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Partie 1 ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOÏETIQUES 

1. La greffe de cellules souches hématopoïétiques  
Depuis la notion de cellules souches proposée par Alexander Maksimov en 1908 qui émettait 

l’hypothèse de l’existence de Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH) et la réalisation de 

l’anastomose vasculaire permettant la transplantation de vaisseaux et de rein par Alexis Carrel en 

1912, les connaissances sur la transplantation et les CSH ont considérablement progressé grâce aux 

greffes de CSH effectuées chez les animaux, puis chez l’Homme au cours des années 1950-1960 (ED 

Thomas a initié la greffe de CSH chez l’Homme en 1955) (Baron et al., 2003). En 1959, trois 

publications optimistes ont incité les médecins à s’intéresser à la greffe de CSH. Au Danemark, deux 

patients ayant une Leucémie Aiguë Lymphoblastique (LAL) à un stade avancé ont été traités par une 

radiothérapie intense et une greffe de moelle osseuse avec leur fratrie jumelle. En France, 4 victimes 

d’irradiation sur 5 ont été traitées par le Dr Mathé avec une greffe de moelle osseuse allogénique 

(Mathé et al., 1965). Enfin, un patient ayant une LAL au stade terminal a été traité avec succès par 

une autogreffe. Ensuite, grâce à la découverte par Jean Dausset du système HLA (Human Leukocyte 

Antigen), puis à la mobilisation des cellules souches périphériques (CSP) dans le sang circulant, la 

découverte des CSH dans le sang de cordon et la mise en évidence de l’effet Graft versus Leukemia 

(GvL), qui représentent les principales avancées dans le domaine, le recours à la greffe de CSH s’est 

généralisé. 

Deux grands types de greffes de CSH existent : l’autogreffe  et l’allogreffe. L’autogreffe est réalisée 

avec les cellules souches du patient lui-même. L’allogreffe est réalisée dans la majorité des cas, à 

partir des CSH d’un donneur sain compatible, qui peut être géno-identique lorsqu’il est issu de la 

fratrie du receveur et a hérité des mêmes allèles HLA parentaux que le receveur, ou non apparentée 

lorsque le donneur est inscrit sur un fichier de donneurs volontaires et que le typage HLA allélique 

est très proche voire similaire à celui du receveur. 

Les principales sources de CSH utilisables lors d’une allogreffe sont : 

La moelle osseuse（MO）：il s’agit de la source historique de CSH. Elle est prélevée chez le 

donneur sous anesthésie générale au niveau des crêtes iliaques. On peut prélever chez le donneur au 

maximum 20ml/kg de poids du donneur. Elle permet une sortie d’aplasie en environ 21 jours en 

situation autologue. Le prélèvement est invasif mais représente toujours aujourd’hui une source 

importante de CSH en situation allogénique.  

Les Cellules Souches Périphériques (CSP) : Elles sont obtenues par aphérèse après mobilisation 

des CSH chez le donneur par injection de facteur de croissance granulocytaire (G-CSF). Elles 

permettent une sortie d’aplasie en environ 11 jours en situation autologue. La quantité de CSH 
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CD34+ greffées est plus importante qu’avec la MO. De par la mobilisation par G-CSF, les cellules 

injectées sont plus matures et on observe avec ce type de greffon un taux plus important de réaction 

du greffon contre l’hôte, Graft versus Host Disease (GvHD), dû à l’action des lymphocytes T du 

greffon contre les tissus du receveur. 

Anasetti et al ont montré qu’il n’y a pas de différence en terme de survie après allogreffe de MO ou 

de CSP. Cependant, on observe une proportion plus importante de non prise avec les greffes de MO 

et significativement plus de GvHD chronique survenant à plus de 100 jours post-greffe avec les CSP 

(Anasetti et al., 2012).  

