13].



Les deux extrémités de ’ADN linéaire sont formées par un nombre variable de répétitions
directes disposées en tandem. Ces répétitions se nomment « répétitions terminales » ou
« TRs » (Terminal Repeats) avec une taille de 0.5 kpb [16]. Elles constituent les points de
jonction circulaire de I’ADN viral. Plusieurs répétitions directes internes ou IR1 (internal
repeats) de 3 kpb disposées en tandem, divisent le génome en deux domaines de séquences
uniques. Il s’agit du domaine US (Short Unique sequence) de 1.5 kpb et du domaine UL (Long
Unique sequence) de 150 kpb. Ces derniers contiennent presque la totalit¢ de la capacité
codante du génome [17]. Les répétitions directes IR2, IR3, IR4 définissent les domaines des
séquences uniques U2, U3, U4 et U5 [18]. Le génome comprend plus de cent cadres de lecture
ou ORFs (Open Reading Frames) et environ 60% des génes ont déja été caractérisés. Ils sont
nommés selon leur position sur la carte de restriction par rapport a I’endonucléase BamHI [19]
et sont repartis en geénes latents et lytiques. Les génes latents sont les génes exprimés durant
I’infection non productive et leurs ORFs sur le génome viral, en forme d’épisome, sont

illustrés sur la Figure 1.4.
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Figure 1.4 : Localisation des genes latents du VEB sur I’ADN viral double brin circulaire (ou
¢pisome) (adapté de Young et Rickinson. 2004) [20]. La partie orange représente
I’origine de réplication (OriP). Les grandes fléches vertes représentent les exons
codant chacune des protéines latentes. Les petites fleches vertes indiquent la

direction dans laquelle les génes codant ces protéines sont transcrits [20].

1.3.2.1 Génes latents

Les genes latents sont les plus impliqués dans les lymphomes associés au VEB. Au total, 12

genes latents sont caractérisés. Selon leur modele d’expression, ils sont associés a trois
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principaux programmes de latence qui sont : les latences I, II et III. L’expression unique des

EBERs, ’EBNA-I et des BARTS qualifie la latence I. A ceux-ci s’ajoutent les LMP-1, -2a et

-2b ainsi que BARF-1 dans la latence II. La latence III quant a elle, se démarque par

I’expression de douze geénes latents. En plus des sept génes mentionnés précédemment, on

note les EBNA-2, -3A4, -3B, -3C et —LP [19, 21]. Pour la transcription de 1’ensemble de ces

geénes, cinq promoteurs distincts sont impliqués. Il s’agit des promoteurs Wp, Cp, Qp, Fp et

Ap, tous situés au niveau du fragment de restriction BamHI. Le Tableau I ci-aprés résume la

fonction de chacun des geénes latents.

Tableau I : Principales fonctions des douze génes latents codés par le VEB (adapté de Resk et

Weiss. 2007 et de Longnecker et al. 2013) [13, 21].

Génes | Définition Principales fonctions connues ou prédites
latents
EBERI1 et | Epstein-Barr virus Inhibent I’apoptose et la protéine kinase PKR.
2 Encoded RNAs
EBNA1 | Epstein-Barr virus Maintient 1’épisome viral durant la division cellulaire; régule
Nuclear Antigen 1 la transcription de certaines protéines latentes nucléaires et
membranaires. Il est aussi impliqué dans I’évasion immune.
EBNA2 | Epstein-Barr virus Régulateur majeur de la transcription des geénes viraux
Nuclear Antigen 2 (LMP1, 2A et 2B) et cellulaire (CD23, CD21, ¢ - fgret c -
myc). Elle est essentielle a la transformation des cellules B.
EBNA3A | Epstein-Barr virus Régule I’expression de certains génes cellulaires.
Nuclear Antigen 34
EBNA3B | Epstein-Barr virus Augmente D’expression de CD40 in vitro et n’est pas
Nuclear Antigen 3B | nécessaire pour la transformation des cellules B.
EBNA3C | Epstein-Barr virus Régule I’expression de certains genes cellulaires et augmente
Nuclear Antigen 3C | I’expression de LMP1.
EBNALP | Epstein-Barr virus Régule les effets d’EBNA2.

Nuclear Antigen
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Leader Protein

LMP1 Latent Membrane Principal oncogéne, mime les voies de signalisation induites
Protein 1 par CDA40; inhibe D’apoptose et régule a la hausse

I’expression de bcl-2.

LMP2A | Latent Membrane Mime le récepteur des cellules B (BCR) de fagon
Protein 24 constitutive.

LMP2B | Latent Membrane Régulateur des fonctions de LMP1 et LMP2A.
Protein 2B

BARTSs BamHI-A Rightward | Micro ARNs, impliqués dans le contrdle de la transcription et
Transcripts le maintien de la latence.

1.3.2.2. Génes lytiques

Contrairement aux genes latents, les geénes lytiques sont exprimés durant [’infection

réplicative. Ils sont répartis en génes pré-précoces ou IE (Immediate Early), précoces ou E

(Early) et tardifs ou L (Late), comme illustré par la figure 1.5 ci-apres.
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REACTIVATION
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Figure 1.5 : Expression des genes lytiques suite a la réactivation de VEB latent (adapté de

Tsurumi et al. 2005) [22].
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a) Geénes pré-précoces

Ils sont essentiels pour former la transition entre les cycles latent et lytique. Le géne le plus
¢tudié est le BZLF1 (ou Zebra), le trans-activateur de I’expression des génes précoces. La
protéine Zebra comprend un domaine trans-activateur, un domaine basique qui a des
homologies au niveau des régions conservées avec les facteurs de transcription c-jun/c-fos
[23] et un domaine qui lui permet d’interagir avec la protéine pS3 [24]. Son expression peut
interférer avec la signalisation de ’IFN-y en diminuant I’expression du récepteur de celui-ci et
en prévenant la phosphorylation de STAT]1 induite par I'IFN-y. Ce qui entraine la suppression
de la régulation a la hausse du CMH de classe II induite par I’IFN-y, contribuant ainsi a

I’évasion immune [25].

b) Génes précoces

Ils sont brievement exprimés dans les tumeurs associées au VEB et ne contribuent pas a son
processus oncogénique a 1’exception du gene BHRF1. Ce dernier est abondamment transcrit a
partir de son promoteur BamHI-H (Hp) durant I’infection lytique [13]. La protéine peut aussi
étre détectée et se rapporte a 17 kDa [26]. Dans les lignées infectées de facon latente, les
transcrits de BHRF1 incluent les séquences leaders trouvées dans les promoteurs Cp/Wp des
transcrits EBNA [27]. La protéine BHRF1 est indétectable dans la plupart de ces cellules [28].
Elle présente des homologies structurales et fonctionnelles avec la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 de la cellule hote [29]. BHRF1 est fortement conservée parmi les gammaherpésvirus.
Cela suggére qu’elle pourrait jouer un important réle in vivo durant I’évolution de cette famille
de virus [30, 31]. L’implication de BHRF1 dans I’inhibition de I’apoptose conduit & penser

qu’elle contribuerait a prévenir la lyse des cellules lytiquement infectées par les lymphocytes
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T cytotoxiques, prolongeant ainsi la durée de la production des virus. Une dérégulation de
I’expression de BHRF1 dans les tumeurs associées au VEB, contribue a une meilleure survie
des cellules tumorales [32]. Les enzymes comprises dans les génes lytiques précoces sont des
cibles potentielles pour les drogues antivirales pouvant étre appliquées dans le futur au

traitement de certaines tumeurs [33-35].
¢) Génes tardifs

Les génes tardifs codent pour les protéines structurales virales. Parmi elles, plusieurs protéines
sont fortement immunogéniques et constituent des cibles sérologiques pour le diagnostic. Tous
les individus infectés par le VEB développent des anticorps contre ces protéines. Ces protéines
sont : la petite protéine de la capside VCA-pl8 codée par le géne BFRF3; la protéine
d’échafaudage VCA-p40 codée par le BARF1 et la protéine de la membrane nucléaire gp125
codée par BALF4 [36, 37]. Le géne BLLF1 code aussi pour la protéine majeure de
I’enveloppe virale gp350/220 [38]. Cette protéine lie le virus au récepteur cellulaire CD21 et
constitue la principale cible des anticorps neutralisants [39]. Ces facteurs font de la gp350/220

une protéine d’intérét capital dans la recherche d’un traitement contre 1’infection par le VEB.

Par ailleurs, les geénes tardifs comptent aussi le géne BCRF1 codant I’IL (Interleukine)
-10v (virale) qui présente des homologies structurale et fonctionnelle avec 1I’IL-10 humaine
[40-42]. Cette derniére joue un role fondamental dans 1’altération des réponses des cellules

immunitaires [43-46].

1.4 Modes d’infection par le virus Epstein-Barr

L’infection primaire par le VEB se produit a travers la salive dans 1’oropharynx ou le virus

infecte les cellules épithéliales et les lymphocytes B [47]. Le VEB posséde deux modes
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d’infection qui sont: Dl’infection lytique et latente (Figure 1.6). L’infection lytique se
caractérise par une réplication active du virus dans les cellules permissives (cellules
épithéliales et plasmocytes), avec une production de nouveaux virus infectieux et une lyse des
cellules [47, 48]. Au contraire, I’infection latente est non-cytolytique et se produit uniquement

dans les lymphocytes B matures, dans lesquels le VEB persiste a vie [49].

 Infection primaire | |Infection persistante|
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Figure 1.6 : Représentation des phases latente et lytique lors de I’infection in vivo par le VEB
(adapté de Kimura et al. 2008) [47]. Dans I’infection primaire, le VEB infecte les
lymphocytes B naifs dans 1’oropharynx a travers la salive d’un individu infecté.
Ceci résulte en la transformation de ces cellules (suivant I’expression des geénes

latents du VEB décrits précédemment). Mais leur prolifération est controlée par les
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réponses immunitaires qui sont décrites dans la section suivante. Dans 1’infection
persistante ou infection latente, I’ADN viral se circularise dans les lymphocytes B
mémoires. Et, dans les conditions physiologiques favorisant la différenciation des
cellules B mémoires en plasmocytes, il y a réactivation du VEB dans ces dernicres

et la production de nouveaux virions [47].

1.4.1 Cycle viral conduisant a I’infection lytique

L’infection commence par ’entrée du VEB dans les cellules cibles (lymphocyte B ou cellule
¢pithéliale). Lors d’une infection impliquant les lymphocytes B, la glycoprotéine de
I’enveloppe du VEB (gp350) se lie au récepteur cellulaire CD21 exprimé a leur surface.
Ensuite, le complexe glycoprotéique (gp) viral (gp25/gp85/gp42) interagit avec les molécules
du CMH de classe II (HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ) sur la surface des cellules B [50, 51],

comme représenté par la Figure 1.7 ci-dessous.
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Figure 1.7 : Infection des lymphocytes B et des cellules épithéliales par le VEB (adapté de

Longnecker et al. 2013) [13].

Le mécanisme d’entrée du virus dans les cellules épithéliales est moins bien connu et

serait d’une grande complexité. Cependant, plusieurs équipes ont démontré qu’en 1’absence du
récepteur CD21, les deux glycoprotéines virales (gp85 et gp25) forment un complexe qui sert
de ligand aux cellules épithéliales [50, 52]. La gp42 n’est pas nécessaire a la liaison du virus
aux cellules épithéliales [53]. De plus elle inhibe la liaison du complexe gp85/gp25 aux

cellules épithéliales [52]. Par ailleurs, il a été¢ démontré que les cellules épithéliales peuvent
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étre infectées par le VEB a travers leur membrane basolatérale impliquant 1’interaction entre

les intégrines (betal, alpha5 et alpha3) et la protéine de fusion virale BMRF2 [54, 55].

Suite a ’entrée du virus dans le cytoplasme de la cellule, de nombreux événements se
produisent, conduisant a I’arrivée du génome viral dans le noyau cellulaire ou il se réplique de
manicre lytique (production de nouveaux virions infectieux). L’ensemble de ces événements
est trés peu connu. Il renferme pour la plupart des spéculations basées sur des démonstrations
déja obtenues chez d’autres virus herpes de la méme famille. Ainsi, deux glycoprotéines (gN
et gM) de l’enveloppe virale semblent étre impliquées dans 1’assemblage du virus et
I’acquisition de ’enveloppe virale [56, 57]. La glycoprotéine gN est une petite protéine
membranaire de type I. La glycoprotéine gM est une protéine membranaire avec une longue
queue cytoplasmique fortement riche en prolines et possede des sites potentiels de
phosphorylation permettant de réguler les interactions protéines-protéines. Ces deux

glycoprotéines sont co-dépendantes pour leur expression [56, 57].

Par ailleurs, la réplication lytique (ou infection productive) de I’ADN viral se déroule
sur des sites discrets (compartiments de réplication) dans le noyau de la cellule hote. Elle est
activée par I’expression des génes pré-précoces dont les trans-activateurs BZLF1 et BRLF1
qui activent les promoteurs des geénes viraux. Ceci conduit a I’expression des genes précoces
(facteurs de réplication) suivie de la réplication du génome viral et de I’expression des genes
tardifs [22]. Parmi les facteurs de réplication, six génes viraux sont nécessaires. Il s’agit de la
sous unité catalytique de la polymérase virale (BALFS), la sous unité accessoire de la
polymérase virale (BMRF1), la protéine de liaison a ’ADN viral simple brin (BALF2), la
primase (BSLF1), I’hélicase (BBLF4) ainsi que la protéine associée a I’hélicase et a la primase

(BBLF2/3) [58, 59]. La réplication débute par la formation d’un complexe d’initiation au site
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oriLyt (origine de réplication). Ceci consiste en la liaison de la protéine BZLF1 et des deux
facteurs de transcription (ZBP-89 et Sp1l) au niveau de I’origine de réplication, oriLyt [60]. Le
BZLF1 interagit ensuite avec les complexes BBLF4/BSLF1/BBLF2 (complexes hélicases et
primases) permettant ainsi leur recrutement au site oriLyt pour former le complexe de pré-
amorcage [61]. Les protéines BALF5 et BMRF1 forment ensemble un hétérodimére qui
fonctionne comme une holoenzyme et interagit avec BZLF1 [60, 62]. La protéine BALF2 a
son tour, interagit avec le complexe de pré-amorcage BZLF1- BBLF4/BSLF1/BBLF2 [61]. 1
en résulte ’ouverture de I’ADN linéaire double brin et la synthése des amorces d’ARN.
L’interaction entre 1’holoenzyme et les complexes BBLF4/BSLF1/BBLF2 permet d’amener la
polymérase virale dans le complexe de pré-amorcage pour initier la synthése d’ADN viral

[63].

1.4.2 Infection latente

Le VEB entre en latence dans les lymphocytes B mémoires ou il persiste durant toute la vie.
Durant cette infection latente, le virus a la capacité de transformer la cellule hote selon les
conditions physiologiques et immunologiques a travers 1’expression des différents genes
latents mentionnés précédemment (section 1.3.2.1). De plus, a travers 1’infection latente, le
virus développe des mécanismes (qui seront discutés plus tard) pour échapper aux cellules
immunitaires. Le génome viral se circularise et se localise dans le nucléosome avec les
histones [64]. 11 se réplique une seule fois durant la phase-S de la division cellulaire [65] et est
réparti fidéelement dans les cellules filles durant la mitose [66]. Pour maintenir I’ADN viral,

deux ¢léments du virus (OriP et EBNA-1) sont nécessaires [67, 68].
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1.4.3 Réactivation du virus Epstein-Barr

Des études in vitro ont démontré que c’est le transactivateur BZLF1 qui commande la
transition du cycle latent au cycle lytique [69]. Dans des conditions immunologiques
particulieres impliquant la différenciation des plasmocytes, leur facteur de différenciation
XBP-1s active I’expression de BZLF1. En effet, XBP-1s est capable de transactiver le
promoteur de BZLF1 dans des lignées cellulaires de plasmocytes et autres lignées cellulaires
lymphoides [70]. Par ailleurs, il a aussi ét¢ démontré que les cellules T CD4 expriment, en
plus des cytokines Th2, le ligand de CD40 (gp39). Ainsi, a travers I’interaction entre le CD40
et son ligand gp39, les cellules T CD4 sont capables d’activer les cellules B et d’induire

I’expression de BZLF1 (transactivateur du cycle lytique de VEB) [71].

1.5 Immunité contre le virus Epstein-Barr chez I’individu
immunocompétent

L’infection primaire par le VEB, lorsqu’elle survient dans I’enfance, est généralement peu
symptomatique. Lorsqu’elle se produit a ’adolescence ou a 1’age adulte, elle se caractérise par
des symptdmes cliniques (environ 77% des cas) qui traduisent une forte réponse inflammatoire
connue sous le nom de ‘Mononucléose Infectieuse’ (MI) [72]. Cette réponse inflammatoire est

régie par I’interaction entre I’immunité innée et adaptative.

1.5.1 Immunité innée

Lors d’une premicre infection par le VEB, I’'immunité innée constitue la premicre ligne de
défense ou les cellules dendritiques, les monocytes et les cellules tueuses naturelles ou NK

(Natural Killer) jouent un role fondamental.
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1.5.1.1 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont reconnues comme d’excellentes cellules présentatrices
d’antigenes grace a leur grande capacité de détecter les pathogenes via leurs récepteurs de type
Toll ou TLRs (Toll like receptors). Il s’agit des cellules dendritiques conventionnelles (CDc),
des cellules dendritiques plasmacytoides (CDp) et des cellules dendritiques inflammatoires.
Les CDc via leur TLR-3 sont activées par les EBERs conduisant ainsi a leur maturation et a

I’augmentation de leur pouvoir de présentation antigénique [73].

Les CDp expriment les TLR-7 et TLR-9 a travers lesquels elles captent les antigénes
viraux conduisant ainsi a leur activation et a la production d’interféron de type I [74], de
cytokines et de chimiokines. Lorsque les CDp sont cultivées en présence du VEB, elles
détectent les motifs CPG non méthylés de I’ADN viral ainsi que les ARN viraux simples brins
via leur TLR-9 et TLR-7 respectivement, et produisent I’interféron (IFN)-a, I’'IL-6 et I'IL-8
[75-77].

Les cellules dendritiques inflammatoires sont activées a travers leur TLR-2 et -3 [73,

77]. Elles sont capables d’initier la réponse spécifique des cellules T contre le VEB en

présentant de facon croisée les fragments des cellules B infectées [78, 79].

1.5.1.2 Monocytes

Les monocytes sont activés d’une part par I’ADN du VEB a travers leur TLR-9 et induisent la
production d’IL-8 [77]. Et d’autre part, ils reconnaissent les glycoprotéines du VEB via leur
TLR-2, entrainant la production de cytokines inflammatoires dont I’'IL-8, I’'IL-10 et la MCP

(Monocyte Chemotactic Protein)-1 [77, 80].
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1.5.1.3 Cellules NK

Les cellules NK jouent un rdle important contre 1’infection par le VEB durant les réponses
immunes innées. Ceci a été démontré, d’une part, par ’augmentation de leur nombre ainsi que
leur fréquence dans le sang périphérique des patients diagnostiqués de MI, [72, 81] et d’autre
part, par l’altération de leur activité cytotoxique chez les patients atteints de la maladie
lymphoproliférative liée a I’X (XLP) [82, 83]. Cette derniere a été associée a I’incapacité de
ces patients a controler I’infection par le VEB, conduisant & des complications pouvant
entrainer la mort [82, 84]. Les cellules NK sont capables d’¢liminer les cellules B infectées par
le VEB et d’augmenter la réponse spécifique des cellules T contre le VEB. Elles éliminent
plus efficacement les cellules B infectées de fagcon lytique que celles infectées de maniére
latente [85]. Ce qui s’explique par la sous régulation des HLA de classe I et par
I’augmentation de D’expression des ligands activateurs du récepteur NKG2D [85]. Ce

récepteur est impliqué dans I’induction de ’activité cytotoxique des cellules NK [86].

1.5.2 Immunité adaptative

L’immunité adaptative comprend principalement les réponses humorales des lymphocytes B,
le réseau des cytokines et les réponses des cellules T spécifiques au VEB. Ces dernicres
permettent de controler plus efficacement la prolifération des cellules B infectées et

transformées par le virus.

1.5.2.1 Cellules B

Les cellules B sont responsables de 1I’immunité humorale qui consiste en la production
d’anticorps ou immunoglobulines (Ig) contre les protéines virales. Lors d’une infection

primaire par le VEB, la premiére réponse humorale spécifique est de type IgM contre les
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antigénes de la capside virale (VCA). L’apparition de signes cliniques concorde avec la
production d’anticorps hétérophiles IgM contre les globules rouges d’autres espéces de
mammiferes (telles les bovins, chevaux, etc). Ceux-ci sont suivis par 1’apparition des anticorps
IgG dirigés contre le VCA et les antigenes précoces (EA) [87]. Cependant, la réponse
humorale aux antigénes nucléaires (EBNA) apparait plus tardivement, lors du début de la
phase de convalescence [87, 88]. Les anticorps IgG dirigés contre la gp350 se développent eux
aussi plus tardivement aprés 1’infection [89]. Les anticorps anti-EA et les IgM anti-VCA
déclinent assez rapidement et deviennent faiblement ou non détectables au bout de 3 a 4 mois
apres I’infection. Cependant les IgG anti-VCA, anti-gp350 et anti-EBNA persistent a vie [89].
La cinétique de production des anticorps suivant l’infection primaire par le VEB est

représentée par la Figure 1.8 ci-apres.
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Figure 1.8 : Cinétique de la réponse humorale contre le VEB lors d’une infection primaire

symptomatique (adapté de Desai et Rodrigues. 2013) [88].
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1.5.2.2 Cellules T CDS8

L’infection aigue par le VEB est associée a une importante lymphocytose qui refléte
I’expansion des cellules T CD8 activées. Celles-ci se caractérisent par I’expression du HLA-
DR (récepteur a la surface cellulaire des molécules HLA de classe II), de CD38 (une
glycoprotéine exprimée a la surface des cellules et impliquée dans I’adhésion cellulaire, la
transduction du signal ainsi que dans la signalisation du calcium), de CD45RO (protéine
transmembranaire, essentielle régulatrice de la signalisation du récepteur de 1’antigéne des
cellules T et B) et I’absence d’expression de CD62L (molécule d’adhésion de la famille des
sélectines, exprimée principalement a la surface des cellules T naives) [90]. Les lymphocytes
T CD8 des patients diagnostiqués avec MI ont, in vitro, une grande réactivité spécifique contre
les antigénes lytiques, notamment les protéines pré-précoces (BZLF1 et BRLF1), précoces
(BMLF1, BMRf1 et BALF2) et tardive (gp350). Ce qui suggere qu’in vivo, les lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques aux antigénes lytiques jouent un role fondamental dans le controle de
la réplication virale et que ces antigeénes constituent des cibles immunodominantes [91, 92].
Ces cellules T cytotoxiques spécifiques aux antigénes lytiques représentent plus de 44% de
I’ensemble des cellules T CD8 du sang périphérique. Apres rémission de la MI, cette
proportion lymphocytaire diminue fortement [90]. Chez le porteur sain du VEB, le
pourcentage de lymphocytes T spécifiques au virus dans le sang périphérique est d’environ 1%
[93, 94] avec un phénotype de cellules inactives (HLA-DR’, CD38", CD62L") ayant une faible
expression de CD45RO versus une augmentation de I’isoforme CD45RA [90]. Des études
résumées par Vietsika et Callan (2004) permettent de spéculer que ce changement
d’expression de CD45RO pour CD45RA permet a ces cellules de se rendre aux organes

lymphoides ou les antigénes d’intérét sont susceptibles d’étre exprimés [89]. Ainsi, apres la
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phase aigue de I’infection, une petite proportion de cellules T CD8 spécifiques aux antigénes
du VEB est conservée chez I’individu afin d’assurer sa protection a long terme contre
I’infection persistante. Ci-dessous, le résumé de la réponse anti-VEB conduite par les cellules

T CD8 est représenté sur la Figure 1.9.
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Figure 1.9 : Réponses des cellules T CDS8 induites par le VEB durant I’infection primaire et
lors de la réactivation virale chez I’individu sain immunocompétent (adapté de
Hislop et al. 2007) [95]. Les fleches rouges indiquent la transmission du virus;
les fléches noires montrent le mouvement des cellules et les larges fleches

ombragées indiquent la fonction des cellules T effectrices [95].
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1.5.2.3 Cellules T CD4

Il a aussi ét¢ démontré que les cellules T CD4 spécifiques au VEB jouent un rdle dans
I’infection primaire et le maintien des cellules T CD8 mémoires [96]. Contrairement aux
cellules T CD8, le compartiment des cellules T CD4 augmente faiblement durant la MI et
plusieurs d’entre elles présentent un phénotype activé. Des études menées sur la réponse
primaire des cellules T CD4 contre le VEB chez les patients symptomatiques ont démontré
qu’une proportion de ces cellules est capable de répondre aux antigénes du VEB en produisant
de 'IFN-y [97]. Parmi les cellules T CD4 circulant durant la MI, 1.4% sont capables de
reconnaitre les antigénes du VEB avec un maximum de 5.2% chez certains individus [89]. La
plupart des individus ont montré une réactivité des cellules T CD4 contre les antigenes BZLF-
I, BMLF-1 et EBNA-1 [98]. Lorsque les lymphocytes T CD4 provenant d’individus
séropositifs pour les antigénes EBNA-1 et -3C sont stimulés in vitro avec ces mémes
antigénes, ils proliférent de facon importante. Mais, le profil des cytokines produites en
réponse a la stimulation par EBNA-1 est différent de celui induit par EBNA3C. En effet, les
cellules T CD4 spécifiques a EBNA-1 produisent préférentiellement des cytokines Th2

contrairement aux cellules spécifiques 8 EBNA-3C qui induisent des cytokines Th1 [99].