Les CSH issues du sang de cordon : Le sang de cordon est collecté à la naissance des bébés dans 

des maternités habilitées, après obtention du consentement maternel, puis cryoconservé dans des 

banques de sang de cordon, après réduction de volume. Ces banques se sont développées afin d’une 

part, d’augmenter la diversité des typages HLA et d’autre part, d’assurer une disponibilité rapide des 

greffons. Cependant, cette source de greffons présente quelques inconvénients tels qu’une richesse 

moindre en CSH, avec une sortie d’aplasie plus tardive, en environ 30 jours et un retard de 

reconstitution immunitaire, du fait de l’immaturité des cellules injectées. De plus, il ne sera pas 

possible d’avoir recours au donneur une seconde fois, notamment pour recueillir des lymphocytes 

pour favoriser l’effet GvL chez le receveur. 

Chaque source présente des avantages et des inconvénients qui sont synthétisés dans le Tableau I.  

Le choix de la source est souvent fonction de la pathologie, de l’âge de receveur et de la disponibilité 

de CSH HLA compatibles (Cheuk et al., 2013).   
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Tableau I. Comparaison des sources differentes: MO; CSP et SP 
 

 
 

MO CSP Sang du cordon 

Délai nécessaire à la recherche et l’obtention 
du greffon 3-6 mois 3-6 mois 2-4 semaines 

Volume de prélèvement 500-2000 ml 50-300 ml 25-150 ml 

Effets indésirables pour les donneurs 
Risque d'infection, de lésions, 
d’hémorragie et risques liés à 
l’anésthésie générale etc… 

Risque d'hémorragie, 
d'infection, de thrombose, 
d’hypotension, de troubles 
électrolytiques, etc… 

Aucun 

Dose minimale pour greffe CNT: 2x108/kg CD34+: 2x106/kg CNT: 2.5x107/kg 

    
Possibilité à donner une dose de cellules 
souches supplémentaires Possible Possible Impossible 

    

Typage HLA Plus strict (9-10 sur 10 
identique, en allélique) 

Plus strict(9-10 sur 10 
identique, en allélique) 

Moins strict (4-6 sur 6 
identique, générique) 

Sortie d’aplasie (PNN>500) Environ 3 semaines Environ 2 semaines Environ 4 semaines 

Reconstitution immunitaire Rapide Rapide Lente 

Risque de GvHD Moyen Haut Faible 

Risque d'infection post Greffe Faible Faible Elevé 

Risque de transmission de virus latents Elevé Elevé Faible 

Possibilité de transmission CMV Elevé Elevé Faible 
 
Risque de rechute pour les patients à haut 
risque 

Elevé Faible Elevé 
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2. Effet bénéfique et Effets néfastes de l’allogeffe 
 

2.1  Effet bénéfique : L’effet du greffon contre la leucémie (Effet GvL)  

La notion selon laquelle l’alloréactivité puisse générer un effet anti-leucémique a été suggérée dans 

un modèle murin de leucémie pour lequel le taux de rechute après autogreffe était supérieur à celui 

observé suite à une allogreffe (Barnes et Loutit, 1957). Chez l’Homme, l’effet GvL est souvent 

étroitement corrélé à la GvHD; en effet le taux de rechutes de la leucémie est moindre chez les 

patients présentant une GvHD (Weiden et al., 1981). D’autres preuves de l’effet GvL en 

transplantation ont ensuite été accumulées au fil des années. Il a notamment été observé que : 

- l’arrêt du traitement immunosuppresseur après l’allogreffe était susceptible d’induire une rémission 

de la maladie, 

- le taux de rechute après allogreffe était plus faible qu’après une autogreffe, 

- la manipulation du greffon consistant en une déplétion des lymphocytes T diminuait certes le risque 

de GvHD, mais était associée à un risque plus important de rechute (Maraninchi et al., 1987), 

- Dans environ 80% des cas, le donneur compatible est un frère ou une soeur du receveur: il s’agit 

alors d’une greffe dite « géno-identique ». Un cas particulier de greffe géno-identique est la greffe « 

syngénique » réalisée entre jumeaux monozygotes, contexte dans lequel l’effet allogénique est très 

faible, et qui est associée à un risque plus important de rechute (Gale et al., 1994). 