1.5.2.4 Cytokines

Le réseau des cytokines joue aussi un rdle crucial dans la réponse inflammatoire contre le
VEB. Les marqueurs d’activation des cellules T dont le récepteur soluble de 1’IL-2 (sIL-2R) et
des monocytes (la néoptérine) ainsi que I’IL-la et I'IFN-a ont montré des niveaux élevés
durant la MI aigué dans le sérum des patients [100]. Le profil des cytokines dépend

principalement de I’expansion des cellules T CDS8 activées bien que d’autres cellules, telles
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que les cellules T CD4, les cellules NK, les monocytes, les neutrophiles, les cellules
¢épithéliales et les lymphocytes B infectés par le VEB, produisent aussi des cytokines.
Notamment, le TNF-a et le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) sont aussi
exprimés dans les cellules B infectées par le VEB et sont régulés par la protéine EBNA-2
[101]. Par ailleurs, I’'TFN-a est sécrété par les cellules NK et les cellules B dans les 24 heures
suivant I’infection. L’IFN-y est exclusivement sécrété a partir des cellules T en présence d’IL-
1 et d’IL-2 au maximum 8 jours apres 1’infection [102]. Le VEB est aussi capable d’induire la
production d’IL-8 ainsi que la protéine-la inflammatoire des macrophages (ou MIP-1a,
Macrophage Inflammatory Protein-la). La production de ces cytokines (chimioattractantes)
favorise I’habilité du VEB a infecter les cellules B en augmentant leur recrutement au site de

I’infection [103].
1.6 Mécanismes d’évasion de la surveillance immune par le virus

Epstein-Barr

Le VEB est capable d’induire des perturbations immunes pour échapper au systéme de défense
de I’hote. Ces perturbations peuvent étre au niveau de la présentation antigénique, de

I’apoptose, du réseau des cytokines et des variations génétiques.

1.6.1 Inhibition de la présentation antigénique

De nombreuses protéines du VEB sont connues pour avoir le potentiel de perturber la
présentation des antigeénes aux lymphocytes T cytotoxiques. Par exemple la protéine BZLF2
lie la chaine béta du HLA de classe II et bloque la présentation des épitopes restreints a ce

HLA aux cellules T CD4 [104]. Le géne lytique BILF'I qui code pour une glycoprotéine ayant
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des propriétés de signalisation d’un récepteur couplé a la protéine-G, est capable de réduire les
niveaux du HLA de classe I a la surface cellulaire et d’inhiber la reconnaissance des antigénes
endogenes par les cellules T CDS8 [105]. Aprés I’activation du cycle lytique, la protéine virale
codée par le géne BNLF2a est capable d’inhiber la molécule TAP (Transporter associated with
Antigen processing) qui est impliquée dans le chargement peptidique des molécules du HLA
de classe 1. Ceci a pour conséquence de réduire la présentation des antigénes viraux [106]. La
protéine du cycle lytique BGLF5 (une DNase virale) bloque la synthése de nouvelles
molécules du HLA de classe I [106]. Le VEB est aussi capable d’altérer I’expression du TLR-
9 qui joue un role fondamental dans I’activation du systéme immun inné. Il s’agit d’une part
de la surexpression de la protéine LMP-1 dans les cellules B qui régule a la baisse 1’expression
de TLR-9 [107]. Et, d’autre part, de la DNase virale BGLF5 qui diminue les niveaux
d’expression de TLR9 en dégradant son ARN [108]. Par ailleurs, la protéine EBNA1 contient
un domaine a répétition de Glycine-Alanine ou GAr (Glycine-Alanine repeat) qui empéche la

présentation de ses épitopes restreints au HLA de classe I [109, 110].

1.6.2 Inhibition de I’apoptose

Le VEB code pour deux protéines capables d’inhiber I’apoptose [32]. Il s’agit de la protéine
LMP-1 et de celle codée par le géne BHRF-1. Cette derniére posséde une homologie
fonctionnelle avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2. De ce fait, elle protége les cellules
infectées par le virus (cellules B et épithéliales) de I’apoptose [111]. Quant a la protéine LMP-
1, son expression dans les cellules B induit I’expression des antigénes d’activation a la surface

cellulaire (CD23 et CD40 par exemple) ainsi que les molécules d’adhésion [32]. Elle protege

28



aussi les cellules de 1’apoptose via I’induction des protéines anti-apoptotiques de la famille de

Bel-2 [112].

1.6.3 Perturbations du réseau des cytokines

Les altérations du réseau des cytokines impliquent les protéines BARF1 et la protéine BCRF1
encore appelée I’'IL-10 virale (IL-10v). Cette dernicre est homologue a I’IL-10 humaine et agit
directement sur les cellules T pour inhiber les signaux de co-stimulation impliquant les
récepteurs CD28 et CTL-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) [40]. Quant aux protéines
BARF]1, elles fonctionnent comme un récepteur soluble pour le CSF (Colony Stimulating
Factor)-1 [113]. Par conséquent en liant le CSF-1, elles inhibent ’action de cette cytokine qui
consiste a augmenter I’expression de I’'IFN-a dans les monocytes, contribuant ainsi a 1’évasion

immune [114].

1.6.4 Variations génétiques

Les variations génétiques du VEB lui permettent d’échapper a la réponse immune des cellules
T cytotoxiques. Ainsi, les souches virales isolées en Papouasie-Nouvelle-Guinée ou le HLA-
All est fortement exprimé, ont montré une mutation dans I’épitope de 1’antigéne EBNA4
(EBNA3B) qui est restreint au HLA-A11. Par conséquent, la reconnaissance de cet épitope par
les cellules T est compromise. Ces observations sont confirmées dans le sud de la Chine ou le
HLA-AT11 est aussi exprimé chez plus de 50% des individus [115]. Par ailleurs, une délétion
(d’environ 30 bp) a I’extrémité 3 du géne LMPI a aussi été rapportée bien que son potentiel

dans les tumeurs associées au VEB soit controversé [116].
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En effet, ces variations génétiques sont reliées aux régions géographiques. Par
exemple, 1’analyse moléculaire de 1’évolution des séquences nucléotidiques virales a révélé
que les souches isolées en Papouasie-Nouvelle-Guinée ont évolué¢ différemment de celles de
I’Afrique, d’Asie du sud-est et des caucasiens d’Australie [117]. Deux principales souches du
VEB sont identifiées. Il s’agit du type 1 (ou type A) et du type 2 (ou type B). Ces deux types
different largement dans les génes codant les antigénes nucléaires dont les EBNA-LP, -2, -3A,

3B et-3C[118].

1.7 Méthodes de diagnostic du virus Epstein-Barr

Le diagnostic de I’infection par le VEB se fait a partir des tests immunologiques (agglutination
et sérologique) ou moléculaires. Le test d’agglutination encore appelé MNI test ou Paul-
Bunnell test, est le test classique de détection des anticorps hétérophiles durant la MI [119]. 11
consiste a mettre en ¢évidence les anticorps IgM capables d’agglutiner les hématies
hétérologues. Les anticorps hétérophiles sont des anticorps pouvant agglutiner les globules

rouges d’autres especes animales (le cheval et le mouton par exemple) [87].

Parmi les tests sérologiques, nous pouvons citer le test ELISA (Enzyme Linked
Immunoassay) et I’immunofluorescence qui consistent a détecter la présence d’anticorps
spécifiques contre les protéines virales (VCA, EBNA par exemple) dans le sérum des patients.
Ces anticorps incluent les IgM et les IgG. Les IgM sont produites tot aprés 1’infection et
disparaissent avec le temps. Par contre les IgG restent dans la circulation pour la vie [89, 120].
Sachant que les anticorps anti-EBNA se développent plus tardivement que ceux anti-VCA
suite & une infection primaire, la détection unique d’anticorps anti-VCA sans la présence

d’anti-EBNA indique une primo-infection récente. Quand aux tests moléculaires, il s’agit de
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I’évaluation de ’ADN du VEB a l’aide de techniques biomoléculaires dont la PCR
(Polymerase Chaine Reaction) quantitative ou la PCR en temps réel, le NASBA (Nucleic Acid
Sequence-Based Amplification) et le Southern blot [121]. Ces tests sont surtout réalisés chez
les patients immunosupprimés receveurs de greffes, chez lesquels 1’augmentation de I’ADN
viral témoigne d’une intense réplication du VEB ou d’une prolifération des cellules
transformées par le VEB. Ils permettent de détecter I’ADN viral dans le sang périphérique

total, dans le plasma ou sérum et dans les cellules mononucléées du sang périphérique [87].

La PCR en temps réel est la principale technique utilisée pour quantifier la charge
virale du VEB. Elle est basée sur le principe de détecter et de quantifier une séquence
conservée de I’ADN viral (EBNA1, LMP2, BZLF1 ou BALFS5 par exemple) d’environ 100 bp
via un émetteur fluorescent durant le processus d’amplification. Cet émetteur peut étre un
agent qui se lie a ’ADN double brin (SYBRGreen) ou une sonde fluorescente (Tagman).
Ainsi, ’augmentation du signal fluorescent est proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons
produits pendant la réaction [122]. La quantification du génome viral peut étre exprimée en
copies par ml, en copies par microgramme d’ADN, en copies par 100 000 cellules ou en

copies par cellule positive [87].

Le NASBA est une technique isotherme qui consiste en I’amplification de I’ARN par
I’action simultanée de 3 enzymes (la transcriptase inverse, la RNase H et la T7 ARN
polymérase). Les amplicons qui en résultent sont des ARN simples brins et peuvent étre

détectés par le bromure d’éthidium aprés migration sur gel d’agarose [123].

La technique de Southern-blot quant a elle, repose sur le fait que ’ADN est digéré par

des enzymes de restrictions (BamHI par exemple). Les fragments qui en résultent sont soumis
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a une ¢lectrophorése sur gel d’agarose et sont ensuite transférés sur une membrane de
nitrocellulose pour étre détectés par les sondes correspondantes. Les sondes consistent en un
fragment d’ADN marqué avec un composé radioactif ou fluorescent qui permet ainsi de

localiser la séquence d’ADN d’intérét [124].

En plus de ces trois techniques moléculaires, il est important de mentionner que
I’hybridation in situ des EBERs est fortement utilisée pour confirmer la présence du VEB dans
les biopsies de tumeurs (MLP ou carcinome nasopharyngé par exemple). Le principe consiste
a hybrider une sonde marquée par un isotope radioactif ou par un fluorochrome avec la biopsie
préalablement fixée. La détection peut se faire par autoradiographie (sonde marquée par un
isotope radioactif) ou par le microscope a fluorescence (sonde marquée par un fluorochrome)

[122].

1.8 Epidémiologie de Pinfection par le virus Epstein-Barr et
maladies associées

Le VEB est un virus ubiquitaire et infecte environ 90-95% de la population mondiale. Dans les
pays en voie de développement, I’infection survient plus fréquemment dans I’enfance et
s’avere peu symptomatique (plus de 90% des enfants en age préscolaire sont déja infectés).
Dans les pays développés, la moitié des individus sont infectés durant 1’adolescence ou la vie
adulte (aux Etats-Unis environ 95% des adultes s’avérent infectés a 1’age de 35-40 ans) [118].
Parmi les deux types de VEB, le type 1 est le plus prévalent, mais dans certaines régions
géographiques (Afrique équatoriale, Papouasie-Nouvelle-Guinée et Alaska) le type 2 est plus
prédominant [118]. Les deux types de VEB ont tous les deux été détectés chez les patients

immunosupprimés atteints de VIH (Virus de I’'Immunodéficience Humaine). Cependant, la
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fréquence du type 2 dans les cas de VIH est identique a celle observée chez les individus sains.
Ce qui veut dire que la forte détection du génotype de type 2 chez les patients avec le VIH ne
peut s’expliquer par le syndrome d’immunodéficience [125]. Par ailleurs, de nombreuses
variations dans le géne LMP1 ont été identifiées, et certaines parmi elles sont associées a
I’augmentation du risque de carcinome nasopharyngé [126]. Ce dernier a une forte incidence
dans la région sud-est de I’Asie contrairement aux régions d’Australie, de Papouasie-
Nouvelle-Guinée et d’Afrique, ou son incidence est relativement faible [127]. L’infection par
le VEB est associée a différentes maladies qui sont résumées dans le Tableau II ci-dessous

selon le type de cellules infectées [20, 128].

Tableau II: Principales maladies associ¢es au VEB

Cellules infectées par le VEB | Maladies associées au VEB

Lymphocytes B * Mononucléose infectieuse

* Infection VEB chronique active

* Maladie lymphoproliférative liée a I’X
* Maladie de Hodgkin

* Lymphome de Burkitt

* Maladie lymphoproliférative

Autres types cellulaires (épithéliales, | ¢ Carcinome nasopharyngien
NK, lymphocytes T) * Carcinome gastrique
* Lymphomes des cellules T/NK

* Leucoplasie blanche chevelue
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1.9 Greffes de cellules souches hématopoiétiques

1.9.1 Définition et types de greffes

La greffe de cellules souches est couramment utilisée en hémato-oncologie pour traiter des
pathologies hématologiques et certains cancers. Elle consiste a remplacer les cellules
défectueuses par de nouvelles cellules normales et fonctionnelles ou a restaurer le systeme
immunitaire suite a une chimiothérapie. Selon ’origine des cellules souches a greffer, nous
distinguons trois principaux types de greffe: la greffe de moelle osseuse, la greffe de sang
périphérique et la greffe de sang de cordon. Le donneur de ces cellules souches peut étre : 1)
un proche de la famille du receveur (greffe allogénique apparentée) ou un individu
quelconque (greffe allogénique non apparentée) ; 2) un jumeau identique du receveur (greffe
syngénique) ou 3) le receveur lui-méme (greffe autologue). Dans le cadre de cette thése, je

vais parler principalement des greffes de sang de cordon et de moelle osseuse chez I’enfant.

1.9.2 Greffe de sang de cordon versus greffe de moelle osseuse

Depuis la réalisation avec succes de la premiere greffe de sang de cordon en 1989 [129], le
sang de cordon s’est avéré étre une bonne alternative comme source de cellules souches.
Contrairement a la moelle osseuse, il est rapidement disponible grace a un large nombre de
donneurs et sans risque pour le donneur. Le sang de cordon a une grande tolérance immune
qui lui permet une plus grande liberté de disparité des HLA lors de la greffe, contrairement a
la moelle osseuse. Il est riche en cellules NK matures munies d’une meilleure activité lytique
que celles issues de la moelle osseuse [130]. De plus, la greffe de sang de cordon présente

moins de risques de transmission virale allant du donneur au receveur et moins de GvHD par
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rapport a la greffe de moelle osseuse [131]. Cependant, le sang de cordon présente un plus
haut risque de transmission des maladies génétiques et contient peu de cellules nucléées. De
plus, la prise de greffe est plus lente apres greffe de sang de cordon par rapport a la greffe de

moelle osseuse [132].

1.9.3 Reconstitution immunitaire apreés greffe de sang de cordon et de

moelle osseuse chez I’enfant

La reconstitution immunitaire aprés greffe de sang de cordon et de moelle osseuse chez
I’enfant dépend de différents facteurs dont 1’origine des cellules souches, la quantité de
cellules infusées dans la greffe, ’age du receveur, la maladie sous-jacente du receveur et le
régime de conditionnement. Cependant, le recouvrement du systéme immun aprés greffe de
sang de cordon présente des similarités avec la greffe de moelle osseuse, avec quelques
différences au niveau du recouvrement des cellules T. L’un des points communs aux deux
types de greffe, consiste au fait que le recouvrement des cellules du syst¢éme immun inné se

fait plus rapidement que I’immunité adaptative.

1.9.3.1 Reconstitution du systeme immun inné aprés greffe de sang de cordon ou de

moelle osseuse chez I’enfant

L’immunité innée représente la premicre barricre de défense contre les pathogenes intra- et
extra-cellulaires auxquels les receveurs de greffe sont trés vulnérables. Son recouvrement est
complété en quelques semaines apres la greffe. Parmi ses composantes, les neutrophiles et les
plaquettes sont recouvrés plus rapidement (en quelques jours apres la greffe) et permettent

d’évaluer la prise de greffe.

35



1.9.3.1.1 Neutrophiles et plaquettes

Leur période de recouvrement est plus longue aprés une greffe de sang de cordon (temps
médian d’environ 27 jours). Cela s’explique surtout par le fait que durant la greffe de sang de
cordon, il y a peu de cellules nucléées qui sont infusées [133]. La sévérit¢ du régime de
conditionnement peut aussi influencer le temps de recouvrement des neutrophiles et des
plaquettes. Dans les conditions d’un conditionnement moins intensif que le régime
my¢loablatif, la période neutropénique est moins longue [134]. Par ailleurs, il est possible de
réduire le temps de recouvrement des neutrophiles en utilisant du G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor) apres greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse [135]. Mais plusieurs
¢tudes ont démontré que ce dernier altére la fonction des cellules T en induisant les réponses
Th2 [135-137], mettant ainsi en doute son utilisation chez les patients greffés de cellules

souches.

1.9.3.1.2 Cellules NK

Les cellules NK jouent un réle majeur dans la défense anti-virale et dans 1’effet greffe versus
leucémie (ou GvL, Graft versus Leukemia) [138, 139]. Leur recouvrement se fait rapidement
et atteint des niveaux normaux dans les 2 premiers mois apres la greffe de sang de cordon ou
de moelle osseuse [140-142]. Les cellules NK représentent plus de 80% des lymphocytes du
sang périphérique durant les 3 premiers mois apres la greffe. Ce recouvrement rapide des
cellules NK se caractérise par une prédominance transitoire des lymphocytes CD56™¢™
(précurseurs de NK CD56™) lesquelles expriment préférentiellement le récepteur inhibiteur,

NKG2A qu’elles perdent graduellement au courant de leur différentiation pour acquérir les

récepteurs CD57 et KIR (Killer cell Ig-like Receptor). Les cellules fonctionnelles NK CD56%™
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KIR émergentes expriment les perforines et granzymes ainsi que Fas/Fas ligand, lesquelles

sont indispensables pour leur activité cytotoxique [143, 144].

1.9.3.1.3 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques myéloides dans le sang sont recouvrées a 3 mois post-greffe.
Cependant, le compte des cellules dendritiques plasmacytoides est faible jusqu’a 1 an post-
greffe [145, 146]. Quant aux cellules dendritiques folliculaires, qui sont importantes pour
supporter la commutation de classe et la mutation somatique des immunoglobulines, elles
restent remarquablement diminuées a 1 an post-greffe. Ceci peut contribuer a la régénération

lente des centres germinaux et des cellules B mémoires [147].

1.9.3.1.4 Monocytes/Macrophages

Le recouvrement des monocytes aprés une greffe allogénique est rapide et se produit en 1 mois
approximativement [148]. Par contre, des équipes ont rapport¢ une diminution du
chimiotaxisme des macrophages pulmonaires pendant 1 an apres une greffe de moelle osseuse

[149-152].

1.9.3.2 Reconstitution du systéme immun adaptatif apres greffe de sang de cordon ou de

moelle osseuse chez I’enfant

Le recouvrement de I'immunité adaptative est plus lent et différe selon la source des cellules

souches greffées. Les principales cellules impliquées sont les lymphocytes T et B.

1.9.3.2.1 Lymphocytes T

Dans le contexte d’une greffe de sang de cordon chez I’enfant, la reconstitution lymphoide est

fortement influencée par le nombre de cellules CD45 (antigéne commun des lymphocytes)
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contenues dans 'unité de sang de cordon [153]. Les cellules T de sang de cordon sont des
cellules naives avec un répertoire trés diversifié [154, 155]. La plupart des cellules T infusées
avec la greffe sont des cellules émigrant récemment du thymus (CD45RA+/CD62L+) avec
peu de cellules T qui ont été au préalable en contact avec un antigéne [130]. Chez I’hdte
immunosupprimé, la majorité de ces cellules qui émergent durant les 3 premiers mois apres
une greffe de sang de cordon non apparenté constitue une expansion périphérique des
lymphocytes T dérivés de la greffe. L’expansion homéostatique chez le receveur
lymphopénique génére un répertoire restreint de cellules T avec une distribution asymétrique
du TCR. Les niveaux normaux de la diversité clonale ne sont pas atteints avant ’initiation de
la thymopoiése [156, 157]. La reconstitution des cellules T est graduelle et atteint le nombre

approprié chez I’enfant a partir de 9 mois apres la greffe [157].

Cependant, la greffe de moelle osseuse chez I’enfant montre une plus rapide
reconstitution des lymphocytes T comparativement a la greffe de sang de cordon. Durant les 3
premiers mois suivant la greffe allogénique de moelle osseuse, on note chez certains patients
un pourcentage ¢levé de cellules T CD45RO+ versus un faible pourcentage de CD45RA+ avec
un recouvrement des cellules T CD8. Ces derniéres sont aussi observées entre 3 et 6 mois
apres la greffe allogénique de moelle osseuse [158]. Par ailleurs, Bartelink et al. (2013) ont
observé un nombre plus élevé de cellules T CD4 et CD8 chez les greffés de moelle osseuse
que chez les greffés de sang de cordon, avec une reconstitution des cellules T CD8 plus rapide
chez les greffés de moelle osseuse [159]. Cependant, le recouvrement des cellules T CD4 est
plus lent. Cela peut durer jusqu’a 2 ans post-greffe chez I’enfant [158, 160]. Ce retard dans le
recouvrement des cellules T CD4 (incluant les cellules CD45RA+) est associé a 1’age et a la

coexistence de GVHD avec une réactivation de CMV apres la greffe [160].
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1.9.3.2.2 Lymphocytes B

Le recouvrement des lymphocytes B commence entre le troisiéme et le quatriéme mois apres
la greffe allogénique de cellules souches. Il atteint un nombre significatif comparable a celui
de I’individu sain entre le sixiéme et le neuvieme mois post-greffe [161]. Récemment, les
travaux de Bartelink et al. (2013) ont montré que durant les 3 premiers mois post-greffe, la
reconstitution des cellules B est plus rapide chez les greffés de sang de cordon que chez les
receveurs d’une greffe allogénique de moelle osseuse [159]. En 1996, 1’équipe de van Tol
[162] a évalué la cinétique d’apparition des immunoglobulines G (IgG) provenant du donneur
versus la disparition de celles du receveur chez 25 enfants ayant re¢u une greffe allogénique de
moelle osseuse. Elle a caractérisé les Ig-H de 'isotype I1gG (IgG-H) des sous-classes d’IgG et
des allotypes Gm (allotypes des chaines lourdes d’IgG) dans le sérum des patients apres la
greffe. Les Ig-H sont des composantes transitoires homogenes d’immunoglobuline qui sont
fréquemment retrouvées dans le sérum (2 faible concentration) des patients greffés de moelle
osseuse. Leur cinétique d’apparition suggere qu’elles représentent 1’expansion clonale des
cellules B provenant du donneur [162]. Les résultats ont montré que dés 3 mois post-grefte,
les IgG homogenes (IgG-H) provenant du donneur sont détectables, et elles atteignent des
valeurs normales (comparables au sujet sain) dans les 6 mois apres la greffe. Celles du
receveur persistent durant plusieurs années apres la greffe [162]. De méme, les IgM dans le
sérum de la plupart des patients atteignent des niveaux normaux dans les 6 mois apres la greffe

allogénique de moelle osseuse [163].
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1.10 Les complications associées a la greffe de sang de cordon ou
de moelle osseuse

Apres une greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse, les patients peuvent souffrir de
certaines complications graves, parmi lesquelles I’échec de greffe, le rejet de greffe, les
infections opportunistes et la GVHD sont les plus communes. Généralement, ces complications
apparaissent tot apres la greffe, période durant laquelle le systéme immunitaire du receveur de

greffe est déficient ou presqu’absent dii au régime de conditionnement.

1.10.1 Influence du régime de conditionnement

Le régime de conditionnement consiste en un traitement de chimiothérapie avec ou sans
irradiation corporelle pour détruire les cellules du receveur et favoriser la prise de greffe afin
de reconstituer son systéme immunitaire. Il permet de prévenir le rejet de greffe et la GvHD.
Le conditionnement peut étre myéloablatif et lymphoablatif ou non myéloablatif. Ce dernier
utilise une chimiothérapie moins intensive et est associé a une plus courte période de
neutropénie  par rapport au conditionnement myéloablatif [134]. Cependant,
I’immunossuppression induite par le régime de conditionnement rend les patients greffés trés

vulnérables aux infections opportunistes.

1.10.2 Rejet de greffe et échec de la greffe

Le rejet de greffe se définit par I’ensemble des réactions développées par 1’organisme du
receveur contre le greffon (cellules du donneur) conduisant a sa destruction complete. Ces
réactions sont générées par les cellules T et NK du receveur qui reconnaissent les cellules du

donneur comme « non soi » [164]. Ce qui a pour conséquence 1’échec de la greffe dont la
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fréquence est plus €levée apres la greffe de sang de cordon (10 a 15%) comparativement a la
greffe de moelle osseuse (1-2%). Ceci s’explique par le fait que la greffe de sang de cordon
utilise une dose plus faible de cellules souches avec plus de disparités HLA, se traduisant par

un retard dans le recouvrement des neutrophiles et plaquettes [165, 166].