Enfin, l’induction d’une rémission chez les patients en rechute par l’injection de lymphocytes du 

donneur (DLI) est la preuve la plus évidente du rôle de l’alloréactivité (Fefer et al., 2007). 

L’efficacité clinique de l’effet GvL dépend du type d’hémopathie maligne. En effet, celui-ci est très 

important dans la leucémie myéloïde chronique (LMC) : environ 15% des patients  greffés en phase 

chronique avec une moelle non manipulée présentent une rechute contre plus de 70% lorsque la 

moelle est déplétée en cellules T (Dhédin et Vernant, 2010). Dans cette pathologie, l’effet GvL peut 

être potentialisé par l’injection de lymphocytes du donneur (DLI) dans la prévention de la rechute. 

L’effet GvL est également notable dans la Leucémie Aiguë Myéloïde (LAM) qui bénéficie de 
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l’apport des DLI en présence de signes précurseurs ou avérés de rechute (Dhédin et Vernant, 2010). 

En revanche, l’effet GvL semble moins efficace dans les LAL, probablement du fait d’une 

présentation antigénique moins performante, les cellules présentatrices d’antigène (CPA) étant 

d’origine myéloïde. 

2.1.1  Les différents antigènes intervenant dans l’effet GvL 

Bien que les cibles antigéniques de l’effet GvL soient encore peu connues, elles peuvent néanmoins 

être classées en trois grandes catégories : 

- Les antigènes ubiquitaires sont largement distribués chez le receveur ce qui les rend responsables 

du déclenchement d’un effet GvHD ou GvL non spécifique (De Bueger et al., 1992). Il s’agit 

principalement des antigènes mineurs d’histocompatibilité (miHAs) (peptides dérivés de protéines 

polymorphiques du soi codées par des gènes non liés au complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH)). 

- Les antigènes considérés comme « tissus-spécifiques » ont été retrouvés sur des cellules d’origine 

lymphoïde ou myéloïde (Den Haan et al., 1995). 

- Les antigènes spécifiques de certaines leucémies sont des protéines issues de translocation 

chromosomique (cas de la LMC), de mutations ou de délétions présentes dans le génome des cellules 

leucémiques (Dermime et al., 1997). C’est le modèle le plus favorable à l’effet GvL, les cibles de 

l’effet étant spécifiques des cellules leucémiques. 

2.2 Effet néfaste : La réaction du greffon contre l’Hôte (GvHD) 

La GvHD correspond à l’attaque par les cellules immunitaires du donneur des cellules des tissus du 

receveur. Environ 70% des patients allogreffés développent une GvHD, et 30% en décèdent. Les 

trois principes fondamentaux nécessaires au développement d’une GvHD ont été décrits par  

Billingham en 1961:  

-  le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes 
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- il doit subsister une incompatibilité en terme d’antigènes majeurs ou mineurs 

d’histocompatibilité entre le receveur et le donneur  

- l’hôte doit être suffisamment immunodéprimé pour être incapable de rejeter le greffon 

(Sackstein R 2006).  

La GvHD peut être aiguë (GvHDa) ou chronique (GvHDc) en fonction du délai de survenue post-

greffe. En effet, la GvHDa survient dans les 100 premiers jours post-greffe. La GvHDc qui 

s’apparente à un syndrome auto-immun avec des manifestations cliniques variables pouvant atteindre 

de nombreux organes survient après J100. Cependant, avec les nouveaux conditionnements non 

myéloablatifs (NMA), on observe des manifestations cliniques typiques des GvHDa après J100. Ainsi, 

depuis 2005, la distinction entre GvHDa et GvHDc est faite sur le type de manifestations cliniques et 

non plus sur le délai de survenue après la greffe.  

2.2.1 Classification de la GvHD 

La GvHD est habituellement classée en grade en fonction du degré de sévérité. Les grades de la 

GvHDa est défini selon la classification de Glucksberg en fonction du nombre de tissus atteints (peau, 

intestins, foies, etc…) et de la gravité d’atteinte de chaque tissu (Tableau II et III).  
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Tableau II. Gradation de la GvHDa : pour chaque organe (EMBT 2008) 

Stade 

clinique 

PEAU 
(rash maculo-papuleux)  

(% surface corporelle) 

INTESTIN 
(Diarrhée) 

(ml/jour) 

FOIE 

(Bilirubine) 

 (en µmol/L) 

+ <25%  

Diarrhée > 500ml/j ou nausées, 

anorexie ou vomissements. 

 

34-50 

++ 25-50%  Diarrhée > 1000 ml/j  51-102 

+++ >50%  Diarrhée > 1500 ml/j  103-255 

++++ 

Erythrodermie généralisée avec 

formation de bulles et 

desquamation (epidermolyse 

bulleuse) 

Diarrhée > 1500 ml/j  

et douleurs abdominales sévères 

+/- iléus +/- sang dans les selles 

>255 

 

Tableau III. Gradation de la GvHDa selon la classification de Glucksberg (EMBT 2008) 

Grade Peau Intestin ou Foie  Etat général 

I + à ++++ 0 0 

II + à +++ + + 

III ++ à +++ ++ à +++ ++ 

 

De même, la GvHDc est maintenant définie selon la classification de la workshop du NIH en 

fonction du nombre d’organes ou de sites impliqués en prenant en compte l’impact fonctionnel 

(EMBT 2008). Un score est attribué pour chaque organe selon la sévérité de l’atteinte : de 0 (pas 

d’atteinte) à 3 (atteinte sévère). Après avoir attribué un score à chaque organe, il est retenu un 

diagnostic de : 

* Forme mineure (GvHDc 1) : atteinte de 1 ou 2 organes de score 1 maximum 

* Forme modérée (GvHDc 2) : 

- atteinte d’un organe (score 2), 

- ou au moins 3 organes (de score 1 maximum) 
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- ou atteinte des poumons (score 1) 

* Forme sévère (GvHDc 3) : 

- atteinte d’au moins un organe (score 3) 

- ou atteinte du poumon (score 2) 

2.2.2 La physiopathologie de la GvHDa 

La GvHDa a pour cible le plus souvent les cellules épithéliales de la peau, du tube digestif, du foie, 

du poumon et peut également avoir pour cible les cellules hématopoïétiques. La GvHDc est 

multisystémique.  

Ainsi, les cibles de la GvHD sont donc soit les antigènes du système HLA de classe I ou II, en cas 

d’incompatibilité HLA partielle, soit les miHAs en cas de greffe HLA compatible (Bleakley et 

Riddell, 2004). 

Ferrara et Reddy ont  proposé trois étapes pour le mécanisme de la GvHD aiguë (Ferrara et Reddy, 

2006): 

La GvHDa se décompose schématiquement en 3 phases (Figure 1) : 

- Pré-phase (Lésions tissulaires et activation des cellules présentatrices d’antigène) :  

Cette première phase débute avant la greffe, au moment du conditionnement. Des lésions tissulaires 

de l’épithélium et de l’endothélium provoquées par le conditionnement myéloablatif entraînent la 

sécrétion massive, par les cellules de l’hôte, de cytokines de l’inflammation comme le Tumor 

Necrosis Factor (TNF)- et l’IL-1. Les cytokines vont activer les cellules présentatrices des 

antigènes (CPA) et entraînent une surexpression des molécules d’adhésion, des molécules de co-

stimulation et des molécules HLA du receveur. . Cette activation va induire l’apoptose des cellules 

endothéliales de la muqueuse du système digestif qui sera endommagée. L’altération de la muqueuse 

digestive contribue à la libération du Lipopolysaccharide (LPS) des bactéries commensales dans la 

circulation qui a pour conséquence l’activation des macrophages via les récepteurs Toll (Toll Like 

Receptors : TLR). Les macrophages libèrent alors des cytokines inflammatoires.  