La reconstitution rapide des neutrophiles et des plaquettes favorise la prise de greffe,
processus dans lequel les cellules T et NK du donneur ont des effets bénéfiques. Par exemple,
des études chez la souris ont permis de montrer que I’infusion de cellules NK activées tot
apres la greffe de moelle permet une prise rapide de greffe avec une diminution du taux
d’échec de la greffe [167-169]. L’effet positif des cellules NK du donneur sur la prise de
greffe est associé a leur activité cytotoxique a travers laquelle elles détruisent les cellules
présentatrices d’antigénes et les cellules T du receveur [170]. Quant aux lymphocytes T du
donneur, ils contribuent a I’appauvrissement du receveur en effecteurs immunologiques pour
donner avantage a la prise de greffe. Leurs effets sont médiés par les mécanismes impliquant
les cytokines qu’ils sécrétent, les contacts cellulaires et la différenciation des cellules souches

[171-174].

1.10.3 Maladie du greffon contre I’hote ou GvHD

La GvHD aigué est une pathologie inflammatoire causée par une prédominance de la
production des cytokines Thl et des lymphocytes T cytotoxiques entrainant des dommages
aux tissus [175]. Son incidence est faible dans le cas de la greffe de sang de cordon
contrairement a la greffe de moelle osseuse. En effet, la majorité des cellules T contenues dans
le sang de cordon est naive et dépourvue d’activité cytolytique avec un faible potentiel de

production des cytokines inflammatoires (IL-2; IL-4, IL-10 et IFN par exemple) [176, 177].
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Elles présentent plutot un profil Th2 avec une forte production d’IL-13 [178]. De plus, les
cellules T régulatrices provenant du sang de cordon participent aussi a la suppression de
I’alloréactivité [179-181]. Ainsi, malgré le haut degré de disparité HLA, I’incidence et la
sévérité de la GvHD aigué chez les enfants greffés de sang de cordon, sont faibles dans les 3
mois post-greffe comparativement a ceux greffés de moelle osseuse non apparentée [182-184].
Par ailleurs, d’autres études associent les faibles incidence et sévérité de la GvHD apres greffe

aux cellules NK contenues dans le sang de cordon [170, 185, 186].

Quant a la GVHD chronique, elle est diagnostiquée chez 9 a 31% des greffés de sang
de cordon a des périodes de temps variables, comparée a 42% a 2 ans apres greffe de moelle
osseuse [187]. Son développement est associé¢ avec la présence d’une GvHD aigué sévere,

mais il n’a montré aucune relation avec le degré de disparité HLA [188].

1.10.4 Infections opportunistes

Les infections opportunistes sont trés fréquentes apres greffe de sang de cordon ou de moelle
osseuse a cause du recouvrement tardif des cellules T [189, 190], lesquelles jouent un rdle
crucial dans la protection contre ces infections. L’incidence la plus élevée est observée apres la
greffe de sang de cordon. Mais en terme de mortalité reliée aux infections opportunistes, il n’y
a pas de différence entre les deux types de greffe [190, 191]. Ces infections peuvent étre
d’origine bactérienne, fongique ou virale et apparaissent généralement durant les 3 premiers

mois post-greffe.

L’incidence et la sévérité des infections bactériennes et fongiques apres greffe de sang
de cordon ne différent pas de la greffe de moelle osseuse. Les patients avec un échec de greffe

sont plus a risque de faire des infections bactériennes [190, 192].
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Parmi les infections virales, les plus fréquentes sont les infections aux virus herpés. Par
exemple, les infections 8 CMV et VEB ou leur réactivation apparaissent tres tot apres la greffe
et ont des conséquences néfastes sur 1’état des patients durant les 6 mois apres greffe de sang
cordon [193]. De méme, I’incidence du virus de la varicelle-zona (VZV) est de 46% chez les
greffés de sang de cordon a 3 ans post-greffe, comparé a 31% chez les greffés de moelle
osseuse [194]. L’incidence ¢levée de VZV aprées greffe de sang de cordon versus greffe de
moelle osseuse et ses apparitions retardées (au dela de 3 mois post-greffe) s’expliquent
difficilement. Il est possible que les manifestations tardives des infections au VZV reflétent le
role des lymphocytes T dans la pathogenése du virus de la varicelle [195, 196]. En effet, les
cellules T peuvent étre productivement infectées avec le VZV et on pense qu’elles médient le
transfert du virus de la racine dorsale des ganglions aux autres sites en périphérie durant la

dissémination cutanée et viscérale du VZV [197-201].

La faible incidence d’infections opportunistes apres greffe de moelle osseuse a été
associée a des niveaux ¢élevés de cellules NK [202, 203]. Ainsi, par extrapolation, ceci suggere
que la reconstitution rapide des cellules NK aprés greffe de sang de cordon permettrait un
controle des infections virales chez ces greffés. Mais, d’autres études ont rapporté que la
disparit¢ au niveau du ligand KIR chez les greffés de sang de cordon est marquée par
I’augmentation de la mortalité associée aux infections opportunistes [204, 205]. Ainsi, la
fonction cytotoxique des cellules NK est affectée dans les cas de greffe de sang de cordon
ayant une disparit¢ du ligand KIR. Au contraire, I’équipe de Cohen (2006) a attribué¢ les
réponses antivirales (HSV, VZV et CMV) chez les enfants greffés de sang de cordon aux
cellules T, et ces réponses étaient associées a une diminution de la mortalité reliée aux

infections opportunistes [206]. Cela indique que les lymphocytes T naifs transférés dans la
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greffe de sang de cordon sont capables de générer une immunité spécifique aux antigénes
viraux avant le recouvrement thymique. Cependant, cette immunité n’est pas effective. Durant
la reconstitution immune, les lymphocytes T dérivés du sang de cordon résultent en un
répertoire de cellules T asymétrique avec une réactivité limitée contre les antigénes

nouvellement rencontrés, ou ils entrent en apoptose [207, 208].

Par ailleurs, le régime de conditionnement n’a pas d’influence sur la fréquence des
infections. Toutefois, lorsqu’il inclut ’ATG (anti-thymocyte globuline), la fréquence
d’apparition des infections tot aprés la greffe est augmentée [134, 209]. Ceci est reli¢ au fait
que ’ATG entraine la perte significative des cellules T fonctionnelles. Son utilisation dans le
régime de conditionnement a été associée a une forte incidence de réactivation du CMV [210,

211].

Quant au VEB, son infection primaire ou sa réactivation survient généralement durant
les 6 premiers mois apres la greffe [212-214]. Et, en I’absence d’une réponse immune robuste,
elle peut conduire au développement de la maladie lymphoproliférative B post-greffe (MLP).
Ainsi, pour prévenir ’infection par le VEB et la MLP chez les receveurs de greffes, il est
impératif d’améliorer ou de renforcer la fonction du systétme immunitaire durant son
recouvrement. A cet effet, certaines thérapies sont administrées aux patients, telles que : les
antiviraux, les cytokines, 1’infusion de lymphocytes du donneur spécifiques a 1’antigéne, les
immunoglobulines intraveineuses [133], et d’autres qui sont en développement telle que la

vaccination. L.’ensemble de ces thérapies est abordé plus loin (section 1.12).
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1.11 Maladie lymphoproliférative post-greffe associée au virus
Epstein-Barr

La maladie lymphoproliférative post-greffe associée au VEB se caractérise par 1’unique
incapacité des patients greffés de contrdler I’infection par le VEB. Par conséquent, les cellules
B transformées par le VEB proliférent de fagon incontrélée. Cette lymphoprolifération peut se
produire a partir d’'une seule cellule (lymphome monoclonal), ou de plusieurs cellules
(Iymphome polyclonal). Elle peut aussi étre monomorphique (homogeéne) ou polymorphique

(hétérogene) [215].

1.11.1 Caractéristiques cliniques

La MLP peut se manifester par des symptomes non spécifiques tels que les malaises, la fievre
et la perte de poids [216, 217] et des symptomes plus spécifiques tels que la
lymphadénopathie, I’amygdalite et la perforation intestinale [217]. Elle peut se développer tot
(durant la premiére année) apres la greffe (MLP précoce) ou plus tard (MLP tardive). Environ
47% des cas précoces se manifestent dans les 6 mois suivant la greffe et 62% se développent
durant la premiére année de greffe [215]. Quant a la MLP tardive, 30% des cas se développent
entre 1 a 5 ans apres la greffe et moins de 10% se produisent 5 ans apres la greffe [218]. Son
diagnostic nécessite de nombreux examens en plus des symptomes et des signes cliniques des
patients. Par exemple, une biopsie de la moelle osseuse et des tissus est nécessaire. A ceci
s’ajoutent la détection de la présence du VEB par hybridation in sifu des ARN viraux et la

mesure de la charge virale par PCR quantitative dans le sang périphérique [219].
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1.11.2 Facteurs de risque

La MLP est associée a plusieurs facteurs de risque tels que le statut sérologique anti-VEB du
donneur et du receveur de la greffe, le type de greffe (solide ou liquide), I’intensité de
I’immunosuppression et 1’dge du receveur [220, 221]. L’infection par le VEB est I’un des plus
grands facteurs de risque. Elle peut étre acquise suite a une réactivation du virus chez le
receveur séropositif ou a travers une infection primaire chez le receveur séronégatif. Le virus
peut aussi venir de la greffe dans le cas ou le donneur est VEB séropositif. Lorsqu’une telle
greffe est transférée a un receveur séronégatif, le risque de développer la MLP est de 25 a 50
fois plus ¢élevée [222]. En effet, I’incidence de la MLP varie beaucoup en fonction du type
d’organes greffés. Cette variation est associée a la quantité de tissus lymphoides transférés par
la greffe, car les tissus lymphoides constituent un réservoir du VEB [215]. L’incidence la plus
¢levée (soit 19%) est observée chez les greffés d’intestins, 8% chez les greffés de poumons,
3% chez les greffés du cceur ou du foie et moins d’1% chez les greffés du rein [217, 223].
L’incidence de la MLP chez les greffés de cellules souches hématopoiétiques (sang de cordon
ou moelle osseuse) varie de 1 a 3% [224]. Les agents immunosuppresseurs sont des facteurs
de risque pour la MLP a cause de leurs effets pro-néoplasiques et de leur pouvoir
immunosuppresseur. L’age aussi est un important facteur de risque pour la MLP. Les enfants
sont immunologiquement naifs contre le VEB et sont prédisposés a une infection primaire.
Ainsi, dans le contexte ou ils recoivent une greffe, ils sont trés vulnérables a développer la
MLP apres la greffe [225]. La MLP constitue une grave complication de I’infection par le

VEB, avec un taux de mortalité de 50-80% [224].
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1.12 Traitements contre I’infection par le virus Epstein-Barr et la

maladie lymphoproliférative post-greffe

1.12.1 Traitements administrés aux patients

I1 est évident que la meilleure défense contre 1’infection par le VEB et la MLP post-greffe est
la réponse spécifique des cellules T. Or, chez les greffés, cette fonction est temporairement
abolie par le régime de conditionnement, et son recouvrement prend plusieurs mois apres la
greffe. De ce fait, I’'une des stratégies serait d’accélérer le recouvrement des cellules T, ce qui
n’est pas encore le cas. Dans cette perspective, ’administration du G-CSF (Granulocyte-
Colony Stimulating Factor) aux patients greffés réduit le temps de recouvrement des
neutrophiles et des plaquettes [135]. Ainsi, le G-CSF pourrait étre un traitement de choix.

Mais son utilisation est controversée car il peut altérer la fonction des cellules T.

A défaut de recouvrer rapidement les cellules T, les cliniciens administrent aux patients
des traitements leur permettant de renforcer leur systéme immunitaire affaibli. Ces traitements
peuvent tre préemptifs et / ou préventifs. Les plus communs sont: la réduction de I’intensité
d’immunosuppression, la chimiothérapie, les anticorps anti-CD20 (rituximab), la thérapie

cellulaire expérimentale adoptive, les antiviraux et les immunoglobulines intraveineuses [226].

1.12.1.1 Réduction de I’intensité de I’'immunosuppression

On sait qu’un régime immunosuppresseur sévere prolonge la période de recouvrement du
systtme immunitaire des patients greffés. Ainsi, 'idée de réduire [’intensité de
I’immunosuppression vise a accélérer la reconstitution de I’immunité. Dans le cas des greffes

de cellules souches hématopoiétiques, une revue de la littérature (publiée entre 1999 et 2008)
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rapportée par 1’équipe de Styczynski (2009) indique qu’il n’est pas évident d’évaluer I’effet
de la réduction de I’intensité de I’immunosuppression sur la MLP. Car ce traitement est
généralement utilisé en combinaison avec d’autres agents thérapeutiques [226]. Cependant,
parmi les publications investiguées par Styczynski et collaborateurs (2009) [226], une étude
associe la diminution de ’intensité de I’immunosuppression a la réduction du développement

de la MLP [227].

1.12.1.2 Chimiothérapie

La chimiothérapie est plus fréquemment employée chez les adultes que chez les enfants
greffés. L’un des régimes de chimiothérapie utilisés est le régime CHOP (Cyclophosphamide,
Hydroxyadriamycine, Oncovine, Prednisone). Il est bas¢ sur le traitement des tumeurs
lymphoprolifératives B. Selon deux revues publiées par 1’équipe de Styczynski (2009) et celle
de Reddy (2011), son efficacit¢ contre la MLP chez les greffés de cellules souches

hématopoiétiques n’est pas claire [226, 228].

1.12.1.3 Anticorps anti-CD20

L’anticorps anti-CD20 est aussi appelé le rituximab. Il est dirigé contre les lymphocytes B
incluant ceux transformés par le VEB. Son efficacité dans la prévention de la MLP chez les
greffés de cellules souches hématopoiétiques a ¢été rapportée par plusieurs études (48
publications) résumées par Styczynski et collaborateurs (2009) [226]. Ces derniers concluent
que I’utilisation préemptive du rituximab chez les patients avec une charge virale élevée est
efficace pour prévenir la MLP, avec un taux de succes de 89.7%. Il est important de préciser
que dans la plupart de ces études, le rituximab ¢était utilisé en combinaison avec d’autres

protocoles thérapeutiques [226].
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1.12.1.4 Thérapie cellulaire expérimentale adoptive

Elle semble étre efficace contre les MLP apres une greffe de moelle osseuse [229]. Mais en
général, ses succes sont tres faibles. Elle requiert de 1’expertise, beaucoup de temps pour
produire les cellules (plus de 2-3 mois) [230] et nécessite 1’appariement des épitopes des
peptides au grand nombre de polymorphismes HLA disponibles dans une population humaine
[231]. Notons qu’il est important dans ce cas-ci que les cellules T, nouvellement générées,

fonctionnent dans un environnement immunosuppressif.

1.12.1.5 Antiviraux

Les antiviraux sont généralement utilisés dans le cadre du traitement contre les infections par
les virus herpés incluant le VEB. Ce sont principalement 1’acyclovir, le valacyclovir, le
ganciclovir, le cidofovir et le foscarnet. Ils inhibent la réplication virale en bloquant I’ADN
polymérase virale sans affecter celle de la cellule. Par exemple 1’acyclovir et le ganciclovir
inhibent la réplication lytique du VEB et ainsi, ils freinent la production de nouveaux virions
infectieux. Leur efficacité contre le VEB est trés controversée. L’administration d’acyclovir
aux patients diagnostiqués de MI ou présentant des symptdmes similaires a la MI, entraine une
réduction du niveau de fievre ainsi que la durée d’hospitalisation chez ces patients. De ce fait,
I’acyclovir est considéré comme un potentiel agent thérapeutique contre la MI [232]. Par
ailleurs, le traitement avec le valacyclovir permet de réduire 1I’excrétion du VEB dans des cas
de MI [233]. Cependant, plusieurs études soutiennent ’inefficacité des antiviraux contre le
VEB dans les cas de MI et ont été résumées par Gershburg et Pagano (2005) [234]. Cette
inefficacité est fort probablement due au fait que la majorité des symptomes cliniques de la MI

n’est pas directement li¢e a la cytopathologie virale dans les tissus infectés. Ces symptomes et
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signes cliniques sont plutot une conséquence des réponses immunologiques contre les cellules
infectées par le VEB [234]. Dans la prévention de la MLP associée au VEB, les traitements
avec les antiviraux sont généralement combinés avec d’autres agents thérapeutiques, tels que

le rituximab et les immunoglobulines intraveineuses [226].

1.12.1.6 Immunoglobulines intraveineuses ou IglV

Les immunoglobulines intraveineuses sont administrées en guise de traitement prophylactique
anti-infectieux chez les receveurs de greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse. Elles
possédent, entre autres, diverses propriétés biologiques et fonctions qui sont discutées ci-

dessous.

1.12.1.6.1 Propriétés biologiques et domaines d’application des IglV

Les IgIV commerciales sont des produits sanguins préparés a partir du sérum de milliers
d’individus sains (1000 et plus) [235, 236]. Elles sont utilisées principalement en neurologie,
hématologie, immunologie, néphrologie, rhumatologie et dermatologie. En hématologie, elles
servent a traiter la cytopénie immune, 1’aplasie des globules rouges associée au parvovirus
B19, a la leucémie lymphoide chronique et a I’hypogammaglobulinémie secondaire au
myé¢lome [236]. Elles sont aussi administrées aux patients immunosupprimés receveurs de
greffes de cellules souches hématopoiétiques ou d’organes solides en guise de prévention
contre les infections opportunistes [237]. Chez les patients atteints d’une déficience en
anticorps, les IgIV constituent un traitement de choix. A cette indication, elles sont
administrées a une dose de remplacement de 200 a 400 mg/kg de poids corporel par semaine,

pendant trois semaines. Les fortes doses d’IgIV sont de 2g/kg/mois et sont utilisées comme
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des agents immunomodulateurs dans les troubles immunitaires et inflammatoires. Elles ont été

utilisées pour la premiere fois dans la thrombocytopénie chez I’enfant [236, 238].

1.12.1.6.2 Mécanismes d’action des IglV

Les IglV contiennent un vaste répertoire d’anticorps d’une grande spécificité, ce qui résulte en
la neutralisation d’une large gamme d’antigénes [239]. Leurs mécanismes d’action sont
complexes et dépendent de la dose administrée ainsi que de la pathogenése de la maladie. A
travers leur chaine F(ab’),, les IglV jouent diverses fonctions (figure 1.10). Par exemple, elles
inhibent la prolifération des cellules T in vitro [240] et induisent 1’apoptose des monocytes,
des lymphocytes leucémiques ainsi que des cellules B normales des amygdales [241]. Une
¢tude évaluant I’importance des anticorps naturels sur le développement des cellules
dendritiques chez les patients déficients en lymphocytes B et en anticorps circulants a
démontré que les IgIV (source d’anticorps naturels) jouent un réle fondamental dans la

différenciation des cellules dendritiques [242].

Par ailleurs, a travers la liaison a leurs récepteurs Fc (inhibiteurs et activateurs), les
IglV médient de nombreux effets (figure 1.10). Entre autres, la liaison des IgIV au récepteur
Fc inhibiteur désactive la phagocytose. Ceci implique la cytokine CSF-1 qui agit comme un
senseur des régions Fc des IgIV [243]. L’activation des récepteurs Fc entraine une inhibition
de la maturation des cellules dendritiques [244] et joue un important rdle dans le changement
des cytokines, lesquelles régulent a la baisse la fonction réticulo-endothéliale [245]. Les IglV
induisent la production d’IFN-y, d’IL-6 et d’IL-1ra et régulent a la baisse la production d’IL-1

et d’IL-2 [246-248]. Elles peuvent interférer avec la cytotoxicité cellulaire anticorps
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dépendante ou ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) par compétition avec les

anticorps dirigés contre les cibles cellulaires pour la liaison aux récepteurs Fc [236].
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n ~ Modulation apoptose et cycle cellulaire 2
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Figure 1.10 : Principales fonctions des immunoglobulines intraveineuses (adapté de Jolles et

al. 2005) [236].
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D’autres effets bénéfiques des IgI'V sont notés grace a la liaison de leur domaine Fc au
complément (Figure 1.10). De petites doses d’IglV produisent une activation mesurable des
voies classique et alterne [249]. Les IglV peuvent contenir des cytokines, des inhibiteurs de
cytokines solubles, du CD4 soluble, des molécules du HLA de classe II [250] et des agents
stabilisants. Parmi ces derniers se trouvent des sucres (maltose et sucrose) qui peuvent aussi
exercer un effet. Par exemple, a certaines concentrations dans les IglV, ces sucres peuvent
inhiber la prolifération des cellules mononucléées induite par la phytohémagglutinine et le

myristate-acétate de phorbol in vitro [251, 252].

Récemment, une revue publiée par 1’équipe de Tjon [253] a attiré notre attention sur le
fait que la plupart des mécanismes anti-inflammatoires des IgIV ont ét¢ démontré par des
¢tudes utilisant des modéles murins. Parmi ces mécanismes, il s’agit de 1’induction de
I’expression du récepteur inhibiteur FcyRIIB et la stimulation des Tregs par les IglV. Sachant
que la souris et ’humain n’ont pas la méme biologie, il est important de vérifier a quel point
les composantes cellulaires et moléculaires impliquées dans ces mécanismes sont
transposables chez I’humain [253]. Par exemple il a été démontré que le traitement avec les
IglV stimule I’expression de FcyRIIB sur les cellules myéloides chez la souris [243, 254].
Cependant, chez I’humain (patients avec maladies autoimmunes) les IglV n’ont montré aucun
effet sur ’expression de FcyRIIb [253, 255]. Elles induisent par contre une diminution de
I’expression du récepteur activateur FcyRlIla sur les cellules myéloides en circulation [255].
Par ailleurs, le role anti-inflammatoire des IgIV a travers la stimulation de I’expansion des
Tregs a aussi été ¢lucidé dans des modeles murins expérimentaux [256, 257] et chez ’humain

(patients traités avec des doses élevées d’IglV) [258, 259]. L’IL-33 semble jouée un rdle dans
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I’augmentation de I’expression de FcyRIIB (chez la souris), la diminution de I’expression de

FcyRlIla (chez I’humain) (Figure 1.11) et dans 1’expansion des cellules Tregs [253].
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Figure 1.11 : Mode¢les de modulation de I’expression des récepteurs FcyR par les IgIV chez la

souris et chez I’humain (adapté de Tjon et al. 2015 [253]).

1.12.1.6.3 Roles des IglV dans la prévention de [l'infection par le virus Epstein-Barr et la
maladie lymphoproliférative post-greffe

Les IglV sont aussi administrées aux patients immunosupprimés receveurs de greffes qui sont
trés vulnérables au VEB. Cependant, leur efficacité pour prévenir 1’infection par ce virus est
controversée. Deux méta-analyses réalisées dans les années 1990 ont confirmé les bienfaits de

I’utilisation des Igl'V chez les receveurs d’une greffe de moelle osseuse [260, 261]. Des études
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réalisées sur des modeles murins de la maladie lymphoproliférative B associée au VEB, ont
aussi démontré que les IglV sont capables de prévenir le développement de la MLP [262,
263]. Une étude plus récente a rapporté que les IglV, en combinaison avec un antiviral, ont
permis de contrdler le développement de la MLP chez un jeune greffé du foie [264].
Cependant, I’étude de Green et al. 2006 a montré le contraire [265]. Le traitement des enfants
greffés du foie avec les IgIV-CMV (CytoGam) n’a pas d’effets significatifs sur le
développement de la MLP [265]. De méme, le traitement combinant les IgIV et un antiviral
(ganciclovir) n’a pas affecté la charge virale chez les greffés d’organes dont les donneurs sont
VEB seropositifs [266]. Une méta-analyse plus récente a montré que les IglV et les IglV-
CMYV n’ont pas d’effets contre I’infection par le CMV apres une greffe de cellules souches
hématopoiétiques. Par contre, elles ont augmenté le risque de la maladie veino-occlusive
[267]. Un groupe d’études supporte que les IgIV réduiraient les complications suite aux
infections telle que la pneumonie interstitielle [268-270] et d’autres soutiennent que les IglV

sont inefficaces [271].

1.12.2 Traitements en développement (la vaccination)

Le vaccin anti-VEB le plus populaire est basé sur la glycoprotéine de I’enveloppe virale a
travers laquelle le virus se lie au récepteur cellulaire. C’est une glycoprotéine sous deux
formes, une de 350 kDa et la deuxieme de 220 kDa, qui sont codées par le méme géne BLLF1.
La gp350 est une protéine de 907 acides aminés contenant 37 sites N-glycosylés [272]. Quant
a la gp220, elle est générée par €pissage et résulte en une délétion de 196 acides aminés (entre
les acides aminés 502 a 698) [273]. Les anticorps dirigés contre la gp350/220 sont capables

d’inhiber I’immortalisation des cellules B par le VEB. Par exemple, en 1980, 1’équipe de
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Hoffman a généré une lignée cellulaire hybride a partir de la fusion des cellules de myélomes
de souris avec des splénocytes qui provenaient d’une souris immunisée avec le VEB. Ils ont
démontré que cette lignée hybride sécréte un anticorps monoclonal capable de neutraliser
I’infection par le VEB, et que cette activité était spécifique contre la gp350 de 1’enveloppe
virale [274]. Plus tard, I’activité neutralisante de ce monoclonal murin a été confirmée par
d’autres équipes [275, 276]. Vers la fin des années 80, 1’équipe de Morgan a développé un
vaccin en laboratoire (virus recombinant exprimant la gp350) capable de prévenir les
lymphomes B causés par le VEB chez les petits primates [277]. En 2006, I’équipe de Haque a
confirmé que 1’anti-gp350 murin (ou 72A1) inhibe I’infection des lymphocytes B par le VEB
in vitro [278]. Dans la méme étude, I’équipe a aussi démontré I’activité neutralisante de
I’anticorps in vivo dans un modele murin de MLP. Cependant, lorsqu’ils I’ont injecté aux
patients immunosupprimés, ceux-ci ont développé une forte réaction d’hypersensibilité, d’ou
la limite de son utilisation en clinique [278]. L’ensemble de ces études démontre que la gp350
de I’enveloppe virale est une cible importante dans la neutralisation de I’infection par le VEB.
Ainsi, plusieurs études ont été conduites sur la molécule gp350, dont la cartographie de ses
épitopes qui a permis d’identifier cinq (ou plus) sites antigéniques sur la protéine gp350 [274,
279-282]. L’inhibition d’un seul de ces sites, est capable de neutraliser I’infection par le VEB
[273, 283, 284]. Ceci s’explique par le fait que les anticorps qui reconnaissent spécifiquement
cet épitope bloquent 1’attachement de la gp350 a son récepteur cellulaire CD21 [285]. La
liaison des anticorps neutralisants sur la gp350 dépend de la conformation de ses épitopes

[286].
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1.13 Problématique, hypotheéses et objectifs de I’étude

1.13.1 Problématique

Le VEB est un virus ubiquitaire qui infecte au-dela de 90% de la population mondiale. Il
utilise plusieurs stratégies pour échapper au systéme immunitaire, lui permettant ainsi de
persister a vie chez son hdte. L’infection primaire au VEB ou sa réactivation chez les enfants
immunosupprimés (receveurs de greffe) est un facteur de risque important pour la MLP. Les
traitements actuels sont plus ou moins efficaces et présentent des désavantages non

négligeables. Par ailleurs, on ne dispose pas d’un outil précis pour le pronostic de la MLP.

1.13.1.1 Limites et désavantages des traitements contre le virus Epstein-Barr et la

maladie lymphoproliférative post-greffe

Les ¢études sur D’efficacité potentielle des antiviraux dans la prévention de I’infection par le
VEB et la MLP ne sont pas convaincantes, car elles utilisent entre autre des controles non
spécifiques [287, 288]. En outre, elles n’ont pas trouvé une association claire entre I’utilisation
des antiviraux et la réduction de la MLP [266, 289-292]. Par ailleurs, le rituximab cible les
cellules B matures incluant les lymphocytes B malins. Le taux de réponse des patients pour
des lymphomes établis est de 63% [226]. Il est important de noter que le rituximab ne
distingue pas entre les lymphocytes B sains et malins. De ce fait, son utilisation impose un
risque important d’infections virales fatales durant les 6-9 mois nécessaires pour la
régénération de la population de cellules B déplétées suite a ce traitement [293, 294]. Son
utilisation a long terme pourrait altérer la réponse humorale normale [295]. En plus, le coft

pour le traitement au rituximab s’avére prohibitif. La thérapie cellulaire expérimentale
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adoptive a également des succes tres faibles. Elle requiert de 1’expertise, beaucoup de temps
pour produire les cellules (plus de 2-3 mois) [230], et son exécution est rigoureuse et

complexe.

1.13.1.2 Contradictions sur Putilisation des IgIV contre I’infection par le virus Epstein-

Barr

Au moment de la greffe, en plus des antiviraux, les patients recoivent aussi des IgIV en guise
de prévention contre les infections opportunistes incluant le VEB. Sachant que ces IglV sont
riches en anticorps spécifiques au VEB, leur efficacité in vivo contre le VEB ou la MLP chez
les jeunes greffés n’a pas réellement été prouvée. Par exemple, des études ont démontré que
les IglV (incluant le CYTOGAM qui est préparé a partir de sérums sélectionnées pour leurs
hauts titres anti-CMV), en administration unique, ou en combinaison avec des antiviraux,
n’avaient pas d’effets significatifs sur la MLP, ni sur I’infection primaire au VEB chez des
jeunes greffés du foie ou d’autres organes solides, respectivement [265, 266]. Cependant, une
seule étude soutient que le traitement d’un jeune patient greffé du foie avec les IglV
combinées aux antiviraux, a permis de contrdler le développement de la MLP chez ce patient
[264]. En notant que le VEB infecte les cellules B a travers la liaison de la gp350 de
I’enveloppe virale au récepteur cellulaire CD21, il suscite la question a savoir quelle est la
capacité des anticorps anti-VEB contenus dans les IglV a bloquer cette infection suite a une

réactivation du VEB?

58



1.13.1.3 Manque de marqueurs fiables pour le pronostic de la maladie
lymphoproliférative post-greffe

On sait que 62% des cas de MLP (incluant des cas chez les enfants et chez les adultes) se
développent durant la premiére année de greffe dont environ 47% des cas se manifestent dans
les 6 mois suivant la greffe. Malgré la surveillance réguli¢re de la charge virale du VEB chez
ces patients par PCR quantitative, il est difficile de prédire avec certitude ceux qui vont
développer une MLP. Face a I’absence d’un traitement préventif efficace contre 1’infection par
le VEB, il est important de pouvoir identifier les patients a risque de développer la MLP. Il a
été¢ démontré que la réponse des cellules T est nécessaire pour freiner 1’infection lytique [296].
Leur activité cytotoxique inhibe la prolifération des cellules B transformées par le VEB.
Cependant, les receveurs de greffe sont dépourvus de cette réponse due a leur régime de
conditionnement immunosuppresseur. De ce fait, I’infection primaire par le VEB ou sa
réactivation chez ces patients durant la premiére année de greffe peut se traduire par une une
charge virale ¢élevée pouvant conduire au développement de la MLP. L’augmentation de la
charge virale t¢émoigne d’une intense réplication du VEB ou d’une prolifération des cellules B
transformées par le VEB. De plus, les méthodes de quantification de la charge virale du VEB
dans le sang périphérique n’informent pas sur le stade de I’infection (lytique ou latente), ce qui
souléve la question a savoir si 1’évaluation de la réponse spécifique des cellules T contre les
antigenes lytiques ou latents du VEB chez les patients greffés permet d’identifier ceux a risque
de développer la MLP. Pour répondre aux questions soulevées dans cette problématique, nous

avons formulé deux hypothéses principales.
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1.13.2 Hypothéses de recherche

Les phases précoces de I’infection par le VEB ou sa réactivation se caractérisent par une
réplication lytique avec la production de virions infectieux [47, 297, 298]. Ces nouveaux
virions infectent et immortalisent les cellules B naives entrainant la lymphoprolifération. Cette
derniére est freinée par la réponse spécifique des cellules T cytotoxiques chez 1’hote
immunocompétent [95, 299]. Ce travail se base sur la prémisse voulant que tout agent capable
de bloquer I’infection des cellules B par le VEB empéche aussi le développement de la MLP
chez les individus immunosupprimés. Plusieurs études ont montré que les anticorps dirigés
contre la glycoprotéine majeure de 1’enveloppe virale (gp350) sont capables d’inhiber
I’immortalisation des cellules B par le VEB [274, 276-278]. Sachant que les IglV sont
préparées a partir du plasma de milliers d’individus VEB séropositifs, nous émettons
I’hypothése que, si les préparations d’IglV renferment des anticorps neutralisant le VEB, elles
seraient capables de protéger les receveurs de greffe contre la MLP en bloquant I’infection
secondaire des cellules B voisines. Par le méme fait, nous postulons que la présence d’une
réponse robuste des cellules T contre les antigénes lytiques du VEB constitue un marqueur de

protection contre la MLP.

1.13.3 Objectifs de recherche

Dans cette section, nous présentons les objectifs qui serviront a vérifier nos hypothéses. Cette

these comporte deux objectifs principaux qui sont divisés en deux sous objectifs chacun.
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- Objectif 1

a) Evaluer in vivo la capacité des IgIV a bloquer I’infection par le VEB chez une cohorte

d’enfants greffés de cellules souches hématopoiétiques.

b) Déterminer 1’activité neutralisante du VEB dans les préparations commerciales d’IglV.

- Objectif 2

a) Etudier la réponse des cellules T contre les antigénes lytique et latent du VEB a ’aide d’un

test ELISpot dans une cohorte d’enfants greffés de cellules souches hématopoiétiques.

b) Faire une corrélation entre la réponse des cellules T (observée dans 1’Objectif 2a) et la
charge virale du VEB dans le sang périphérique des patients durant les 12 premiers mois apres

la greffe.
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CHAPITRE II : MATERIELS ET

METHODES



2.1 Evaluer in vivo la capacité des IgIV a bloquer P’infection par le
virus Epstein-Barr chez les enfants greffés de cellules souches

hématopoiétiques

2.1.1 La cohorte de patients

La cohorte de patients est formée de 49 enfants VEB séropositifs ayant recu une greffe
allogénique de cellules souches hématopoiétiques (sang de cordon ou moelle osseuse) VEB
séronégatives. Parmi eux, 37 patients (32 avec une greffe non apparentée et 5 avec une greffe
apparentée) ont été traités avec les IglV en guise de prophylaxie contre les infections
opportunistes. Les données cliniques détaillées des patients sont présentées dans les Annexes
I, IL, T et IV. La dose administrée est de 500 mg/kg (milligramme par kilogramme) a partir du
jour 3 avant la greffe, une fois par semaine jusqu’a 3 mois aprés la greffe. Ensuite, la
fréquence est réduite a une fois par mois jusqu’a 9 mois apres la greffe. Les autres traitements
avec les IgIV incluent le RespiGam (Respiratory Syncitial Virus Immune Globulin
Intravenous) [300] et le CytoGam (Cytomegalovirus Immune Globulin Intravenous) [301]. Ce
dernier contient des titres ¢levés d’anticorps anti-CMV (Cytomégalovirus) et était administré
aux patients lorsque ceux-ci étaient CMV positifs par PCR ou s’ils présentaient des signes
cliniques évidents. Le RespiGam était donné aux patients pour les protéger contre I’infection
par le virus respiratoire syncytial. Les 12 patients restants (10 avec une greffe apparentée et 2
avec une greffe non apparentée) n’ont pas été traités avec les IgIlV. Les IgIV ont été

administrées uniquement dans les cas d’une greffe non apparentée, d’une greffe apparentée
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avec une hypogammaglobulinémie ou un déficit immunitaire, et aux enfants de 2 ans et moins.

Tous les patients ont recu un régime de conditionnement a des doses myéloablatives.

2.1.2 Charge virale du virus Epstein-Barr dans le sang périphérique

La charge virale du VEB dans le sang périphérique a été déterminée dans le sang total des
patients par PCR quantitative (qQPCR) au laboratoire de diagnostic moléculaire du CHU
Sainte-Justine. Les cliniciens considérent qu’a partir de 3000 copies par ml de sang, I’infection
par le VEB peut rapidement évoluer vers la MLP. Ainsi, ils administrent aux patients le
rituximab en guise de prévention. Les valeurs supérieures a 3000 copies par ml (millilitre) de

sang ont ¢té considérées cliniquement significatives pour la population étudiée.

2.1.3 Reconstitution des cellules immunitaires dans le sang périphérique

Le suivi de la reconstitution immunitaire des patients apres la greffe a été réalisé par le service
d’hémato-oncologie du CHU Sainte-Justine. Nous avons collecté les données sur le nombre
absolu des lymphocytes B, des cellules T CD4, des cellules TCDS et des cellules NK a partir
des dossiers cliniques des patients. Pour notre analyse, nous nous sommes limités aux 12
premiers mois apres la greffe. Nous avons réparti la cohorte de 49 patients en deux groupes.
Le premier groupe comprend les patients qui ont montré une qPCR positive pour le VEB
(VEB+) apres la greffe (n = 21). Le second groupe contient les patients VEB négatifs (VEB-)
par qPCR apres la greffe (n = 28). Dans le groupe VEB+, quatre patients n’ont pas été inclus
dans I’analyse car leurs données n’étaient pas disponibles. Pour comparer la cinétique de
reconstitution des cellules immunitaires entre ces deux groupes (VEB+ versus VEB-) nous
avons utilisé le test Mann-Whitney. C’est un test statistique non paramétrique qui permet de

comparer les moyennes de deux groupes. En raison de I’absence de patients contrdles adéquats
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au CHU Sainte-Justine, nous avons utilis¢ les données publiées par 1’équipe de Valiathan
(2014) en guise de valeurs de référence. Il s’agit du nombre absolu des cellules B, T CD4, T
CDS8 et NK, déterminé chez 50 adolescents (agés de 12 a 18 ans) du sud de la Floride [302].
Ce groupe d’age correspond a la tranche d’age d’une bonne proportion de notre cohorte
d’étude dont 1’age des patients au moment de la greffe varie de 5 mois a 18 ans (la moyenne +

I’écart type est de 8.83 £ 5.59).

2.2 Déterminer P’activité neutralisante des IgIV contre ’infection

par le virus Epstein-Barr in vitro

2.2.1 Cellules

Les lignées cellulaires P3HR-1, B95-8, Bjab, Raji et CEM ont été¢ maintenues dans le milieu
de culture a 37°C avec 5% de CO,. Le milieu de culture comprend les éléments suivants :
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 + glutamine (Invitrogen) contenant 10% de
sérum foetal bovin (FBS, feetal bovine sérum) (Gibco Life Technologies) et 100 U/ml de

pénicilline-streptomycine (Sigma).

Les cellules mononucléées de sang de cordon (CMSC) sont isolées a 1’aide d’un
gradient de Ficoll. Brievement, le sang a ét¢ dilué¢ dans le PBS (Phosphate Buffered Saline)
stérile (Invitrogen) contenant du FBS-10% et rajouté doucement dans le tube contenant 15 ml
de Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences). Le tout a été centrifugé 20 minutes a 3000
rpm (rotations par minute) a la température ambiante. L’anneau de cellules mononucléées a été
récolté et centrifugé 10 minutes a 1200 rpm a la température ambiante. Le culot cellulaire a été

ensuite lavé deux fois avec le PBS contenant du FBS-10%, a 1200 rpm durant 10 minutes.
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2.2.2 Production de virus

Pour réaliser nos expériences, les souches virales VEB P3HR-1 et B95-8 ont été produites. Le
virus P3HR-1 est une souche expérimentale de VEB dépourvue d’activité transformante. Il est
produit par les lignées lymphoides B (P3HR-1) issues d’un lymphome de Burkitt [303]. Quant
au virus B95-8, il représente la souche transformante du VEB. Il est produit par la lignée
cellulaire B95-8 issue des cellules B de singe ouistiti infectées par le VEB provenant de la

salive d’un cas de mononucléose infecticuse [304].

Le protocole de production des deux souches de VEB a été adapté du protocole
préalablement décrit par Sairenji T et al. (1985) [305]. Les cellules P3HR-1 et B95-8 (en
raison de 2 x 10> cellules/ml) ont été mises en suspension dans le milieu de culture (RPMI
1640 + glutamine avec 10% FBS et 100 U/ml de pénicilline-streptomycine) et incubées a 37°C
avec 5% de CO,. Aprés deux semaines d’incubation, le surnageant a été récolté par
centrifugation. Le culot cellulaire a été congelé et décongelé deux fois afin de faire éclater les
cellules vivantes et libérer les virus restants. Ensuite il a été remis en suspension avec quelques
ml de surnageant et le tout a été centrifugé a 4000 rpm pendant 30 minutes. Le surnageant a
été récolté et rajouté au précédent. L’ensemble des surnageants a été filtré avec le filtre 0.45
um et centrifugé a 12,000 g pendant 2 heures a 4°C dans le rotor JA30.50. Le culot de virus
qui en résulte, a été mis en suspension dans le milieu de culture (RPMI 1640 plus 10% FBS et
100 U/ml de pénicilline-streptomycine) de sorte que les virus récoltés soient concentrés a
200x. Ils ont ensuite été aliquotés dans un volume de 100 pl et conservés a -80°C. Les titres
infectieux des virus P3HR-1 et B95-8 ont ét¢ déterminés en évaluant I’induction de

I’expression des antigeénes précoces (EA) dans les cellules Raji et des antigénes nucléaires
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(EBNA) dans les cellules Bjab, respectivement. Ils ont été exprimés en unités induisant EA ou
EBNA par ml (Ul/ml) [305]: E4A ou EBNA Ul/ml = ([nombre de cellules Raji/ml ou BJAB/ml]

x [fraction de cellules EA+ ou EBNA+]) / dilution de la solution de virus P3HR-1 ou B95-8.

2.2.3 Tests de neutralisation

En premier, nous avons évalué la capacité des IgIV a bloquer I’infection cellulaire via des tests
de neutralisation en culture cellulaire. Nous avons analysé I’inhibition de 1’expression des
antigénes précoces (EA) et latents (EBNA) dans les lignées cellulaires Raji et Bjab infectées
par les souches virales P3HR-1 et B95-8 respectivement [306]. En second, nous avons mesuré
le pouvoir des IglV a neutraliser la transformation des lymphocytes B du sang de cordon par le

VEB (souche B95-8).

Les cellules Raji constituent une lignée lymphomateuse B obtenue a partir d’un patient
nigérian atteint de lymphome de Burkitt VEB positif [307]. C’est une lignée non productive
qui, lorsque surinfectée par le VEB, exprime les antigénes précoces (EA) [308]. Les cellules
Bjab, quant a elles, constituent une lignée lymphomateuse B provenant d’un lymphome de

Burkitt VEB négatif [309].

2.2.4 Test de neutralisation pour examiner la capacité des IglV a inhiber
I’expression des antigénes précoces (EA) et latents (EBNA) dans les cellules
Raji et Bjab infectées par le virus Epstein-Barr respectivement

Le virus P3HR-1 (1.08 x 10° Ul/ml) ou le virus B95-8 (9.22 x 10* UI/ml) dans un volume de
50 pl ont été incubés avec 10ul d’IglV (dilutions 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160) et 10 ul de

milieu de culture (contrdle négatif) pendant 1 heure a 4°C. Ensuite 6 x 10* cellules Raji ou
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Bjab ont été¢ infectées avec le mélange IglV: virus P3HR-1 ou IgIV: virus B95-8
respectivement incluant le contréle négatif avec le mélange virus: milieu de culture
correspondant (virus P3HR-1 ou virus B95-8), pendant 1 heure a 37°C. Nous avons inclus 6 x
10* cellules sans aucun traitement en guise de contrdle cellulaire. Les cellules ont ensuite été
lavées une fois avec le PBS et le culot cellulaire a été¢ remis en suspension dans le milieu de
culture. Les cellules sont cultivées dans les plaques de 24 puits (Ultident, St. Laurent, Qc) en
raison de 1 ml par puits pendant 2 jours (pour ’expression des EA dans les Raji) et 3 jours
(pour I’induction des EBNA dans les Bjab) a 37°C avec 5% de CO,. Les cellules ont ensuite
été centrifugées et lavées une fois avec le PBS pour un marquage des EA et EBNA par
immunofluorescence indirecte comme décrit par 1’équipe de Sairenji (1988) [306].
Bri¢vement, les cellules ont été étalées sur lames (Multitest slide, MP Biomedicals, Santa Ana,
California, USA) et fixées avec un mélange (1: 1) d’acétone (Bioshop, life science
products) et de méthanol (Bioshop, life science products) 3 minutes a -20°C pour la détection
de I’expression des EBNA dans les cellules Bjab. Quant a I’expression des EA, les cellules
Raji ont été fixées avec 1’acétone pendant 10 minutes a -20°C. Apres 1 heure de blocage avec
le PBS contenant 5% de FBS, le sérum VEB positif a été ajouté pour 1 heure a la température
ambiante. Apres trois lavages (dans le PBS) de 5 minutes avec agitation (2 100 rpm), les
cellules ont été incubées avec 1’anticorps secondaire de chevre anti-IgG humain couplé au
FITC (fluorescein isothiocyanate) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
USA) pendant 1 heure a la température ambiante, suivi de trois lavages comme décrit
précédemment. Puis, les cellules ont été recouvertes de glycérol (Sigma) dilué dans du PBS

(1:1) et d’une lamelle pour observation au microscope a fluorescence (Zeiss, HAL 100, HBO
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100W). Le pourcentage de neutralisation a été¢ déterminé comme décrit par Sairenji et al. 1985

[305], soit :

% neutralisation = (([% de cellules EA+ ou EBNA+ (du mélange virus + milieu de culture)] —
[% de cellules EA+ ou EBNA+ (du mélange IgIV + virus)]) / ([% de cellules EA+ ou EBNA+
(du mélange virus + milieu de culture)]) x 100. Et les titres neutralisants a 50% ont été

rapporteés.

2.2.5 Test de neutralisation pour examiner la capacité des IglV a inhiber la
transformation des cellules mononucléées de sang de cordon par le virus
Epstein-Barr

Pour effectuer le test de neutralisation afin d’examiner la capacité des IglV a inhiber la
transformation des cellules mononucléées de sang de cordon par le VEB, nous avons traité 1 x
10° cellules avec le mélange IgIV : virus B95-8 ou le virus B95-8 tout seul (comme décrit
précédemment a la section 2.2.4). Le titre viral de B95-8 utilisé est de 3.15 * 10° Ul/ml).
Apres 1 heure d’incubation a 37°C, les cellules ont été centrifugées a 10,000g pendant 5
minutes a la température ambiante et lavées une fois avec le PBS. Le culot cellulaire a été
remis en suspension dans le milieu de culture et 10° cellules ont été déposées par puits dans un
volume final de 200 pl dans des plaques de 96 puits (Ultident, St. Laurent, Qc). Les plaques
ont été incubées a 37°C avec 5% de CO,. Le milieu de culture a été remplacé a une fréquence
de deux fois par semaine. Apres 4 semaines de culture, les puits avec les cellules transformées
ont ét¢ dénombrés en observant au microscope la formation d’amas cellulaires. Ces derniers
sont caractéristiques d’une prolifération cellulaire active. Ensuite, le pourcentage de

neutralisation a été déterminé comme suit ;
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% neutralisation = (nombre de puits avec amas cellulaires / nombre total de puits) * facteur

de dilution * 100. Et les titres neutralisants a 50% ont été rapportés.

2.2.6 Source des IglV

Dans le cadre de cette étude, 36 lots de cinq préparations commerciales d’IglV ont été
analysés. Ces préparations sont: IglVnex, Gamunex (Talecris Biotherapeutics Ltd,
Mississauga, Ontario, Canada), Gammagard liquide, Gammagard S/D (Baxter Healthcare
Corporation, Mississauga, Ontario, Canada) et Privigen (CSL Behring Canada Inc., Ottawa).
Ces préparations sont concentrées a 100 mg/ml et nous ont été fournies par Dr. Pierre Teira de

la division d’hémato-oncologie de I’Hopital Sainte-Justine.

2.2.7 Sérologie pour le virus Epstein-Barr dans les 36 préparations
commerciales d’IglV

Les anticorps contre la capside virale (VCA) et la glycoprotéine majeure de 1’enveloppe virale
(gp350) ont été déterminés par immunofluorescence indirecte. Pour cela, environ 50,000
cellules par puits ont été étalées sur les lames. Les cellules CEM (lignées de cellules T
humaines issues d’un cas de leucémie lymphoblastique aigué) transfectées avec le géne codant
la gp350 ont été utilisées pour la détection des anticorps anti-gp350 et la lignée B95-8 pour la
détection des anticorps anti-VCA. Apres avoir séché les cellules a 1’air libre, elles ont été
fixées au méthanol et a I’acétone respectivement pendant 10 minutes a - 20°C. Ceci a été suivi
de 40 minutes de blocage a la température ambiante avec le PBS contenant 5% de FBS. Apres
un lavage (dans le PBS) de 5 minutes avec agitation (a2 100 rpm) a la température ambiante, les

cellules ont été incubées avec les IglV diluées (1/20, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 et
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1/3200) dans le PBS ou le controle positif (sérum VEB positif) ou le controle négatif (sérum
VEB négatif) pendant 40 minutes a la température ambiante. Les lames ont ensuite été lavées
trois fois comme précédemment. L’anticorps secondaire de chevre anti-IgG humain couplé au
FITC a été ajouté pendant 40 minutes a la température ambiante et a 1’abri de la lumicre.
Apres trois autres lavages, les lames ont été recouvertes de glycérol dilué dans du PBS (1:1) et

d’une lamelle pour I’observation au microscope a fluorescence.