 

- Phase afférente (activation, différenciation et migration des lymphocytes T du donneur) : 
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Les Lymphocytes T (LT) présents dans le greffon vont être activés après reconnaissance des peptides 

considérés comme étrangers présentés par les molécules HLA des CPA. Les travaux de Schlomchik 

ont montré que les CPA de l’hôte jouaient un rôle pré-dominant dans le déclenchement de la réaction 

de GvHD, notamment par le biais de molécules HLA de classe I (Shlomchik et al., 1999). Koyama et 

al, ont apporté la preuve que les CPA du receveur étaient également impliquées dans le 

déclenchement d’une GvHD dépendante des molécules HLA de classe II (Koyama et al., 2012). De 

plus, ils ont montré que les CPA d’origine non hématopoïétique étaient particulièrement efficaces 

pour induire cette GvHD contrairement aux CPA hématopoïétiques comme les DC conventionnelles 

ou plasmocytoïdes. De plus, les CPA du donneur (du greffon), exclusivement d’origine 

hématopoïétique, jouent un rôle important dans l’activation des lymphocytes T CD4+ par 

présentation indirecte de peptides. Des études de déplétion, ont mis en évidence que les DC 

conventionnelles sont impliquées dans ce processus (Markey et al., 2009). 

Ces phénomènes entraînent des modifications biochimiques au sein des Lymphocytes T (LTc) 

conduisant à l’activation de protéines kinases C et de tyrosine kinases, aboutissant à la transcription 

des gènes de l’IL-2, IL-12, de l’IFN- et de leurs récepteurs. Ces cytokines produites en réponse à 

une stimulation vont  participer à l’activation et l’induction de la cytotoxicité T, de la réponse NK de 

celules du donneur et à l’activation des cellules phagocytaires de l’hôte. 

 

- Phase efférente (Effet délétère des cytokines inflammatoires) : 

Il s’agit de la phase la plus complexe et la moins bien connue. Elle correspond à la lyse des cellules 

des tissus cibles. 

La synergie entre la libération préalable de cytokines pro-inflammatoires lors de l’étape de 

conditionnement et les lésions secondaires à l’activation lymphocytaire médiée par les cytokines 

TH1 inflammatoires et les effecteurs cellulaires (LTc et cellules NK) aboutit aux lésions de la 

GvHDa et induisent l’apoptose des cellules des tissus cibles. Les 3 voies habituelles de destruction 

tissulaire vont alors entrer en jeu. Les mécanismes apoptotiques peuvent être médiés par la voie des 

perforines-granzymes B, par le système Fas/Fas ligand et des lésions peuvent être directement 

causées par les cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFN- et TNF-α).  

L’ensemble des cytokines sécrétées constitue ce que Ferrara nomme : «l’orage cytokinique ».  
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Figure 1. Physiopathologie de GvHD (3 phases) (Harris et al., 2013). Phase I: La sécretion des 

cytokines inflammatoire suite à les dommages tissulaires après le conditionnement et l’activation des 

CPAs du receveur. Phase II: L’activation lymphocytaire et leur sécretion cytokinique. Phase III: La 

prolifération et différenciation des lymphocytes T cytotoxiques et NK , et les effects néfastes des ces 

cellules effectrices. 

2.2.3 Les manifestations cliniques de la GvHDa et les traitements 

2.2.3.1 Description clinique et facteurs de risque : 

La GvHDa se caractérise par trois atteintes préférentielles : des lésions cutanées (érythèmes), des 

lésions hépatiques (cholestases), des lésions du tube digestif (diarrhées), ainsi que par une atteinte 

diffuse du système immunitaire et du thymus en particulier (Ferrara et Deeg, 1991). Elle se produit 

chez 35 à 45% des patients qui reçoivent un greffon géno-identique et chez 60 à 80% des patients qui 

reçoivent un greffon non apparenté (Ferrara et al., 2009).  

Les facteurs associés à la survenue d’une GvHDa sont (Koreth et Antin, 2008): 

- L’incompatibilité HLA sur un ou plusieurs loci. 
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- L’origine des cellules du greffon (un greffon issu d’un sang placentaire contient des cellules 

tolérogènes qui contribuent à moins de GvHDa comparé à la Moelle Osseuse et aux  CSP).  