2.2.8 Les titres anti-gp350 par ELISA dans les 36 préparations

commerciales d’IglV

Nous avons quantifié les titres des anticorps anti-gp350 contenus dans les IgIV a ’aide d’un
test immuno-enzymatique ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay). Pour cela, 1 x
10° cellules CEM ou CEM exprimant la gp350 dans un volume de 40 pl de PBS, ont été
déposées par puits dans des plaques de 96 puits (Ultident, St. Laurent, Qc). Les puits ont été
ensuite séchés sous vide et les cellules ont été fixées avec du méthanol froid. Aprés trois
lavages avec du PBS, les puits ont été¢ bloqués avec 1% de BSA (Sigma-Aldrich) et incubés 2
heures avec 100 pl d’IglV ou de 72A1 (anti-gp350, contrdle positif) [273, 274] ou de S12
(anti-LMP1, contrdle de réactivité non spécifique ou bruit de fond) [310]. Ensuite les puits ont
¢été lavés 5 fois avec du PBS et les anticorps monoclonaux anti-gp350 contenus dans les IglV
ont été détectés en ajoutant I’anticorps de chévre antihumain conjugué a la biotine (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) [311]. Les puits incubés avec les
contrbles positif (72A1) et de réactivité non spécifique (S12) ont été détectés avec I’anticorps
de chévre anti-souris conjugué a la biotine (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West

Grove, PA, USA). Apres 2 heures d’incubation, les puits ont été lavés 6 fois avec du PBS. Ils
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ont ensuite ¢été incubés avec la streptavidine conjuguée a la peroxydase (Jackson
ImmunoResearch laboratories, West Grove, PA) et le substrat 3,3’5,5’-Tetramethylbenzidine
(Bioshop, Burlington ON) jusqu’au développement de couleur (environ 5 a 10 minutes). La
réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant du HCI (2N) et la lecture a été faite a 450 nm

(nanometres) avec une référence a 570 nm.

En ce qui concerne la courbe standard, elle a été produite a partir d’une série de
dilution des préparations d’IgIlV (0, 5, 10, 50, 100, 500 et 1000 pg/ml). Chacune de ces
concentrations d’IglV a été fixée en duplicata dans la plaque de 96 puits. Les anticorps IgG

ont été détectés comme décrit dans le paragraphe précédent.

2.3 Le test ELISpot pour étudier la réponse des cellules T contre
les antigenes lytique et latent du virus d’Epstein-Barr

Le test ELISpot (Enzyme-Linked ImmunoSpot) est une technique immuno-enzymatique qui
permet d’étudier 1’état d’activation des cellules immunitaires et de les quantifier a partir des
cytokines qu’elles sécrétent suite a leur stimulation avec des antigeénes spécifiques [312]. Pour
répondre a cet objectif, nous avons évalué la production de I’'IFN-y par les lymphocytes T des
patients greffés. Ainsi, une cohorte de patients a été recrutée par le service d’hémato-oncologie
de I’hdpital Sainte-Justine. Et leurs cellules mononucléées du sang périphérique ont été isolées
et mises en culture en présence des peptides lytique et latent du VEB pour déterminer le

nombre de cellules T sécrétant I’'TFN- .
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2.3.1 Cohorte d’étude

Un nombre total de 20 enfants destinés a recevoir une greffe de moelle osseuse ou de sang de
cordon, a ¢été recruté de 2007 a 2012. Nous précisons que cette cohorte est différente de la
cohorte précédente de 49 patients. Parmi ces 20 patients, neuf ont été exclus de 1’étude : cinq
ont fait une rechute, deux n’ont pas complété I’étude et deux sont décédés tot apres la greffe.
Au final la cohorte se résume a 11 patients. Ils ont été sélectionnés en fonction de 1’expression
du HLA-A2, B7 ou B8 par le donneur. Car les peptides du VEB a analyser sont restreints a
I’un de ces HLA. La sérologie VEB du donneur pour la greffe de moelle osseuse a été
déterminée ainsi que celle du receveur de greffe. La sévérité du traitement immunosuppresseur
varie selon le diagnostic du patient et le type de greffe. Par exemple, les patients qui sont
sujets a une greffe non apparentée ont recu, en plus du régime de conditionnement, de I’ATG
(Anti-Thymocyte Globulin) en guise de traitement prophylactique contre la GvHD. Afin de
prévenir les infections opportunistes, tous les patients ont été traités avec des antiviraux et/ou
des IglV (500 mg/kg/dose). Les IglV ont été¢ administrés a partir de 3 jours avant la greffe en
raison d’une fois par semaine jusqu’a 3 mois apres la greffe. Ensuite, la dose a été passée a
une fois par mois jusqu’a 9 mois post-greffe. Ce protocole fait référence au traitement clinique

approuvé par les médecins de la division d’hémato-oncologie du CHU Sainte-Justine.

2.3.2 Isolement des cellules mononucléées du sang périphérique

Le sang périphérique (6 a 12 ml) des patients a été prélevé dans des tubes héparinés a des
périodes bien précises apres la greffe. Ces périodes sont les suivantes : 2, 3, 6, 9 et 12 mois
apres la greffe. Le plasma a été séparé du sang total par centrifugation a 2500 rpm durant 10

minutes a la température ambiante et conservé a -80°C. Le reste de sang a été ensuite dilué
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dans le milieu RPMI 1640 (Invitrogen) et mis sur Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences).
Aprées 20 minutes de centrifugation a 3000 rpm a la température ambiante, 1’anneau de cellules
mononucléées formé par gradient de densité a été récolté dans un tube conique de 15 ml. Ceci
a ét¢ suivi de trois lavages avec le RPMI 1640 a 1200 rpm pendant 10 minutes a la
température ambiante. Le culot cellulaire qui en résulte a été remis en suspension dans 1 a 5
ml de milieu RPMI selon sa grosseur. Suite au décompte cellulaire, environ 5 x 10° cellules
ont été¢ concentrées dans 1 ml de milieu de congélation froid CryoStor CS10 (BioLife
solutions) dans un tube a congélation stérile. Aprés 10 minutes d’incubation a 4°C, les cellules

ont été congelées a -80°C.

2.3.3 Antigenes lytique et latent du virus Epstein-Barr

Nous avons utilis¢ des peptides qui sont bien caractérisés dans la littérature [313-315]. Il s’agit
d’un peptide sur la protéine BMLF1 et de deux peptides sur la protéine nucléaire EBNA3A. Ils
ont été fabriqués par la compagnie Sigma Aldrich (3050 Spruce St., St. Louis, MO 63103) et
livrés sous la forme lyophilisée. Ils ont été solubilisés selon les recommandations de la
compagnie a une concentration finale de 2mM. Chaque peptide a été aliquoté dans des tubes
stériles en fonction du volume requis par expérience afin d’éviter la congélation et la

décongélation répétées. L’ensemble des aliquots a été conservé a -20°C.

Le peptide BMLF1 (GLCTLVAML) est restreint au HLA-A2 [313]. Quant aux deux
peptides EBNA3A, I’'un (EBNA3A35.333, FLRGRAYGL) est restreint au HLA-B8 [314] et le
second (EBNA-3A379.337, RPPIFIRRL) au HLA-B7 [315]. Sachant que tous les patients sont
négatifs pour le VIH (Virus de I'Immunodéficience Humaine), on a choisi le peptide

RIGPGRAFVTIG (restreint au HLA-A2) situ¢ sur la protéine de I’enveloppe du VIH
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(VIHenv) comme controle de la réponse non spécifique [314]. Celui-ci a aussi été dilué a une

concentration de 2mM et conservé a -20°C.

2.3.4 Test ELISpot pour la production d’IFN- y

Les cellules mononucléées ont d’abord été décongelées comme suit. Dans un bain-marie a
37°C les tubes de cellules ont été soumis a une légere agitation (mouvement circulaire)
pendant environ 3 minutes pour les ramener autour de 4°C. Elles ont ensuite été transférées
dans un tube conique de 15 ml ou 5 ml de milieu de décongélation (RPMI 1640 contenant
20% de FBS plus 0.1% de benzonase nucléase) ont été rajoutés doucement (goutte a goutte)
aux cellules afin de diluer la solution de congélation. La benzonase est une DNase qui dégrade
toutes les formes d’ARN et d’ADN permettant ainsi de détruire les agrégats cellulaires qui
sont une source de spots non spécifiques [312]. Le tout a été ensuite centrifugé a 1200 rpm 10
minutes a la température ambiante. Le culot cellulaire résultant a été lavé deux fois avec 10 ml
de milieu de décongélation a 1200 rpm 10 minutes a la température ambiante. Les cellules ont
¢été remises en suspension dans 2 ml de milieu de culture (RPMI + glutamine, 10% de FBS et
100 U/ml de pénicilline-streptomicine) et transférées dans un flacon T-25. Elles ont ensuite été
incubées a 37°C avec 5% de CO; jusqu’au lendemain. Ceci permet de se débarrasser des
cellules fragiles qui sont en apoptose et d’avoir une bonne estimation de la viabilité cellulaire

suite au décompte avant de mettre les cellules dans les puits de la plaque pour ELISpot [312].

Au jour 2, tous les milieux (de culture et de lavage) ainsi que la plaque a ELISpot
(fournie dans le kit ELISpot, Mabtech) ont été ramenés a la température ambiante. Les cellules
ont été transférées dans un tube conique de 15 ml et centrifugées a 1200 rpm 10 minutes a la

température ambiante. Le culot cellulaire a été lavé une fois avec 10 ml de milieu de lavage
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comme décrit précédemment. Selon la grosseur du culot, les cellules ont été diluées dans 1 a 5
ml de milieu de culture (Marrow Max contenant 100 U/ml de pénicilline-streptomycine). Le
milieu Marrow Max (Gibco Invitrogen Corporation) est un milieu enrichi destiné entre autre a

la culture a court terme de cellules hématopoiétiques.

Le décompte cellulaire a été fait en raison de 10 pl de cellules dans 90 pl de bleu de
trypan. La concentration finale de cellules a été ajustée a 2 x 10° cellules par 100 pl de
suspension cellulaire. Avant de répartir les cellules dans les puits, la plaque de 96 puits a été
lavée cinq fois avec 200 pl de PBS et bloquée pendant 30 a 60 minutes avec 200 pl de milieu
de blocage (milieu Marrow Max contenant 10% de FBS). Aprés avoir vidé le milieu de
blocage, 100 pl de suspension cellulaire (soient 2 x 10° cellules) ont été déposés dans chaque
puits, sauf dans les deux derniers (destinés au milieu de culture uniquement en guise de
contrdle pour le bruit de fond). Ensuite 50 pl de chaque peptide dilué dans du PBS ont été
ajoutés dans le puits correspondant en duplicata pour une concentration finale de 0.5 uM (pour
les peptides BMLF-1, EBNA3A379.337 et VIHenv) et 1 uM (pour le peptide EBNA3A3;5.333).
Quant aux controles négatif et positif, 50 pl de PBS et 50 ul d’anti-CD3 (fourni dans le kit
ELISpot, Mabtech) ont été ajoutés aussi en duplicata respectivement dans les puits
correspondants. La plaque a été refermée et enrobée dans du papier aluminium. Le tout a été

incubé a 37°C avec 5% de CO; pendant 24 heures.

Au jour 3, les cellules ont été jetées et les puits ont été lavés cinq fois avec 200 pl de
PBS par puits. Ensuite 100 pl d’anticorps secondaire conjugué a la phosphatase alkaline
(fourni dans le kit ELISpot, Mabtech) ont été ajoutés a chaque puits. Aprés 2 heures
d’incubation a la température ambiante, les puits ont été vidés et lavés cinq fois comme

précédemment. Aprés le dernier lavage, le substrat BCIP/NBT-plus (fourni dans le
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kit ELISpot, Mabtech) a été filtré¢ avec un filtre de 0.45 um et ajouté a chaque puits en raison
de 100 pl chacun. La plaque a ensuite été incubée a I’abri de la lumiére jusqu’a développement
des spots pour un maximum de 15 minutes. Pour finir, la plaque a ét¢ abondamment lavée a
I’eau du robinet et séchée toute la nuit a Iair libre a 1’abri de la lumiere. Les spots ont été
comptés a ’aide d’un lecteur automatique (immunospot C.T.L analyser, version 5.0, Cellular
Technology Ltd). Les résultats ont été exprimés en nombre de cellules formant des spots (ou
SFC, spot forming cells) par million de cellules (SFC/10° cellules). L’analyse de la réponse

spécifique anti-BMLF1 et anti-EBNA3A a été effectué¢ avec le "Wilcoxon signed-rank test".

2.4 Charge virale du VEB dans le sang périphérique des patients

La charge virale a été déterminée dans le sang total par le laboratoire de diagnostic du CHU
Sainte-Justine. Les cliniciens considérent qu’a partir de 3000 copies par ml de sang, I’infection
par le VEB peut rapidement évoluer vers la MLP. Ainsi, ils administrent aux patients le
rituximab en guise de prévention. Ceci fait référence au traitement clinique approuvé par les
médecins de la division d’hémato-oncologie du CHU Sainte-Justine. Les études de corrélation

ont été faites a I’aide de la corrélation de Spearman ou le r est significatif quand le P < 0.05.

2.5 Outils d’analyses des données

Les calculs sur I’ensemble des résultats ont été effectués a partir du logiciel Excel. Les
analyses statistiques et les figures ont été réalisées a 1’aide de GraphPad prism 5. L’analyse par
régression logistique a ¢été réalisée avec I’aide du Dre. Helen Trottier a partir du logiciel
STATA. Cette analyse permet d’écarter les facteurs confondants sur I’efficacité des IglV chez

les greffés de sang de cordon ou de moelle osseuse dans la prévention de I’infection par le
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VEB. Ainsi, pour controler les facteurs de confusion, nous avons utilisé 10% de changement
dans la méthode d’estimation pour les variables suivantes : 1’age des patients au moment de la
greffe (linéaire) et le traitement avec I’ATG (traité, non traité¢). L’infection par le VEB (oui ou
non) est définie comme variable dépendante et le traitement avec les IgIlV (oui ou non), est
défini comme variable indépendante. L’infection par le VEB fait référence a toute charge

virale détectable.
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CHAPITRE III : RESULTATS



3.1 Les IglV ne protégent pas efficacement les enfants greffés de
cellules souches hématopoiétiques contre I’infection par le virus
Epstein-Barr

Dans cette étude, nous avons voulu savoir si les enfants greffés de cellules souches
hématopoiétiques qui sont traités avec les IgI'V sont protégés contre la réactivation du VEB ou
son infection. Ainsi, nous avons analysé¢ les dossiers cliniques de 49 patients pédiatriques qui
furent VEB séropositifs avant la greffe. Ces enfants ont tous recu une greffe de sang de cordon
ou de moelle osseuse séronégative pour le VEB. Parmi les patients (n = 37) traités avec les
IglV, 32 patients ont recu une greffe non apparentée (dont 31 sangs de cordon et une moelle)
et les cinq autres ont regu une greffe de moelle osseuse apparentée. Ces 32 greffés, plus deux
des cinq patients ayant recu une greffe de moelle osseuse apparentée (n = 34), ont été traités
avec de I’ATG (anti-thymocyte globuline) en guise de prophylaxie contre la GvHD. Parmi le
groupe non traité¢ avec les IglV (n = 12), 10 patients ont eu une greffe de moelle osseuse
apparentée. Seulement deux patients non traités avec les IglV (ayant recu une greffe de sang
de cordon non apparentée) ont eu de I’ATG. Ces patients ont tous recu des antiviraux pendant
et apres la greffe. Les détails concernant leurs données ont été investigués a partir de leurs

dossiers cliniques et sont résumés dans le tableau III ci-apres.
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Tableau III : Caractéristiques cliniques des 49 patients VEB séropositifs avant la greffe avec
un donneur VEB séronégatif. VP16 = étoposide, ICT = irradiation corporelle totale, GVHD =
graft versus host disease, ATG = anti-thymocyte globuline, M = masculin, F = féminin; IgIV+
= patients traités avec les IglV; IgIV- = patients non traités avec les IglV; IglV =

immunoglobulines intraveineuses; S.O = sans objet.

Caractéristiques IgIV+ IglV-
Age (ans), Moyenne + Ecart type 8.67+5.47 9.98 £5.51
Sexe 21 Metl6F [SMet7F
Types de greffe, n (%)

Cordon non apparenté 31 (83.78) 2 (16.67)
Moelle non apparentée 1 (2.70) S.0
Moelle apparentée 5(13.51) 10 (83.33)

Conditionnement, n (%)

ICT, VP16 et cyclophosphamide 14 (37.84) 8 (66.67)
busulfan et cyclophosphamide 14 (37.84) 4 (33.33)
ICT et cyclophosphamide 5(13.51) S.0
busulfan, VP16 et cyclophosphamide 3 (8.11) S.0
busulfan et melfalan 1 (2.70) S.O

Prophylaxie GvHD, n (%)

ATG, cyclosporine et corticoides 23 (62.16) 2 (16.67)
ATG, cyclosporine, corticoides et tacrolimus 2(541) S.0
ATG et cyclosporine 4 (10.81) S.0
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ATG, cyclosporine et méthotrexate 3 (8.11) S.0
ATG, cyclosporine, méthotrexate et stéroides 1(2.70) S.0
Cyclosporine et méthotrexate 2(5.41) 5(41.67)
Cyclosporine et tacrolimus 1(2.70) S.0
ATG et méthotrexate 1(2.70) S.O
Cyclosporine S.0 3(25)
Cyclosporine, méthotrexate et corticoides S.0 1(8.33)
rien regu S.O 1(8.33)
Infection CMV, n (%)

Positive 9(24.32) 1(8.33)
Negative 27 (72.97) 9 (75)
pas d'infos 1(2.70) 2 (16.67)
Traitement avec les antiviraux, n (%)

Acyclovir 34 (91.89) 10 (83.33)
Ganciclovir 8(21.62) 1(8.33)
Foscarnet 9(24.32) S.O

pas d'infos S.0 1(8.33)
Traitement préemptif contre la MLP

Rituximab 4 (10.81) S.0
Survie

Vivants 28 (75.66) 10 (83.33)
Décédés 9(24.32) 2 (16.67)
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Les analyses par rapport au traitement avec les IglV montrent que dans le groupe traité
avec les IglV, 18 patients (48.65%) ont une qPCR positive pour le VEB apres la greffe. Parmi
ces derniers, quatre patients (10.81%) ont fait une MLP (Figure 3.1). Chez les greffés non
traités avec les IgIV, trois patients (25%) ont une qPCR VEB positive post-greffe sans MLP
(Figure 3.1). Ces données indiquent que I’infection par le VEB ne semble pas étre associée au

traitement avec les IgIV.
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Figure 3.1: Effets des IgIV sur I’infection par le VEB dans une cohorte de 49 enfants greffés
de sang de cordon ou de moelle osseuse. Tous les patients sont VEB séropositifs
avant la greffe et le donneur est VEB séronégatif. Ils ont tous eu un
conditionnement myéloablatif. La cohorte comprend un groupe traité avec les
IgIlV (n = 37) et un groupe non traité¢ (n = 12). VEBd = VEB détectable dans le
sang par PCR quantitative, VEBn = VEB non-détectable dans le sang par PCR

quantitative.
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Par ailleurs, on sait que I’ATG et I’age sont des facteurs a haut risque pour I’infection
au VEB. Ainsi, nous avons effectué une analyse de régression logistique afin d’écarter la
confusion apportée par ces variables sur I’infection par le VEB. Dans notre cas, lorsque le
rapport des cotes ou OR (odds ratio) calculé est changé de = 10% par les variables, ATG
(traité, non traité) ou 1’age des patients au moment de la greffe, elles sont confondantes. Dans
ce cas, nous considérons la valeur ajustée du OR. Car cette derni¢re est déterminée en
contrblant les variables de confusion. Ainsi, si cette valeur est supérieure a 1, cela indique que
les IglV ne protégent pas contre I’infection par le VEB. Mais, si elle est inférieure a 1, cela
signifie que les IglV ont un effet protecteur contre le VEB. Comme représenté dans le tableau
IV ci-dessous, apreés avoir contrdlé des variables confondantes (I’ATG et 1’age), la valeur
ajustée du OR est égale a 1.23 avec un intervalle de confiance a 95% de 0.14-10.66. Ces
résultats confirment que les IglV n’ont aucun effet protecteur contre 1’infection par le VEB

chez les greffés de sang de cordon ou de moelle osseuse.

Tableau IV: Détermination des rapports de cotes ou ORs (odds ratios) pour I’association entre

I’infection par le VEB et le traitement avec les IgIV.

Infection VEB OR brute IC 95% OR ajusté IC 95%

Traitement IgIV 2.84 (0.66-12.20) 1.23 (0.14-10.66)

Sachant que les cliniciens administrent aux patients le rituximab en guise de traitement
préemptif contre la MLP lorsque la charge virale atteint 3000 copies/ml, nous avons utilisé

cette valeur comme référence pour évaluer la charge virale chez les patients VEB positifs
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apres la greffe. Parmi les 18 patients traités avec les IgI'V et présentant une charge virale, cinq
(13.51%) font I’évidence d’une charge virale élevée (> 3000 copies/ml) durant les 12 premiers
mois post-greffe (Tableau V). Quant aux trois patients non traités avec les IgI'V et qui ont une
qPCR positive pour le VEB apres la greffe, seulement un parmi eux (8.33%) montre une

charge virale élevée (> 3000 copies/ml).

Tableau V : Charge virale du VEB dans le sang périphérique des patients traités (18/37) et

non traités (3/12) avec les IgIV.

Charge virale VEB IglV+ IglV-

> 3000 copies/iml (persistant durant 1 an post-greffe), n (%) 5(13.51) |1(8.33)

<3000 copies/ml (persistant durant 1 an post-greffe), n (%) | 3 (8.10) N/A

Détectable (non persistante), n (%) 10 (27.02) | 2 (16.67)

On sait que les Igl'V sont administrées avant (jour moins 3) et apres la greffe (jusqu’a 9
mois). De ce fait, nous avons voulu déterminer a partir de quelle période apres la greffe le
VEB devient détectable par PCR quantitative chez les patients virémiques. Nous observons
que la plupart des patients sont VEB positifs des les premiers mois post-greffe (0 a 6 mois)
dont 33% des greffés sont déja VEB positifs a 1 mois post-greffe (Figure 3.2). De plus, les
quatre cas de MLP enregistrés chez les patients traités avec les IglV ont été diagnostiqués a 1
mois post-greffe (les patients A8 et A11), a 5 mois post-greffe (le patient AS) et a 6 mois post-

greffe (le patient A9) (Figure 3.2).
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Figure 3.2: Début de détection du VEB par qPCR dans le sang périphérique des patients
traités avec les IglV ainsi que la période de diagnostic de la MLP. Les patients (n
=18) sont VEB virémiques apres la greffe malgré le fait qu’ils aient recu les IgIV
en guise de traitement prophylactique général contre les infections. 2MLP a 1 mois
post-greffe (patients A8 et All), 1 MLP a 5 mois post-greffe (patient A3) et 1

MLP a 6 mois post-greffe (patient A9). Voir la description des patients en annexes.

Le rapport d’anatomo-pathologie montre que chez le patient A3, I’analyse d’une biopsie
hépatique (post-greffe) a permis de confirmer le syndrome lymphoprolifératif post-
transplantation (ou MLP) en partie polymorphe et en partie monomorphe (aspect de
lymphome diffus a grandes cellules B) associ¢ a la présence du VEB. Chez le patient All,

I’examen histologique des nodules pulmonaires a révélé une infiltration tumorale composée de
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lymphocytes de taille variable et des cellules de plus grande taille parmi lesquelles des cellules
positives au marquage avec ’anticorps anti-VEB ont été identifiées. Le patient A8 a fait une
MLP de type polymorphe qui a été¢ diagnostiqué a I’autopsie (2 1 mois post-greffe). Pour le
patient A9, I’information n’était pas disponible. Cependant leurs rapports d’anatomo-
pathologie n’étaient pas disponibles. On remarque que les 4 patients qui ont développé la MLP
sont féminins. Ce qui suscite la question a savoir si le sexe pourrait étre un facteur de
prédisposition a développer la MLP suite a la réactivation du VEB ? Il serait intéressant
d’adresser cette question dans une cohorte d’étude plus large. Par ailleurs, les patients A8 et
A1l font une MLP précoce (1 mois post-greffe) comparativement aux patients A3 et A9 qui
ont développé la MLP moyen précocement (5 et 6 mois post-greffe). On sait que les patients
A8 et A1l (3 et 8 ans respectivement) sont plus jeunes que les patients A3 et A9 (9 et 10 ans
respectivement). De plus, ces derniers ont regu dans leur régime de conditionnement du
busulfan avec de la cyclophosphamide contrairement aux patients A8 et A11 qui, en plus de la
cyclophosphamide ont regu une irradiation corporelle totale et du VP16 (voir la description
des patients dans les annexes). Ces facteurs pourraient expliquer leur MLP précoce a 1 mois

post-greffe.

L’ensemble de ces résultats démontre que le traitement avec les IglV ne proteége pas
adéquatement les patients contre 1’infection par le VEB suite a sa réactivation. Nous précisons
aussi que les trois patients non traités avec les IgIV sont VEB positifs a 1 et 2 mois post-
greffe. Nous avons par ailleurs voulu évaluer la capacité des IgI'V a neutraliser I’infection par

le VEB in vitro, tel démontré dans les données suivantes.
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3.2 Les IglV sont capables de neutraliser I’infection par le VEB in
vitro

Dans le but de mieux comprendre pourquoi les IgI'V ne protégent pas efficacement les patients
contre le VEB, nous avons mesuré leur teneur en anticorps anti-gp350 et anti-VCA a partir de
36 différents lots d’IglV. Ce sont des préparations commerciales d’immunoglobuline humaine
intraveineuse a 10% et proviennent de trois compagnies différentes (Baxter, Talecris et CSL
Behring) (Tableau VI). Les IglV (IGIVnex et gamunex) fournies par Talecris sont préparées a
partir d’un procédé utilisant le caprylate et la chromatographie. L’IglV (Gammagard) produite
par Baxter est traitée par solvant-détergent et stabilisée avec 22.5 mgml de glycine, 20 mg/ml
de glucose et 3 mg/ml d’albumine humaine. Quant a I'IglV (Privigen) générée par CSL
Behring, elle contient 10g d’immunoglobuline humaine intraveineuse et 250 mmol/L de L-

Proline.

Tableau VI : Les 36 différents lots d’IgIV produits par les 3 compagnies (Talecris, Baxter et

CSL Behring).
No Lots Date d’expiration | Concentration d’Ig IglV (Source)
1 26NJHV1 16 janvier 2014 10 g dans 100 ml
2 26NJRC1 18 mars 2014 20 g dans 200 ml IGIVnex
3 | 26NKX21 23 juin 2014 20 g dans 020 ml (Talecris)
4 26NJTH1 5 avril 2014 10 g dans 100 ml
5 26NJKCl1 5 février 2014 5 g dans 50 ml

88



6 26NHHR2 19 avril 2013 2.5 g dans 25 ml

7 26NHHR3 19 avril 2013 2.5 g dans 25 ml

8 26NKX61 26 juin 2014 5 g dans 50 ml

9 26NJNO2 26 février 2014 5 g dans 50 ml Gamunex
10 | 26NK3R2 13 aont 2014 5 g dans 50 ml (Talecris)
11 26NHHR6 19 avril 2013 2.5 g dans 25 ml

12 | 26NK3G1 22 octobre 2014 5 g dans 50 ml

13 | 26NKGRI1 12 novembre 2014 | 20 g dans 200 ml

14 | LE12K205AE | 13 aolt 2013 5 g dans 50 ml

15 | LE12L147AB | 28 septembre 2011 | 20 g dans 200 ml

16 | LE12LOS3AB | 11 mars 2014 5 g dans 50 ml

17 | LEOSLO29AC | 13 octobre 2013 5 g dans 50 ml

18 | LEOSLO12AD | 29 mars 2013 5 g dans 50 ml

19 | LE12L116AB | 1 avril 2014 20 g dans 200ml

20 | LE12L250AB | 9 juillet 2014 5 g dans 50 ml

21 | LE12K200AB | 8 juillet 2013 10 g dans 100 ml Gammagard
22 | LE12K177AB | 24 juin 2013 10 g dans 100 ml (Baxter)
23 | LE12L149AD | 26 avril 2014 5 g dans 50 ml




24 | LE12L187AB | 30 mai 2014 10 g dans 100 ml

25 | LE12L311AD | 17 septembre 2014 | 20 g dans 200 ml

26 | LE12L322AB | 26 septembre 2014 | 5 g dans 50 ml

27 | LE12L254AB | 11 juillet 2014 20 g dans 200 ml

28 | 4336400012 Novembre 2013 10 g dans 100 ml

29 | 4336300008 Décembre 2013 5 g dans 50 ml

30 |4353100019 | Janvier 2014 20 g dans 200 ml
31 4353100023 Avril 2014 20 g dans 200 ml

32 | 4353100024 | Juin 2014 20 g dans 200 ml Privigen

33 | 4353100021 Janvier 2014 20 g dans 200 ml (CSL Behring)
34 [ 4336300009 | Mai 2014 5 g dans 50 ml

35 |4353100026 | Aoat 2014 20 g dans 200 ml

36 | 4353100028 Septembre 2014 20 g dans 200 ml

Pour déterminer les titres des anticorps, nous avons établi une série de dilution des
différents lots d’IgIV. La valeur du titre rapporté correspond au dénominateur de la dilution.
Les résultats montrent que les titres anti-gp350 contenus dans les lots d’IgIV des trois
compagnies ont une médiane de 200 (Tableau VII). Les titres d’anticorps contre la capside

virale (VCA), normalement vus comme indice de la puissance de la réponse humorale anti-
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VEB, ont une médiane de 1600 dans les lots provenant de Baxter et Talecris et une médiane de

800 dans les lots fournis par CSL Behring (Tableau VIII).

Tableau VII: Les titres anti-gp350 dans 36 différents lots d’IglV déterminés par

immunofluorescence a partir des lignées CEM transfectées avec le géne viral

codant la gp350.
IglV Source (n) Moyenne | SDmoyenne | Médiane 25¢me 75¢me
percentile | percentile
Gammagard | Baxter (14) 171 83 200 100 200
Gamunex, | Talecris (13) 200 123 200 100 300
Talecris
Privigen CSL Behring (9) | 178 44 200 150 200

Tableau VIII: Les titres anti-VCA dans 36 différents lots d’IglV déterminés par

immunofluorescence a partir de la lignée cellulaire B95-8.

IglV Source (n) Moyenne | SDmoyenne | Médiane 25¢me 75¢me
percentile | percentile

Gammagard | Baxter (14) 1314 398 1600 800 1600

Gamunex, | Talecris (13) 1215 532 1600 800 1600

Talecris

Privigen CSL Behring (9) | 911 558 800 400 1600
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Puisque les titres anti-VEB rapportés dans la littérature font référence aux titres anti-
VCA, nous avons comparé nos résultats a ceux déja publiés. Nous avons remarqué une
¢lévation des titres anti-VCA et leur similarité avec ceux rapportés par d’autres études [263,
316]. Cependant, la corrélation de ces titres a 1’activité neutralisante n’avait pas été effectuée.
Sachant que la neutralisation du VEB est associée a la protéine de son enveloppe virale
(gp350), nous avons déterminé les titres anti-gp350 neutralisants afin d’évaluer le pouvoir

neutralisant des préparations d’IgIV (Figure 3.3).
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Figure 3.3 : Les titres anti-VEB neutralisants a 50% (TN 50%) contenus dans les préparations
commerciales d’IglV. Le long trait central indique la moyenne. Les deux petits
traits (paralleles a la moyenne) indiquent les limites supérieure et inférieure de
I’erreur type sur la moyenne ou SEM (Standard Error of the Mean). Les

expériences sur 1’induction des EA et EBNA ont été testées dans 20 lots d’IgIV
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versus 17 lots pour les expériences sur la transformation cellulaire (prolifération-

LCL, Lignées Cellulaires Lymphoblastoides formées).

Les titres neutralisant a 50% 1’induction des EA et des EBNAs dans les lignées Raji et
Bjab infectées par le VEB ont une moyenne de 114 et 116 ainsi qu’une médiane de 105 et 97
respectivement. Quant aux titres neutralisant a 50% la transformation des cellules
mononucléées de sang de cordon par le VEB, leur moyenne est de 84 et leur médiane de 62.
Les titres neutralisants obtenus a partir de ces trois modeles d’infection indiquent que les IglV

sont capables d’inhiber I’infection par le VEB in vitro.

Par ailleurs, les lots commerciaux d’IgIV sont préparés avec une concentration
standard exprimée en quantité d’immunoglobuline par ml (soit 100 mg/ml). Nous avons
déterminé par ELISA la concentration (pg/ml) en anticorps anti-gp350 qui sont contenus dans
les IgIV. Nos résultats montrent que les niveaux d’anti-gp350 sont relativement faibles, soit
une médiane de 0.730 pg/ml (Tableau IX). Ces titres sont corrélés positivement (P = 0.0014)

avec les titres neutralisant I’expression des EBNA (Figure 3.4), soit R?=0.462.

Tableau IX : Concentrations en pg/ml d’anti-gp350 contenus dans les 36 préparations

commerciales d’IgIV.

Moyenne oI Dy o Médiane 25¢me percentile 75¢me percentile

0.673 0.276 0.730 0.510 0.890
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Figure 3.4 : La corrélation entre les titres neutralisant a 50% I’induction des EBNA et les

titres anti-gp350 (pg/ml) déterminés par ELISA est positive.

Nos résultats montrent clairement que les IglV sont capables de neutraliser 1’infection
par le VEB in vitro, contrairement a in vivo. Ainsi, nous avons voulu vérifier s’il y a une
différence dans la cinétique de recouvrement des cellules immunitaires, entre les patients qui

sont VEB positifs aprés greffe et ceux qui sont VEB négatifs.
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3.3 Cinétique de reconstitution du systéme immunitaire des
patients durant les 12 mois apres la greffe de cellules souches
hématopoiétiques

Il est connu que le VEB infecte principalement les lymphocytes B. L’activité cytotoxique des
cellules NK et des cellules T est importante dans les réponses immunes innée et adaptative
contre le VEB. Apreés une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques, le
recouvrement des cellules NK est rapide (1 a 2 mois apres la greffe) contrairement aux
lymphocytes T, dont le recouvrement débute a partir de 9 mois aprés la greffe. Quant aux
cellules B, leur recouvrement se produit a 6 mois post-greffe. Sachant que les 49 patients de
notre cohorte ont recu une greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse, nous avons voulu
vérifier s’il y a une différence dans le recouvrement de leurs cellules immunitaires. Ainsi, nous
avons réparti les patients en deux groupes : 1- les patients ayant réactivé I’infection au VEB (n
= 21) tel que démontré par une analyse qPCR positive apres la greffe, et 2- ceux qui n’ont pas
réactivé ’infection (n = 28). Pour les patients inclus dans ces groupes, le nombre de cellules
NK (Figure 3.5), de cellules B (Figure 3.6), de cellules T CD4 (Figure 3.7) et de cellules T
CD8 (Figure 3.8) dans le sang périphérique a été déterminé a différentes périodes durant les

12 mois apres la greffe.
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Figure 3.5 : Nombre absolu de cellules NK dans le sang périphérique des enfants greffés de
cellules souches hématopoiétiques. VEB+ = VEB positif par PCR quantitative
apres la greffe; VEB- = VEB négatif par PCR quantitative apres la greffe. La
zone grise délimitée par les lignes en pointillés représente les valeurs normales

chez les enfants sains [302].
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Figure 3.6 : Nombre absolu de cellules B dans le sang périphérique des enfants greffés de
cellules souches hématopoiétiques. VEB+ = VEB positif par PCR quantitative
apres la greffe; VEB- = VEB négatif par PCR quantitative apres la greffe. La
zone grise délimitée par les lignes en pointillés représente les valeurs normales

chez les enfants sains [302].
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Figure 3.7: Nombre absolu de cellules T CD4 dans le sang périphérique des enfants greffés de
cellules souches hématopoiétiques. VEB+ = VEB positif par PCR quantitative
apres la greffe; VEB- = VEB négatif par PCR quantitative apres la greffe. La zone
grise délimitée par les lignes en pointillés représente les valeurs normales chez les

enfants sains [302].
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Figure 3.8 : Nombre absolu de cellules T CDS8 dans le sang périphérique des enfants greffés
de cellules souches hématopoiétiques. VEB+ = VEB positif par PCR quantitative
apres la greffe; VEB- = VEB négatif par PCR quantitative apres la greffe. La
zone grise délimitée par les lignes discontinues représente les valeurs normales

chez les enfants sains [302].

Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de différences entre les deux groupes concernant
le nombre de cellules NK, B et T CD4 et leur cinétique de recouvrement est similaire a ce qui
est publi¢ dans la littérature. Cependant, nous remarquons que chez certains patients VEB
négatifs post-greffe, les niveaux de cellules T CDS8 durant les 3 premiers mois de greffe sont

comparables aux controles normaux et sont plus élevés que ceux des patients qui sont VEB
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positifs apres la greffe. Cette différence est significative a 1 mois post-greffe (P = 0.01). Nous
notons que durant cette période, ces patients VEB négatifs post-greffe ont fait des infections
parmi les suivantes : CMV, HSV-1 et picornavirus. Mais, aucun d’eux n’a développé une
GVvHD. D¢s 6 mois post-greffe, le recouvrement des cellules T CD8 chez certains patients

(dans les deux groupes) est identique a la cinétique publiée dans les études antérieures.

L’ensemble de ces résultats démontre que les receveurs de greffes allogéniques de
cellules souches hématopoiétiques ne sont pas protégés efficacement contre I’infection
primaire par le VEB ou sa réactivation. Ces patients sont trés vulnérables au VEB durant les
six premiers mois apres la greffe, période durant laquelle ils sont appauvris en cellules T. Or,
la réponse spécifique des cellules T est indispensable pour freiner 1’infection par le VEB.
Ainsi, nous avons tenté de répondre a la question a savoir si I’absence d’une réponse robuste
spécifique des cellules T contre le VEB permet de prédire le développement de la MLP chez

ces patients.

3.4 La réponse des cellules T contre les antigénes lytique et latent
du virus Epstein-Barr chez les enfants greffés de sang de cordon
ou de moelle osseuse

Pour étudier la réponse des cellules T contre les antigeénes lytique et latent du VEB chez les
enfants greffés de sang de cordon ou de moelle osseuse, nous avons analysé¢ les

caractéristiques cliniques de 11 patients résumées dans le tableau X ci-dessous.
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Tableau X: Caractéristiques cliniques de 11 patients greffés de cellules

souches

hématopoiétiques. SCN = sang de cordon non apparenté, MO = moelle

osseuse apparentée, MON = moelle osseuse non apparentée, ATG = anti-

thymocyte globulin, VP16 = étoposide, ICT = irradiation corporelle totale,

MMF = mycophénolate mofétil, IgIV = immunoglobulines intraveineuses,

GvHD = graft versus host disease, S.O = sans objet et p = patient.

Caractéristiques cliniques

Patients greffés

Diagnostic SCN MO MON
Leucémie aigue lymphoblastique | pl, p2, p3 et p5 S.0

Maladie de Farber p4 S.O

Leucémie aigue myéloide S.0 p8

Anémie falciforme S.O p7

Maladie chronique granulomateuse | S.O p6 plOetpll
Diskératose congénitale S.0 S.0 p9

Age au moment de la greffe

9 mois p4 S.0 S.0

5 ans pl S.0 S.0
10 a 16 ans p2, p3 et pS p6,p7etp8 |pYetpll
20 ans S.O S.O pl0

101



Sexe SCN MO MON
pl, p2, p3, p4 et
M pS p6 et p7 plOetpll
F S.0 p8 p9
Conditionnement
pl, p2, p3, p4 et
Myéloablatif pS p7 et p8 S.O
Non-myé¢loablatif S.O p6 p9, plOetpll
ICT, VP16, ATG and
Cyclophosphamide pl, p2 etpS S.0 S.0
ICT, fludarabine et
Cyclophosphamide p3 S.0 p9
Busulfan et
Cyclophosphamide p4 p8 S.0
Busulfan, ATG et
Fludarabine (faible intensité) S.0 po S.0
Bulfan, ATG et
Cyclophosphamide S.0 p7 S.0
Busulfan et fludarabine S.0 S.0 plOetpll
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Prophylaxie anti-GvHD SCN MO MON

ATG, corticoides et cyclosporine | pl, p2, p4 et p5 S.0 S.0

MMEF et cyclosporine p3 p6 p9etpll
Methotrexate et Cyclosporine S.0 p7 et p8 S.0
Cyclosporine, MMF et

Methotrexate S.0 S.0 pl0

GvHD

Grade 1 p2 S.O S.O

Grade 2 p3 S.0 S.0

Grade 3 S.0 p8 p9

Sérologie VEB pré-greffe

*receveur négatif p2 et p4 S.O S.O
*receveur positif pl, p3 etpS S.0 S.0

donneur positif/receveur négatif S.0 po S.0

donneur positif/receveur positif S.0 p7 et p8 p9,plOetpll
Traitements avec les antiviraux

Aciclovir et famciclovir pl, p2, p3 et pS p6 et p7 p9, plOetpll
Aucun p4 S.O S.O
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SCN MO MON

Ganciclovir, cidofovir, valganci- S.O p8 S.O

clovir et acyclovir

Traitement préemptif contre la MLP

Rituximab S.0 p7 S.0

Traitement avec les IglV

pl, p2, p3, p4 et
Oui pS po6 et p7 p9, pl0etpll
Non S.O p8 S.0
HLA**
A2 pl, p2 et p3, p6,p7etp8 |p9etpll
B8 S.0 S.0 p9
B7 pl,p2,pd4etp5S |S.O pll

* Ces patients ont recu une greffe de sang de cordon. On sait que le sang de cordon est VEB
négatif.

**HLA (donneur et receveur) auxquels les peptides du VEB sont restreints.

Pour évaluer la réponse des cellules T contre les peptides BMLF1 et EBNA3A, les
patients ont été répartis en deux groupes selon la sérologie VEB du donneur avant la greffe.
Car apres la greffe, ce sont les cellules du donneur (apportées par la greffe) qui reconstituent le
systéme immunitaire du receveur. Ainsi, le groupe de patients avec la greffe VEB négative
(sang de cordon) est formé de cinq patients. Le second groupe (greffés de moelle osseuse)

avec le donneur VEB séropositif est constitu¢ de six patients. Pour vérifier que la réponse T
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contre les peptides du VEB correspond a une réponse spécifique, elle a ét¢ comparée a la
réponse des cellules T des patients contre le peptide de I’enveloppe du VIH. Notons que les
patients sont séronégatifs pour le VIH. Le contrdle positif d’activation des cellules T est 1’anti-
CD3 inclus dans le kit d’ELISpot. La formation de spots suite a ces stimulations incluant le
controle négatif sans stimulation (cellules plus milieu de culture) est représentée par la Figure

3.9 ci-apres.

A.

Répm{se anti-CD3  Réponse anti-VIHenv ~ Réponse anti-BMLF1  Réponse anti- EBNA3A  Sans stimuli Milieu de culture

. .
.. R
so M2

o -
g 43

Réponse anti-CD3  Réponse anti-VIHenv Réponse anti-BMLF1 ~ Réponse anti-EBNA3A  Sans stimuli Milieu de culture

Figure 3.9 : Test ELISpot sur la production d’IFN-y par les PBMC des greffés. A. Exemple de
la réponse observée a 12 mois post-greffe chez le patient avec une greffe VEB
négative. B. Exemple de réponse observée a 9 mois post-greffe chez le patient

avec une geffe VEB séropositive.
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L’analyse des spots formés (exprimés en spot-forming cells (SFC)/million) montrent
que les réponses contre les peptides BMLF1 et EBNA3A chez les patients avec une greffe

VEB négative (Figure 3.10) ne sont pas spécifiques (P = 0.0625 et 0.6250 respectivement).

Patients dont la greffe est VEB négative

40+ o ma'
1S

Mois post-greffe
[] BMLF1 (n=2)
[1 EBNA3A (n=3)
- — | Controle négatif (n = 8)

O -

Figure 3.10: Etude par ELISpot de la réponse spécifique des cellules T des greffés de sang de
cordon contre les peptides lytique et latent (BMLF1 et EBNA3A). Pour chaque
patient, la greffe est VEB négative. Le contrle négatif (peptide de I’enveloppe
du VIH) correspond au contrdle de la réponse non spécifique. SFC = spot-

forming cells (cellules formant des spots). Les barres d’erreurs représentent
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I’erreur type de la moyenne ou SEM (Standard Error of the Mean). La ligne en
pointillé représente le seuil minimum de la réponse T spécifique anti-BMLF1 et

anti-EBNA3A observée chez les individus sains VEB séropositifs [317].

En ce qui concerne les patients ayant recu une greffe VEB séropositive (Figure 3.11),
ils montrent une réponse spécifique contre le peptide lytique BMLF1 (P = 0.0313)
contrairement au peptide latent EBNA3A (P = 0.3125). A 3 et 6 mois aprés la greffe, la
réponse spécifique anti-BMLF1 est inférieure au seuil minimum de la réponse positive
observée chez les porteurs sains de VEB [317]. Dés 9 mois post greffe, elle est comparable a

celle observée chez les individus sains et elle reste supérieure au seuil minimum.
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Patients dont la greffe est VEB séropositive
400
360+
320+
280
240
200+
160+
120-

SFC /10° cellules

Mois post-grefte

] BMLF1 (n=5)
[] EBNA3A (n=3)
=] Controle négatif (n = 8)

Figure 3.11 : Etude par ELISpot de la réponse spécifique des cellules T des greffés de moelle
osseuse, contre les peptides lytique et latent (BMLF1 et EBNA3A). Pour
chaque patient, le donneur est VEB séropositif avant la greffe. Le contrdle
négatif (peptide de 1’enveloppe du VIH) correspond au contrdle de la réponse
non spécifique. La ligne en pointillé représente le seuil minimum de la réponse
T spécifique anti-BMLF1 et anti-EBNA3A observée chez les individus sains

VEB séropositifs [317]. SFC = spot-forming cells (cellules formant des spots).
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Les barres d’erreurs représentent I’erreur type de la moyenne ou SEM (Standard

Error of the Mean).

L’analyse de la réponse spécifique anti-BMLF1 durant les 6 premiers mois apres la
greffe (période vulnérable a I’infection par le VEB) révele que cette réponse est inférieure au
seuil minimum de la réponse observée chez les porteurs sains de VEB. Cela indique une
faiblesse de la réponse spécifique anti-BMLF1 durant les 6 premiers mois apres la greffe.
Cette réponse peut étre attribuée en partie aux cellules NK. Celles-ci sont recouvrées dés 1
mois apres la greffe. Elles ne sont pas suffisantes pour induire une réponse efficace contre le
VEB. Par conséquent, ceci nous a conduit a vérifier si la réponse anti-BMLF1 observée est

efficace contre le VEB chez les enfants greffés de cellules souches.

3.5 Corrélation entre la charge virale et la réponse contre les
antigénes lytique et latent chez les greffés de cellules souches
hématopoiétiques

Parmi les cinq patients qui ont montré une réponse spécifique contre le peptide BMLF1, trois
patients ont fait une réactivation du virus apres la greffe (Figure 3.12). Il s’agit des patients p6,

p7 et p8.
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Figure 3.12 : Cinétique de la charge virale du VEB dans le sang périphérique des patients p6,
p7 et p8 durant les 12 premiers mois apres la greffe. Ces patients ont regu une
greffe de moelle osseuse dont le donneur était VEB séropositif avant la greffe.
L’ADN viral a été détecté par PCR quantitative dans le sang total. La ligne en
pointillés (3000 copies/ml) représente le seuil pour introduire le traitement avec

I’anti-CD20 (rituximab).

A 2 et 3 mois post-greffe, les patients p6 et p7 montrent une charge virale du VEB
élevée (> 3000 copies/ml). A partir de 6 mois post-greffe la charge virale du patient p7 est
inférieure a 3000 copies/ml. Le patient p6 maintient une charge virale supérieure a 3000
copies/ml durant les 6 premiers mois apres la greffe, et elle diminue considérablement (< 3000
copies/ml) a 9 et 12 mois post-greffe. Le patient p8, contrairement aux deux précédents, a

montré une charge VEB faible et presque négligeable (< 1000 copies/ml) a 3 mois post-greffe
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uniquement. Sachant que les patients p6 et p7 ont une charge virale élevée durant les premiers
mois apres la greffe, nous avons vérifié si cela pourrait étre associé a la faible réponse
spécifique des cellules T contre 1’antigéne lytique BMLF1 du VEB. La comparaison de la
charge virale du VEB et de la réponse spécifique des cellules T contre le peptide BMLF1 des
patients p6 et p7 (Figures 3.13 et 3.14 respectivement), montre que la réponse anti-BMLF1 des
patients p6 et p7 est inversement corrélée a leur charge virale (P = 0.0265 et P = 0.0491
respectivement) durant les 12 mois post-greffe. La corrélation de Spearman donne un
coefficient r = -0.9 et r = -0.88 pour p6 et p7 respectivement. Ceci veut dire que, lorsque la
réponse anti-BMLF1 des cellules T est absente ou faible, la charge virale du VEB est ¢élevée.
Cette derniere diminue (< 3000 copies / ml) en présence d’une forte réponse anti-BMLF1.
Pour ce qui est du patient p8, la corrélation entre la charge virale et la réponse anti-BMLF1

des cellules T montre un r de Spearman égale a -0.258 avec un P = 0.375 (Figure 3.15).
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Patient 6 (p6)
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Figure 3.13 : Corrélation entre la charge virale du VEB dans le sang périphérique du patient p6
et la réponse spécifique des cellules T du sang périphérique contre le peptide
lytique BMLF1. La ligne en pointillé représente le seuil minimum de la réponse
T spécifique anti-BMLF1 observée chez les individus sains VEB séropositifs

[317]. SFC = spot-forming cells (cellules formant des spots).
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Patient 7 (p7)
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Figure 3.14 : Corrélation entre la charge virale du VEB dans le sang périphérique du patient
p7 et la réponse spécifique des cellules T du sang périphérique contre le peptide
lytique BMLF1. La ligne en pointillé représente le seuil minimum de la réponse
T spécifique anti-BMLF1 observée chez les individus sains VEB séropositifs

[317]. SFC = spot-forming cells (cellules formant des spots).
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Patient 8 (p8)
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Figure 3.15 : Corrélation entre la charge virale du VEB dans le sang périphérique du patient
p8 et la réponse spécifique des cellules T du sang périphérique contre le peptide
lytique BMLF1. La ligne en pointillé représente le seuil minimum de la réponse
T spécifique anti-BMLF1 observée chez les individus sains VEB séropositifs

[317]. SFC = spot-forming cells (cellules formant des spots).
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Ces travaux démontrent premi¢rement que les enfants receveurs de greffes
allogéniques de cellules souches hématopoiétiques ne sont pas efficacement protégés par les
IglV contre I’infection par le VEB malgré leur contenu en anticorps neutralisants anti-VEB.
Deuxiémement, ils montrent que les patients greffés de cellules souches hématopoiétiques
dont le donneur est VEB séropositif avant la greffe, sont capables de générer une réponse
spécifique contre I’antigeéne lytique du VEB. Cependant, cette derniére n’est pas assez robuste
durant les 6 premiers mois apres la greffe. Ces observations suscitent de nombreuses questions

qui seront abordées dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE IV : DISCUSSION
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4.1 Les IgIV ne protégent pas les greffés de cellules souches
hématopoiétiques contre la réactivation du virus Epstein-Barr

Les greffés immunosupprimés regoivent, en guise de traitement prophylactique contre les
infections opportunistes, des préparations commerciales d’IgIV. En ce qui concerne I’infection
par le VEB associée au développement de la MLP [265, 266], I’efficacité de ces IglV n’est pas
encore claire. De nombreuses équipes se sont penchées sur cette question, mais leurs
conclusions restent contradictoires. En 2006, il a été démontré que les IgIV incluant le
CytoGam, n’ont pas d’effet neutralisant contre I’infection primaire par le VEB ou sa
réactivation dans des cohortes de greffés d’organes solides [265, 266]. Par la suite, Opelz et al.
(2007) [318] ont publi¢ que le traitement prophylactique anti-CMV avec les IgIV (CytoGam)
protége les enfants greffés du rein contre I’infection par le VEB et le développement de la
MLP (lymphome non-Hodgkinien). A ceci, s’ajoutent les résultats obtenus durant cette thése
qui démontrent que les IgIV ne protégent pas efficacement les enfants greffés de cellules
souches hématopoiétiques contre 1’infection par le VEB et la MLP (Figure 3.1 et Tableau IV).
La charge virale du VEB dans le sang périphérique était détectable tot (1 mois) apres la greffe
et elle est restée élevée (= 3000 copies) chez certains greffés durant les 12 premiers mois post-
greffe (Figure 3.2 et Tableau V). Chez ces mémes patients, deux MLP ont été enregistrées a 1
mois post-greffe et deux autres a 5 et 6 mois post-greffe (Figure 3.2). Nous précisons que la
détection de ’ADN du VEB par qPCR dans le sang périphérique des patients, traduit une
infection lytique (une réplication du virus) ou une multiplication des cellules B immortalisées
par le VEB (latence III). Les cellules souches greffées proviennent du sang de cordon

ombilical qui est considéré négatif pour le VEB. Sachant que les patients sont traités avec les
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IglV avant la greffe (jour moins 3) et apres la greffe (jusqu’a 9 mois), ces résultats signifient
que les IgIV ne bloquent pas I’infection in vivo. Par ailleurs, nous avons démontré que ces
IglV contiennent des anticorps anti-gp350 et anti-VCA (voir Tableaux VII et VIII) dont les
titres anti-VCA se situent dans le méme ordre de grandeur que ceux rapportés par d’autres
équipes [263, 316]. Cependant, ils ne sont pas déterminants pour 1’activité protectrice des IglV
contre I’infection par le VEB. Sachant que la neutralisation du VEB est associée a un épitope
spécifique de la protéine majeure de son enveloppe virale (gp350), les titres neutralisants
obtenus (moyennes de 114, 116 et 84) (Figure 3.3) démontrent que les IgIV ont la capacité
d’inhiber I’infection par le VEB in vitro. L’ensemble de ces résultats suscite la question
suivante : pourquoi les IgIV ne neutralisent pas I’infection par le VEB chez les patients
greffés? Pour répondre a cette question, nous avons abordé plusieurs points dont les niveaux
d’anticorps neutralisants dans la dose d’IglV administrée aux patients, le site d’infection ou de

réactivation (réplication lytique) du VEB et la sévérité de I’immunosuppression.

4.1.1 Détermination des niveaux d’anticorps neutralisants dans la dose

d’IglV administrée aux patients

Nos résultats déterminent pour la premiere fois les titres neutralisant 1’infection par le VEB in
vitro dans les préparations commerciales d’IglV (Figure 3.3). Par ailleurs, I’étude de Haque et
al. (2006) [278] portant sur 1’anticorps monoclonal murin 72A1 (anti-gp350) a démontré un
titre neutralisant 100 fois plus élevé que ceux trouvés dans les IglV. Cette méme équipe a
documenté I’activité protectrice du 72A1 a une dose de 1mg par kg de poids corporel contre
I’infection par le VEB in vivo, chez les enfants VEB séropositifs qui regoivent une greffe du

foie d’un donneur VEB séropositif [278]. Lorsque nous comparons cette dose a la
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concentration d’anti-gp350 présente dans les IglV (Tableau IX), nous en déduisons que les
anticorps neutralisants anti-VEB contenus dans les IgIV ont un faible index de protection. La
dose d’IglV administrée aux patients est probablement insuffisante pour inhiber I’infection des
cellules greffées par le VEB. C’est vrai dans le sens ou les IgIV a une dose protectrice
suffisante, neutraliseraient le virus infectieux lorsque celui-ci est relargué dans le sang
périphérique des patients tot apres la greffe, une hypothése qui n’a pas encore été prouvée.
Cependant, il est connu que les génomes latents (circulaires) et lytiques (linéaires) du VEB ont
¢été détectés dans I’ADN extrait des biopsies de 1ésions de MLP [319]. Des niveaux ¢élevés de
I’ADN du VEB ont également été détectés dans le plasma de patients avec des maladies
associées au VEB [320]. Mais aucune étude n’a démontré de fagon claire que le VEB détecté
dans le plasma des patients provient de virus infectieux et non de I’ADN viral relargué suite a
I’apoptose des cellules infectées de fagon latente par le VEB. Egalement, il faudra élucider le
site de réplication lytique du VEB chez les patients greffés qui réactivent le virus ainsi que

chez ceux qui subissent une primo-infection suite a la greffe.

4.1.2 Infection primaire et réactivation du virus Epstein-Barr

Le modele le plus accepté suggere que I’infection primaire chez I’hote immunocompétent se
produit au niveau de I’oropharynx ou le VEB infecte les cellules épithéliales et/ou les cellules
B différenciées (plasmocytes) a travers I’interaction entre la gp350 de 1’enveloppe virale et le
récepteur cellulaire CD21 [321]. Suite a une premiere étape d’infection lytique (réplication et
production de virions), le virus infecte les cellules B matures. En absence d’une réponse T
cytotoxique robuste (le cas chez les receveurs de greffe immunosupprimés), ces cellules B

proliférent de facon incontrélée conduisant au développement de la MLP [321, 322]. Le VEB
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établit une infection lytique des cellules B naives des amygdales dans le manteau folliculaire,
lequel servirait aussi de site de production de particules virales infectieuses [321]. Dans une
¢tude portant sur la mise en évidence de I’infection par le VEB dans les amygdales de greftés
du foie, il a ét¢ démontré que les amygdales des patients greffés avaient un nombre plus élevé
de cellules infectées par le VEB que les contrdles [323]. Cependant aucun de ces patients n’a
développé une MLP [323]. D’autres travaux ont démontré que la charge du VEB est plus
¢levée dans les cellules B mémoires IgD-CD27+ (provenant du centre germinal) des
amygdales de patients avec la mononucléose infectieuse [324]. L’équipe de Shapiro (2011) a
aussi démontré la présence d’une infection au VEB active dans les amygdales d’enfants
greffés d’organes VEB séropositifs avant la greffe [325]. Il est postulé que les greffés sont
particulierement sujets a réactiver le VEB a cause du contexte immunosuppressif [326], et
suite a I’effet des agents chimiothérapeutiques qui induisent a la fois 1’apoptose et la
réplication des virus herpes incluant le VEB [327]. Sachant que notre cohorte de 49 patients
¢tait VEB séropositif avant la greffe, nous pouvons spéculer que la réactivation du VEB a
probablement eu lieu au niveau des amygdales et la réplication lytique a engendré de
nouveaux virions qui ont infecté les cellules B voisines lesquelles exprimeraient le profil
génique viral caractéristique de la latence III typique des 1ésions de MLP. Ces cellules B se
retrouvent dans le tissu de MLP et peuvent atteindre le sang périphérique ou elles sont
responsables de la charge virale sanguine du VEB chez ces patients. Selon ce modele, si
I’infection par le VEB se réactive principalement au niveau de la muqueuse de I’oropharynx, il
serait peu probable, vu le contenu presqu’exclusif en IgG des préparations d’IglV combiné a
leur faible index neutralisant, que ces derni¢res soient efficaces lorsqu’administrées aux

patients. Par contre, I’administration d’IglV pourrait étre avantageuse pour prévenir 1’infection
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primaire chez les greffés a risque d’acquérir le VEB du donneur de greffe [328], ou de
produits sanguins transfusés [329, 330]. Récemment une méta-analyse sur les effets anti-
infectieux des IglV dans une cohorte de 4223 patients greffés de moelle osseuse a démontré
que les IgIV n’ont pas d’effets sur les infections virales [267]. En effet, le traitement
prophylactique des IglV contre ’infection par le VEB chez les patients VEB séropositifs
receveurs de greffes de sang de cordon ou de moelle osseuse serait a reconsidérer. La
vaccination a 1’aide d’un vaccin peptidique utilisant 1’épitope neutralisant de la gp350 et
inoculé par voie oropharyngée pourrait s’avérer utile pour I’induction des IgA (principales
immunoglobulines des sécrétions salivaires et des voies trachéo-bronchiques) protectrices. Ces
IgA anti-gp350 pourraient bloquer I’infection par le VEB des cellules B du donneur au site de
I’oropharynx suite a la réactivation du virus. Une étude explorant les réponses humorales
spécifiques a la gp350 a démontré des titres ¢élevés d’IgA spécifiques a la gp350 chez les
individus souffrants d’une infection chronique par le VEB. Cette méme étude a montré que les
titres d’IgA spécifiques a la gp350 représentaient une valeur pronostique chez les patients avec

un carcinome nasopharyngé [331].

4.1.3 La sévérité de 'immunosuppression

De nombreuses ¢études ont associé le risque de I’infection par le VEB chez les greffés avec la
sévérité de I’immunosuppression, dont le traitement avec I’ATG [220, 221]. Cependant, nous
n’avons pas trouvé une différence significative entre les patients VEB positifs (soient 16/21
des patients) versus patients VEB négatifs (soient 18/28 des patients), apres la greffe en termes

de traitement avec I’ATG. Nous rappelons que les deux groupes de patients ont regu les IgI'V.
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Ceci revient a dire que I’'immunosuppression n’explique pas I’inefficacité des IgIV dans la

protection contre le VEB chez les patients.

De méme, nous n’avons pas trouvé de différences entre ces deux groupes de patients
concernant le nombre de cellules NK, B et T CD4 durant les 12 mois post-greffe (Figures 3.5 a
3.7). Et leur recouvrement suit la méme cinétique que ce qui est publi¢ dans la littérature.
Cependant on remarque que chez certains patients VEB négatifs post-greffe, les niveaux de
cellules T CD8 (Figure 3.8) durant les 3 premiers mois de greffe sont comparables aux
contrdles et sont plus élevés que ceux des patients qui sont VEB positifs apres la greffe. Cette
différence pourrait s’expliquer en partie par une activation de la réponse immunitaire suite aux
infections a CMV, HSV-1 et picornavirus. Cependant, il serait pertinent d’étudier les sous
types de cellules T CDS afin de mieux caractériser cette reconstitution. Les deux groupes de
patients ont montré le recouvrement normal des cellules T CD4 et CDS a partir de 6 mois post-

greffe. Toutefois, avant 6 mois post-greffe, les patients ont trés peu de cellules T CD4 et CD8.

4.2 Réponse des cellules T contre les antigénes lytique et latent

chez les greffés de sang de cordon et de moelle osseuse

4.2.1 Développement d’une réponse spécifique a ’antigéne lytique BMLF1
chez les greffés de moelle osseuse dont le donneur est VEB séropositif

L’infection par le VEB chez les greffés de cellules souches est une complication majeure qui
se produit tot apres la greffe, pouvant conduire au développement de la MLP. Elle se produit

durant les six premiers mois aprés la greffe, période durant laquelle le recouvrement des
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cellules T n’est pas complété. Cependant, la réponse spécifique des cellules T contre le VEB
est indispensable pour freiner la propagation du virus et pour éliminer les cellules B
immortalisées par le VEB. A cet effet, il a été rapporté que les lymphocytes T CDS8 issus
d’individus sains faisant une infection primaire par le VEB ont, in vitro, une grande réactivité
spécifique contre les antigénes lytiques, notamment les peptides pré-précoces (BZLF1 et
BRLF1), précoces (BMLF1, BMRfl et BALF2) et tardif (gp350) [91, 92]. Il a aussi été
montré que les cellules T CD4 réagissent contre les antigénes BZLF-1, BMLF-1 et EBNA-1
[98]. Partant de la prémisse que l’absence de cellules T chez les greffés favorise le
développement de la MLP, nous avons évalué la réponse spécifique anti-VEB dans une
cohorte de 11 patients greffés de sang de cordon ou de moelle osseuse. Nos résultats montrent
que les patients dont le donneur est VEB séropositif avant la greffe, sont capables de produire
une réponse spécifique contre 1’antigene lytique BMLF1 du VEB (Figure 3.11) contrairement
aux patients qui ont recu une greffe VEB séronégative (Figure 3.10). Cela s’explique par le
fait que les cellules T spécifiques au VEB provenant du donneur ont été transférées au
receveur a travers la greffe. Ainsi, ces cellules T sont potentiellement responsables de la
réponse spécifique anti-BMLF1 observée chez nos patients. En effet, a I’aide de tétrameéres
générés avec les peptides lytiques (incluant BMLF1) et latents (incluant EBNA3A) du VEB,
Clave et al. (2004) ont détecté I’apparition des cellules T spécifiques au VEB chez les greffés
de moelle osseuse non apparentée VEB séropositive durant les 3 mois post-greffe [332]. Dans
une autre étude portant sur le traitement de la MLP avec le transfert adoptif de cellules T
spécifiques aux antigénes du VEB (incluant le BMLF1 et ’"EBNA3A), les auteurs ont observé
une expansion rapide des cellules T CD8 spécifiques aux antigénes précoces du VEB apres le

transfert adoptif. Ce traitement fut efficace chez les patients qui étaient a un stade précoce de
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la MLP [333]. Par ailleurs, chez 20 patients ayant recu une greffe de moelle osseuse CMV-
seropositive, la moitié d’entre eux avait des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques au CMV
a 3 mois post-greffe. Parmi ceux-ci, aucun n’a développé une pneumonie associée au CMV.
Cependant, les patients chez lesquels les réponses de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques
au CMV ¢étaient indétectables, la plupart d’entre eux sont décédés de pneumonie a CMV
[334]. De plus, en 2006, Chalandon et collaborateurs ont montré que les greffés de cellules
souches peuvent développer une immunité spécifique anti-CMV aprés la greffe, a partir des
cellules T spécifiques au CMV provenant de la greffe (donneur CMV séropositif) ou du
receveur (receveur CMV séropositif) [335]. L’ensemble de ces études viennent appuyer nos
résultats, suggérant que les lymphocytes T spécifiques aux antigénes viraux (incluant le VEB)
contenus dans la greffe sont capables de se multiplier chez le receveur pour lui conférer une

immunité spécifique tot apres la greffe, avant le recouvrement thymique.

Par ailleurs, nos résultats ont montré une réponse anti-VEB détectable chez les patients
greftés de sang de cordon (donneur VEB séronégatif) (Figure 3.10), mais cette réponse est
faible et non spécifique aux antigénes lytique ou latent du VEB. Cette observation signale
qu’apres greffe de sang de cordon, les cellules T sont capables de répondre a une stimulation
quelconque. Par contre, 1’équipe de Cohen (2006) [206] soutient que les lymphocytes T naifs
contenus dans la greffe de sang de cordon peuvent générer une réponse spécifique a I’antigene.
Ils ont détecté des lymphocytes T spécifiques au HSV-1, au CMV et au VZV aux jours 29, 44
et 94 respectivement apres greffe de sang de cordon chez les patients qui sont séronégatifs ou
séropositifs pour ces virus avant la greffe [206]. Cependant, nous n’avons pas observé une

réponse spécifique au VEB chez nos patients séronégatifs ou séropositifs pour le VEB avant la
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greffe et qui ont recu une greffe de sang de cordon. Nos résultats nous conduisent a conclure
que la réponse spécifique au VEB observée durant les 6 premiers mois post-greffe chez les
greffés de moelle osseuse dont le donneur est VEB séropositif avant la greffe provient des

cellules T du donneur infusées au moment de la greffe.

Toutefois, cette immunité spécifique au VEB n’est pas totalement efficace et requiert
une période de restauration qui peut étre plus longue chez certains patients. En absence d’un
controle positif pour la réponse anti-BMLF1 chez les individus sains dans notre étude, nous
avons utilisé les données publiées par I’équipe de Macedo (2005) [317] en guise de référence.
Ainsi, il en résulte que la réponse spécifique anti-BMLF1 produite par les cellules des patients
avec un donneur VEB séropositif, durant les 6 premiers mois apres la greffe, n’est pas assez
forte. A 9 mois post greffe, elle augmente et est comparable a la réponse observée chez les
individus sains. Cela s’explique par le fait que le recouvrement complet des cellules T n’est

observé qu’a partir de 9 mois post-greffe.

4.2.2 Absence de réponse spécifique a I’antigéne latent EBNA3A aprés

greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse

En ce qui concerne la réponse des cellules T contre 1’antigéne latent EBNA3A, aucune
réponse spécifique n’a été détectée aprés greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse,
durant les 12 mois de suivi. Cependant, chez les patients greffés de moelle osseuse avec un
donneur VEB séropositif, les cellules T des patients sont capables de produire une réponse
suite a leur stimulation avec 1’antigéne. Cette réponse est détectable a partir de 6 mois post-
greffe et reste élevée par rapport au contrdle négatif. Cependant, cette différence n’est pas

significative, probablement due a la taille de I’échantillon de patients testés (n =3). Par
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conséquent, selon ces résultats, la réponse anti-EBNA3A observée chez les patients greffés de
moelle osseuse avec un donneur VEB séropositif n’est pas spécifique durant les 12 mois post-
greffe. Pareillement, chez les greffés de sang de cordon dont le donneur est VEB séronégatif,
aucune différence significative par rapport au contrdle négatif n’a été détectée dans la réponse
anti-EBNA3A. Bien que la taille de I’échantillon soit petite, les résultats d’ELISpot avec les
peptides lytique et latent reflétent en partie ceux obtenus chez les personnes
immunologiquement saines suite a I’infection primaire au VEB. C’est-a-dire que la réponse
aux antigénes lytiques apparait relativement tot apres 1’infection, et la réponse aux antigenes
latents n’est évidente que beaucoup plus tard durant la phase de convalescence [89, 98]. Selon
cette logique, nous nous attendons que chez les patients immunosupprimés, la réponse aux
antigeénes latents survienne encore plus tardivement, suite au rétablissement complet de leur

systéme immunitaire.

4.3 Relation entre la réactivation du virus Epstein-Barr et la
réponse spécifique anti-BMLF1

Lors de I’infection primaire par le VEB ou sa réactivation, la réplication lytique du virus
entraine 1’infection des nouvelles cellules B naives chez lesquelles le virus exprime la latence
IIT conduisant a la transformation et a I’immortalisation des cellules B. Ainsi, la charge virale
¢levée du VEB dans le sang périphérique peut provenir de la réplication lytique du virus et/ou
de la prolifération des cellules B immortalisées par le VEB en latence IIl. Par conséquent, la
détection d’une charge virale ¢levée du VEB dans le sang est généralement associée a la MLP.

Sachant que I’infection par le VEB est fréquente chez les receveurs de greffe de cellules
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souches, plusieurs facteurs de risques lui sont reliés, tels que : I’age du patient, la disparité
HLA, la GvHD de grades II-1V ainsi que la sérologie VEB positive du donneur [336]. D’ou la

nécessité d’un outil efficace de surveillance des patients a risque de développer la MLP.

4.3.1 La détection de la charge virale dans le sang périphérique apreés greffe

de sang de cordon ou de moelle osseuse

Plusieurs équipes se sont penchées sur les méthodes de détection du génome du VEB dans le
sang périphérique des patients apres leur greffe. En 2000, Lei et collaborateurs ont montré par
PCR en temps réel que ’ADN du VEB est détectable dans le plasma des patients
diagnostiqués de lymphomes auxquels le VEB est associ¢ (incluant la MLP), et les niveaux
plasmatiques de VEB ¢étaient réduits chez les patients qui répondent bien au traitement [320].
Ainsi, la détection du VEB dans le plasma semble étre un outil fiable pour surveiller la
progression clinique des patients a risque de développer la MLP. D’autres équipes ont aussi
obtenu une conclusion semblable en montrant la corrélation entre la charge virale élevée du
VEB dans le sang périphérique et le risque de développer la MLP [337-339]. Cependant, les
méthodes quantitatives utilisées dans ces études ne donnent aucune précision sur le stade de
I’infection (lytique ou latente) auquel la charge virale du VEB est associée. Sachant qu’il y a
un manque de marqueurs précis pour le pronostic/diagnostic de la MLP, I’équipe de Hopwood
(2002) [340] a comparé la charge virale du VEB et I’expression de ’ARNm des génes viraux
(Iytiques et latents) dans les cellules mononucléées du sang périphérique des adultes greffés du
cceur. Elle a abouti a une conclusion contraire aux études précédentes. Elle démontre que la
charge virale élevée du VEB et/ou I’expression de I’ARNm des geénes viraux ne sont pas des

marqueurs de développement de la MLP. En effet, les greffés sains avec une charge virale du
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VEB équivalente a celle observée chez les patients avec la MLP, ont aussi a I’occasion montré
I’expression des génes de latence III et une réplication lytique du VEB de facon similaire aux
cas de MLP [340]. Ceci a conduit les chercheurs a conclure que le résultat d’une analyse isolée
ne peut pas étre utilisé¢ pour fin de pronostic/diagnostic de la MLP. Plus récemment, en 2008,
Zawilinska et collegues [341] ont confirmé la présence d’une infection au VEB productive,
chez les greffés de moelle osseuse en détectant I’ARNm des geénes lytiques BZLF1 et BALF2.
Ils ont aussi noté une corrélation entre la charge virale élevée du VEB et I’expression de
transcripts spécifiques a la latence III (EBNA2 et LMP1) [341]. Ceci confirme que la charge
virale du VEB et la détection des transcripts lytiques ou latents sont insuffisantes pour
surveiller les patients a risque de développer la MLP. Dans notre cohorte de 11 patients, les
greftés de sang de cordon (donneur VEB séronégatif) n’ont pas fait une infection au VEB. Par
contre chez les greffés de moelle osseuse (donneur VEB séropositif), trois patients ont montré
une réactivation du VEB (Figure 3.12), dont deux d’entre eux ont maintenu une charge virale
élevée (> 3000 copies/ml) durant les premiers mois aprés la greffe. A partir de 6 mois post-
greffe, cette charge virale du VEB diminue considérablement a une valeur inférieure a 3000
copies/ml. Cependant aucun des patients n’a développé la MLP. Sachant que les patients sont
traités avec le rituximab des que leur charge virale est supérieure ou égale a 3000 copies/ml,
on pourrait penser que le rituximab est a I’origine de la diminution de la charge virale du VEB.
Cependant, parmi les trois patients qui ont réactivé le VEB, un seul (p7) a regu le rituximab
contrairement aux patients p6 et p8 (Tableau X). Ainsi, la diminution de la charge VEB ne
peut étre attribuée uniquement au traitement avec le rituximab. D’ailleurs, Clave et al. (2004)
ont montré que les greffés de cellules souches sont capables de controler la réactivation du

VEB en développant une réponse spécifique aux antigénes viraux tot apres la greffe [332].
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Nos résultats montrent que nos patients sont capables de développer une immunité spécifique
contre 1’antigéne lytique BMLF1. Ils suggerent que la charge virale élevée du VEB n’est pas

suffisante pour prédire le risque de développer la MLP.

4.3.2 Corrélation entre la charge virale du virus Epstein-Barr et la réponse

spécifique anti-BMLF1 aprés greffe de moelle osseuse

Nos résultats montrent que les patients greffés de moelle osseuse provenant d’un individu
VEB séropositif, sont plus a risque de faire une réactivation du VEB sans nécessairement
développer la MLP. La charge virale du VEB détectée chez ces patients est inversement
corrélée a la réponse des cellules T contre 1’antigéne lytique BMLF1 (Figures 3.13 et 3.14).
Ceci va dans le méme sens que les résultats obtenus en 2003 par notre laboratoire chez les
enfants greffés d’organes [342]. Parmi ces patients, ceux qui avaient une charge virale ¢élevée
sans développer la MLP, avaient aussi des niveaux élevés d’anticorps IgG anti-EA. A
I’inverse, les patients qui ont développé la MLP avaient une charge virale élevée avec des
niveaux faibles ou non détectables d’IgG anti-EA [342]. Cependant nos observations chez les
patients greffés de cellules souches hématopoiétiques sont différentes. Chez ces derniers, les
niveaux anti-EA étaient faiblement détectables aussi bien dans les cas de MLP que chez les
patients sans MLP. Ceci rend ainsi difficile 1’utilisation des IgG anti-EA comme un marqueur
de risque pour le développement de la MLP chez les greffés de cellules souches
hématopoiétiques. Les résultats présentés dans cette thése suggerent qu’on peut utiliser
conjointement la détection de la charge virale du VEB dans le sang périphérique, avec la
détermination de la réponse immune spécifique aux antigénes lytiques du VEB, pour prédire

les greffés de cellules souches a risque de développer la MLP durant les 3 premiers mois post-
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greffe. Par ailleurs, les travaux de Smets et al. (2002) [343] chez les enfants greffés du foie,
ont aussi associé la charge virale élevée du VEB dans le sang périphérique des patients avec
une faible réponse immune cellulaire comme un outil pour prédire les patients a risque de faire
une MLP. Ceci s’explique par le fait que les patients qui ont développé une MLP suite a une
infection primaire par le VEB avaient un faible niveau de lymphocytes T spécifiques au VEB,
et ceci était associé a une charge virale treés élevée du VEB [343]. De plus, en 2004, Clave et
collaborateurs ont rapporté que les patients (incluant des enfants) greffés de moelle osseuse
VEB séropositive sont capables de développer une réponse immune spécifique au VEB tot
apres la greffe leur permettant de contrdler le virus suite a sa réactivation [332].

Nos résultats suggerent que la détermination de la réponse des cellules T contre
I’antigéne lytique BMLF1 (par ELISpot) conjointement avec la charge virale du VEB (par
PCR en temps réel) pourraient s’avérer de bons marqueurs pour prédire plus précisement les

patients a risque de développer la MLP apres greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse.

4.3.3 L’influence du traitement avec le rituximab et les antiviraux sur la
charge virale

Le rituximab est administré aux patients dans le but de détruire les cellules B
immortalisées par le VEB sans discernement des autres cellules B normales. En effet, il est
important d’introduire ce traitement uniquement lorsqu’il n’y a pas d’autres choix de
traitement. Par exemple, les patients a haut risque de développer la MLP qui sont incapables
de produire une réponse spécifique au VEB apres greffe (suite a une infection primaire ou sa

réactivation), possédant une charge virale élevée, nécessitent I'utilisation du rituximab [336].
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Les patients a haut risque pour la MLP incluent les receveurs de greffe dont le donneur est

VEB séropositif ainsi que les greffés soumis a un sévere régime de conditionnement.

Les antiviraux anti-herpétiques sont généralement administrés en guise de traitement
préventif contre les infections virales incluant le VEB. Leur mode d’action consiste a inhiber
la réplication lytique du virus. Cependant, dans le cas de I’infection par le VEB ou de sa
réactivation, la charge virale élevée ne traduit pas uniquement une réplication lytique du virus.
Elle peut aussi étre une conséquence de la prolifération des cellules B transformées par le
VEB. Donc, le traitement avec les antiviraux ne peut étre introduit chez les patients en
fonction de 1’augmentation de la charge virale. Sachant que la réplication lytique du VEB
survient tot apres sa réactivation ou son infection, il serait logique d’administrer les antiviraux
aux patients a risque de développer la MLP. Ainsi, pour avoir un effet protecteur des
antiviraux contre la MLP, ils doivent étre administrés aux patients tot durant I’infection
lytique. Dans le cas de notre cohorte d’étude comportant 11 patients, ils ont tous recu les
antiviraux en guise de prophylaxie avant et apres la greffe. Cependant, nous ne pouvons pas
évaluer I’effet des antiviraux sur I’infection au VEB en raison de la petite taille de notre
cohorte. Toutefois, deux patients ont montré des charges virales élevées du VEB (Figure 3.12),
malgré le traitement avec les antiviraux. Dans une revue publiée en 2009, Styczynski et
collegues ont rapporté que les antiviraux ne sont pas actifs dans le traitement de la MLP, car
ils sont généralement combinés a d’autres thérapies (telles que I’infusion des lymphocytes du

donneur ou le rituximab) [226].

En somme, nos travaux démontrent que les doses auxquelles les IglV sont administrées

aux enfants greffés de sang de cordon ou de moelle osseuse ne les protégent pas contre
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I’infection par le VEB ou sa réactivation. De plus, les patients ayant recu une greffe VEB
séropositive sont capables de produire une réponse spécifique contre I’antigéne lytique du
VEB. Et, cette réponse est corrélée négativement avec la charge virale du VEB dans le sang
périphérique des patients. Ce qui permet de suggérer que la détermination de la réponse
spécifique anti-BMLF1 par ELISpot combinée a la surveillance de la charge virale pourrait
étre un meilleur outil pour prédire avec plus de précision les patients a risque de développer la

MLP.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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La MLP associée a l’infection par le VEB est 'une des complications majeures pouvant
survenir apres une greffe de sang de cordon ou de moelle osseuse. Lorsque I’infection primaire
par le VEB ou sa réactivation survient tres tot apres la greffe (< 3 mois post-greffe), elle prend
I’avantage de la déficience immunitaire des patients due a leur régime de conditionnement
immunosuppresseur pour entrainer le développement de la MLP. En guise de prévention, les
receveurs de greffes recoivent, en plus des antiviraux, les IglV comme traitement. A travers ce
projet, nous avons réussi a rapporter pour la premicre fois les titres d’anticorps anti-VEB
neutralisants contenus dans les préparations commerciales d’IglV. Nous avons aussi démontré
que ces Igl'V ne protégent pas efficacement les greffés de cellules souches contre I’infection
primaire par le VEB ou sa réactivation. Cela est associ¢ au faible index neutralisant des
anticorps anti-VEB qu’elles renferment ainsi qu’au site de réactivation (réplication lytique) du

virus.

Cependant il est pertinent de confirmer ces résultats avec une cohorte d’étude plus
grande, incluant un groupe contréle (non trait¢ avec les IgIV) comparable au groupe traité
avec les IglV. Afin de mieux prévenir le développement de la MLP chez les greffés de cellules
souches, I’inhibition de I’infection lytique par le VEB ou sa réactivation est nécessaire. Pour
cela, il est possible de développer des anticorps neutralisants la gp350 de I’enveloppe virale ou
de préparer un pool de peptides localisés sur la séquence neutralisante de la gp350, qui
pourront étre administrés aux patients sous forme de vaccin. Par ailleurs, des études ont
démontré qu’in vitro les petits ARN interférents (pARNi) (dirigés contre des cibles cellulaires

ou virales) sont capables de bloquer la réplication lytique du VEB [344, 345]. Ainsi, il serait
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intéressant de développer des pARNi (dirigés contre la gp350 par exemple) pour traiter les

maladies associées a I’infection par le VEB suite a sa réactivation ou a son infection primaire.

A défaut d’une robuste réponse cytotoxique contre le VEB et d’un traitement préventif
efficace, le risque de développer la MLP apres greffe lors d’une infection est significatif. De
ce fait, il est important de pouvoir identifier les patients a risque afin de leur administrer un
traitement conséquent ou un meilleur suivi. Pour satisfaire cette problématique, la réponse au
second objectif de cette these démontre que la détermination par ELISpot de la réponse des
cellules T des greffés contre I’antigéne lytique BMLF1 combinée a la surveillance de la charge
VEB apres la greffe seraient de bons marqueurs. Ces travaux confirment que les greffés de
cellules souches provenant d’un donneur séropositif pour le VEB, sont capables de développer
une réponse T spécifique a I’antigéne lytique du VEB (BMLF1) a partir de 3 mois post-greffe.
Il serait important de confirmer ces observations dans une plus grande cohorte de patients. De
plus, il serait intéressant de quantifier les cellules T CD4 et CDS8 spécifiques a 1’antigéne
BMLF1 chez les patients apres la greffe de cellules souches et de les corréler avec la réponse

anti-BMLF1 déterminée par ELISpot chez les greffés.

Sur le plan fondamental, ’observation d’une charge virale en post-greffe chez la
cohorte de 49 patients VEB-séropositifs qui ont recu des greffes de sang de cordon VEB-
négatifs, démontre qu’il y a eu réactivation du virus a partir du receveur. Cette observation
valide la prémisse de 1’étude, voulant que le cycle lytique du VEB soit central dans la
pathogénése de I’infection par le VEB en début de greffe. Elle valide aussi le choix de la

gp350 comme molécule cible pour neutraliser 1’infection. Le manque d’un modéle animal
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pour simuler I’infection par le VEB empéche de réaliser des expériences qui pourraient mieux

cerner le role de I’infection lytique au niveau des amygdales dans la gen¢se de la MLP.

En somme, nos résultats démontrent que I’infection lytique par le VEB est importante
dans le développement de la MLP. D’une part, ils aménent les cliniciens a reconsidérer
I’utilisation des IgIV en guise de prophylaxie contre le VEB dans le contexte de la greffe de
cellules souches hématopoiétiques. D’autre part, ils contribuent a leur fournir un outil pour

prédire avec plus de précision les patients a risque de développer la MLP.
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Annexe I: Données cliniques individuelles des 49 patients VEB séropositifs greffés de cellules

souches hématopoiétiques.

age au
Régime
Patients | S€X€ moment | Type de
Diagnostic d'immunosuppression
(M/F) de la greffe
(myéloablatif)
greffe
Patients traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par PCR apres greffe (n
=18), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml
Al Cordon non | Cyclophosphamide,
M LAL(ph+t) 17 ans apparenté VP16, ICT
A2 Cordon non | Busulfan,
M MDS 7 ans apparenté Cyclophosphamide
A3 Moelle Busulfan,
F AF 9 ans apparentée | Cyclophosphamide
A4 Moelle non | Cyclophosphamide,
F MDS 9 ans apparentée | ICT
AS Cordon non | Cyclophosphamide,
M JMML I an apparenté ICT
A6 Cordon non | Busulfan, VP16,
M FEL 8 mois | apparenté Cyclophosphamide
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A7 Cordon non | Busulfan,
LMA 5 ans apparenté Cyclophosphamide
A8 Cordon non | Cyclophosphamide,
MDS 3 ans apparenté ICT, VP16
A9 Cordon non | Busulfan,
LMA 10 ans apparenté Cyclophosphamide
A10 Cordon non | Busulfan,
LMA 10 ans apparenté Cyclophosphamide
All Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 8 ans apparenté VP16, ICT
Al2 Cordon non | Busulfan,
MDS 5 ans apparenté Cyclophosphamide
Al3 Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 10 ans apparenté VP16, ICT
Al4 Cordon non | Cyclophosphamide,
JMML 7 ans apparenté ICT
Al5S Moelle Busulfan,
AF 5 ans apparentée | Cyclophosphamide
Al6 Cordon non | Busulfan, VP16,
FEL 6 mois | apparenté Cyclophosphamide
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Al7 Cordon non | Cyclophosphamide,
F LAL 13 ans apparenté VP16, ICT

A18 LYMPHOME Cordon non | Cyclophosphamide,
M (type non précisé¢) | 16 ans apparenté VP16, ICT

Patients traités avec les IglV et qui sont VEB négatifs par PCR aprés greffe (n

=19)
A19 F Moelle Cyclophosphamide,
LAL 15 ans apparentée | VP16, ICT

A20 Moelle Cyclophosphamide,
F LMC 18 ans apparentée | ICT

A21 Moelle Cyclophosphamide,
F LAL 15 ans apparentée | VP16, ICT

A22 Cordon non | Cyclophosphamide,
M LAL 11 ans apparentée | VP16, ICT

A23 M Amégacariocytose | 11 mois | Cordon non | Busulfan,

congénitale apparentée | Cyclophosphamide

A24 Cordon non | Busulfan,
M LMA 12 ans apparentée | Cyclophosphamide

A25 Cordon non | Busulfan, Melfalan
M LAL 17 ans apparentée
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A26 Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 6 ans apparentée | VP16, ICT

A27 lan Cordon non | Busulfan,
My¢élofibrose 8mois apparentée | Cyclophosphamide

A28 Cordon non | Busulfan,
My¢lofibrose 2 ans apparentée | Cyclophosphamide

A29 Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 14 ans apparentée | ICT

A30 Cordon non | Busulfan,
MDS 8 mois | apparentée | Cyclophosphamide

A3l WAS 5mois | Cordon non | Busulfan,

apparentée | Cyclophosphamide

A32 Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 7 ans apparentée | VP16, ICT

A33 Cordon non | Cyclophosphamide,
LAL 14 ans apparentée | VP16, ICT

A34 18 mois | Cordon non | Busulfan,
Syndrome apparentée | Cyclophosphamide,
hémophagocytaire VP16

A35 LMA 16 ans Cordon non | Busulfan,
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apparentée | Cyclophosphamide
A36 Cordon non | Cyclophosphamide,
F LAL 10 ans apparentée | VP16, ICT
A37 Cordon non | Cyclophosphamide,
M LAL 14 ans apparentée | VP16, ICT
Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par PCR aprés greffe (n
=3), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml
A38 F LML 10 ans Moelle Busulfan,
apparentée | Cyclophosphamide
A39 F LMA 16 ans Moelle Busulfan,
apparentée | Cyclophosphamide
A40 F LAL 18 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT
Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB negatifs par qPCR aprés greffe (n
=9)
A4l M LMA 12 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT
A42 F LAL 9 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT
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A43 M LMA 17 ans Moelle Busulfan,
apparentée | Cyclophosphamide

A44 M LAL 7 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT

A45 M MDS 12 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT

A46 F LAL 6 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT

A47 F LB 10 ans Moelle Cyclophosphamide,
apparentée | VP16, ICT

A48 M SCID 7 mois Cordon non | Busulfan,
apparenté Cyclophosphamide

A49 F LMA 2 ans Cordon non | Cyclophosphamide,
apparenté VP16, ICT

Légende:

LMA = Leucémie Myéloide Aigué

LAL = Leucémie Aigué Lymphoblastique
MDS = Syndrome Myélodysplasique

AF = Anémie Falciforme

FEL = Lymphohistiocytose Héemophagocytaire
LML = Leucémie Myéloide Lymphoblastique
WAS = Wiscott-Aldrich
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JMML = Leucémie myélomonocytaire juvenile
LMC = Leucémie myéloide chronique

SCID = Déficit immunitaire combiné sévere
LB = Lymphome de Burkitt

ICT = Irradiation corporelle totale

VP16 = Etoposide

M = Masculin

F = Féminin
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Annexe II: Statut post-greffe de I’infection par le VEB ou sa réactivation chez les 49 enfants

greftés de cellules souches hématopoiétiques.

Patients | VEB qPCR mois post- Période
(positif ou greffe au MLP (oui ou | post-greffe | Traitement
négatif) moment du non) diagnostic | dela MLP
VEB qPCR de la MLP
Patients traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par qPCR apres greffe (n
=18), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml
Al positif 6 mois non S.0 8.0
A2 positif 1 mois non
A3 positif 1 mois oui 5 mois rituximab
A4 positif 7 mois non s.0 S.0
AS positif 1 mois non s.0 S.0
A6 positif 4 Jours non s.0 S.0
AT positif 1 mois non s.0 S.0
A8 positif 1 mois oui 1 mois rituximab
A9 positif 5 mois oui 6 mois rituximab
AlO positif 8 mois non s.0 S.0
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All positif 1 mois oui 1 mois rituximab
Al2 positif 2 mois non S.0 S.0
Al3 positif 2 mois non S.0 S.0
Al4 positif 2 mois non S.0 S.0
AlS positif 1 mois non S.0 S.0
Al6 positif 9 mois non S.0 S.0
Al7 positif 2 mois non S.0 S.0
Al8 positif 6 mois non S.0 S.0

Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par PCR aprés greffe

(n =3), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml

A38 positif 1 mois non S.0 S.0
A39 positif 3 mois non s.0 s.0
A40 positif 1 mois non s.0 s.0

Légende: s.o = sans objet
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Annexe III: Infection a CMV et autres infections chez les 49 enfants greffés de cellules

souches hématopoiétiques

Patients

CMV

qPCR

négatif)

(positif ou

mois post-
greffe au
moment du

CMYV qPCR

Traitement

anti-CMV

Autres
infections

post-greffe

mois post-
greffe au
moment de

ces infections

Patients traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par PCR apres greffe

(n =18), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml

Al négatif S.0 S.0 négatif S.0

A2 négatif S.0 S.0 négatif S.0

A3 positif 1 mois ganciclovir non S.0

A4 négatif S.0 S.0 varicelle 6 ans

AS positif 1 mois ganciclovir HSV-1

A6 ganciclovir et | Rotavirus lere année de
positif 9 mois foscarnet greffe

A7 négatif S.0 S.0 BKV S.0

A8 négatif S.0 S.0 négatif S.0

A9 négatif S.0 S.0 négatif S.0
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A10 négatif S.0 S.0 BKV et
parvovirus 1 mois
All Positif 1 mois ganciclovir, | HSV $.0
valaciclovir
et foscarnet
Al2 négatif S.0 S.0 négatif S.0
Al3 négatif S.0 S.0 négatif S.0
Al4 positif 1 mois foscarnet Parainfluenza3 | s.o
et VRS
AlS négatif S.0 S.0 VRS 3 jours
Al6 négatif S.0 S.0 Parainfluenza | 1 semaine et 3
3 etrotavirus | mois
respectivement
Al7 négatif S.0 S.0 Adénovirus, 2,7 et 12 mois
VZV et | respectivement
Influenza A
Al8 négatif S.0 S.0 VZV 3 mois
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Patients traités avec les IglV et qui sont VEB négatifs par qPCR apres greffe

(n=19)
Al19 négatif S.0 S.0 Influenza 15 mois
A20 négatif S.0 S.0 Picornaviridae | 1 jour et 2
et HSV-1 mois
respectivement
A21 négatif S.0 S.0 Adénovirus, 11,5, 1et2
HHV-6, HSV- | mois
1 et Rotavirus | respectivement
A22 négatif S.0 S.0 HHV-7 15 jours
A23 négatif S.0 S.0 Rotavirus et | 4 et 6 mois
VZV respectivement
A24 négatif S.0 S.0 Papovavirus, 2 semaines, 1
Rotavirus, et | et 2 mois
VZV respectivement
A25 négatif S.0 S.0 Papovavirus 3 semaines, 2

Rotavirus et

\7A%

et 11 mois

respectivement
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A26 négatif S.0 S.0 Papovavirus, | 1 mois
HHV-6, HHV-
7 et VZV

A27 positif 2 semaines foscarnet non S.0

A28 positif 2 semaines foscarnet non S.0

A29 négatif S.0 S.0 BKV, VZV et | 1, 2 et 4 mois
Adénovirus respectivement

A30 négatif S.0 S.0 non na

A3l négatif S.0 S.0 RSV et | 3 et 7 mois
Rotavirus

A32 négatif S.0 S.0 Adénovirus et | 2 et 10 mois
HINI1 respectivement

A33 positif 2 mois ganciclovir et | HHV-6, 6, 3 et 8 mois

foscarnet Adénovirus et | respectivement

Rotavirus

A34 positif 14 jours ganciclovir non S.0

A35 négatif S.0 S.0 BKV, HHV-6, | 20 jours, 6
Rotavirus, mois, 5 jours,

Papovavirus et

Adénovirus

2 et 8 mois

respectivement
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A36 négatif $.0 $.0 HHV-6 et | 1 mois
HHV-7
A37 négatif S.0 S.0 HHV-6 8 mois

Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB positifs par PCR aprés greffe

(n =3), <3000 copies/ml et > 3000 copies/ml

A38 négatif S.0 S.0 non S.0
A39 négatif S.0 S.0 non S.0
A40 positif S.0 famciclovir | Rotavirus,

C-difficile et

HSV-1

Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB negatifs par qPCR aprés greffe

(n=9)
A4l négatif S.0 S.0 non S.0
A42 négatif S.0 S.0 non S.0
A43 négatif S.0 S.0 VZV et HINI | 6 mois et 10
mois
respectivement
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A44 négatif S.0 S.0 Influenza B et | 1 jouret7

HHV-6 mois
respectivement

A45 négatif S.0 S.0 non S.0

A46 négatif S.0 S.0 non S.0

A47 négatif S.0 S.0 non S.0

A48 négatif S.0 S.0 Coronavirus et | 2 et 3 mois
Calicivirus respectivement

A49 négatif S.0 S.0 non S.0

Légende:

5.0 = sans objet

HSV = Herpes Simplex Virus (virus herpés simplex)

HHYV = Herpesvirus humain

VZV = Varicella Zoster Virus (virus de la varicelle et du zona)
BKV = Virus BK

VRS = Virus respiratoire syncytial
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Annexe IV: Prophylaxie GVH (reaction du greffon contre I’hote), traitements antiviraux et

survie chez les 49 enfants greffés de cellules souches hématopoiétiques.

Patients

Prophylaxie GVH

GVH (aigué ou

chronique)

période post-greffe
au moment de la

GVH

Traitement

antiviral

Vivant
(V) ou
décédé

(D)

Patients traités avec les IgIV et qui sont VEB positifs par PCR aprés greffe (n=18),<3000

copies/ml et > 3000 copies/ml

Al Cyclosporine, ATG | non s.0 Acyclovir, \Y%
et corticostéroides famciclovir
et cidofovir
A2 ATG, cyclosporine et | Oui, chronique | 11 mois Acyclovir et | V
méthylprednisolone cutanée famciclovir
A3 Cyclosporine et ATG | non $.0 Acyclovir et | V
famciclovir
A4 ATG, cyclosporine et | Oui, chronique 5 ans Acyclovir \Y%
stéroides
A5 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et | V
corticostéroides foscarnet
A6 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir \Y%

stéroides
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A7 ATG, cyclosporine et | non $.0 Famciclovir
stéroides et acyclovir

A8 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir
stéroides

A9 ATG et cyclosporine | Oui, aigué 4 mois Acyclovir

A10 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir
prednisolone

All ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir et
corticoides famciclovir

Al2 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir et
prednisolone famciclovir

Al3 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir,
corticoides famciclovir

et foscarnet

Al4 ATG, cyclosporine, | non s.0 Foscarnet et
corticoids et ribavirine
tacrolimus

AlS ATG et méthotrexate | non s.0 Ribavirine

Al6 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir,

corticoides

ribavirine et

palivizumab
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Al7 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir, \Y%
corticoides oseltamivir
et
famciclovir
Al8 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir et | V
corticoides famciclovir
Patients traités avec les IglV et qui sont VEB négatifs par qPCR aprés greffe (n=19)
A19 Cyclosporine et | non $.0 Acyclovir rt | V
tacrolimus famciclovir
A20 Cyclosporine et | Oui, aigué et |a 23jours et a 20 | Acyclovir, D
méthotrexate chronique mois respectivement | cidofovir et
famciclovir
A21 Cyclosporine et | non S.0 Acyclovir, D
méthotrexate gancyclovir
et
famciclovir
A22 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir \Y%
méthotrexate
A23 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir \Y%
méthotrexate
A24 ATG, cyclosporine | non s.0 Acyclovir \Y%
méthotrexate et
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stéroides

A25 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et
méthotrexate famciclovir
A26 ATG, cyclosporine et | Oui, cutanée grade 1 | 5 mois Acyclovir et
corticoides famciclovir
A27 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir
corticoides
A28 ATG, cyclosporine non $.0 Acyclovir
A29 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et
corticoides famciclovir
A30 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et
corticoides palivizumab
A3l ATG, cyclosporine non $.0 Acyclovir
A32 ATG, cyclosporine et | Oui, grade 1 2 mois Acyclovir,
corticoides famciclovir
et
oseltamivir
A33 ATG, cyclosporine et | Oui, aigué 6 mois Acyclovir,
corticoides infliximab,

cidofovir et

dacluzimab
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A34 ATG, cyclosporine et | non s.0 Acyclovir \Y%
corticoides

A35 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et | V
corticoides famciclovir

A36 ATG, cyclosporine, | non S.0 acyclovir D
corticoids et
tacrolimus

A37 ATG, cyclosporine et | non $.0 Acyclovir et | V
corticoides foscarnet

Patients non traités avec les IgIV et qui sont VEB positifs par qPCR aprés greffe (n = 3), < 3000

copies/ml et > 3000 copies/ml

A38 cyclosporine non $.0 Acyclovir et | V
famciclovir
A39 cyclosporine Oui, grade 1 1 mois Gancyclovir | V
A40 cyclosporine, Oui, chronique inconnu Acyclovir \Y%
méthotrexate

Patients non traités avec les IglV et qui sont VEB negatifs par qPCR aprés greffe (n =9)

A41 Cyclosporine et | non s.0 Acyclovir \Y%
méthotrexate

A42 Cyclosporine et | non S.0 Famciclovir | D
méthotrexate et acyclovir
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A43 Cyclosporine et | oui 5 mois Famciclovir
méthotrexate et acyclovir

A44 cyclosporine Oui, aigué 5 mois acyclovir

A45 Cyclosporine et | Oui, chronique 7 mois Acyclovir et
méthotrexate famciclovir

A46 Rien recu (car greffe | non S.0 Acyclovir
identique)

A47 Corticoides, non S.0 Acyclovir et
cyclosporine et famciclovir
méthotrexate

A48 ATG, corticoides et | non S.0 palivizumab
cyclosporine

A49 ATG, corticoides et | non S.0 Acyclovir

cyclosporine

Légende: s.o = sans objet, ATG = Anti-Thymocyte Globuline.
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