- La dose de lymphocytes T (une déplétion de 2-3 Log des lymphocytes T CD3+ peut réduire le 

risque de GvHDa). 

- Les autres facteurs de risque concernent l’âge élevé du receveur ou du donneur, un donneur de sexe 

féminin, les maladies sous-jacentes comme une hémopathie en phase évolutive, un conditionnement 

renforcé et la survenue d’une infection (en particulier liée au cytomégalovirus (CMV)). 

2.2.3.2  Prophylaxie de la GvHDa 

Une prophylaxie de la GvHDa est systématiquement instaurée au décours de l’allogreffe. Elle est 

fonction du type de greffon (moelle osseuse, CSP ou sang placentaire), du type de donneur 

(apparenté ou non) et du type de conditionnement. Cette prophylaxie vise principalement à inactiver 

ou éliminer les lymphocytes T du greffon soit en réalisant une déplétion T in vivo par le sérum anti-

lymphocytaire (SAL) ou in vitro, soit en inhibant leur prolifération en utilisant du méthotrexate ou du 

mycophenolate mofetil  ou leur activation via l’usage d’inhibiteurs de la calcineurine tels que la 

ciclosporine ou le FK 506.  

2.2.3.3 Traitement  

En cas de survenue d’une GvHDa, et ce malgré la prophylaxie administrée, le traitement de première 

ligne consiste en l’administration de corticoïdes tels que la méthylprednisone, à la dose de 2 mg/kg/j, 

puis selon la réponse clinique à 14 jours, une décroissance de la corticothérapie sera réalisée 

progressivement (Martin et al., 2012). 

En cas de cortico-résistance ou de cortico-dépendance, des traitements de deuxième ligne sont 

proposés. Il n’y a pas de consensus sur le traitement de 2ème ligne. Le mycophénolate mofétil, les 

inhibiteurs du récepteur de l’IL-2, les anticorps anti-TNFα, le sérum anti-lymphocytaire (SAL), des 

bolus de méthotrexate ou la photophérèse extra-corporelle (PEC) peuvent être indifféremment 

utilisés. 

37



2.2.4 La GvHD chronique 

2.2.4.1 Description clinique et facteurs de risque : 

La GvHDc est susceptible de survenir chez environ 33% des receveurs ayant reçu un greffon géno-

identique, et chez 49% des receveurs ayant reçu un greffon non apparenté (Michallet et al., 2001). 

Les facteurs de risque sont l’âge élevé du patient ou du donneur, le degré de compatibilité  tissulaire, 

l’utilisation d’un greffon issu d’un donneur non apparenté, l’utilisation de CSP par rapport à la MO, 

la survenue de la GvHDa préalable et des injections de lymphocytes T du donneur (Dean et Bishop, 

2003; Cutler et al., 2001).  

2.2.4.2 Traitement de la GvHDc 

Le traitement de première ligne comporte des corticoïdes associés éventuellement à de la 

ciclosporine, selon la sévérité des atteintes. 

Le traitement de 2ème ligne n’est pas codifié, mais certains immunosuppresseurs semblent plus 

efficaces selon les atteintes. Par exemple, on reconnaît l’efficacité de la photochimiothérapie extra-

corporelle en cas d’atteinte cutanée et des inhibiteurs de la tyrosine kinase dans les formes 

sclérodermiques. D’autres traitements sont utilisés en 2ème ligne tels que le rituximab ou les 

inhibiteurs de mTor (rapamycine). 

Le traitement de la GvHDc s’accompagne d’une prophylaxie anti-infectieuse et de mesures associées 

telles que les larmes artificielles, le support nutritionnel et la crème solaire protectrice (Wolff et al., 

2010). 

2.2.5 Nouvelles approches dans le traitement de la GvHD (Mastaglio et al., 2010) 

Trois approches de thérapie cellulaire ou génique intéressantes sont susceptibles d’être utilisées pour 

anticiper ou traiter la GvHD : 

- La manipulation du greffon  

La déplétion du greffon en lymphocytes T est réalisée pour les greffes à haut risque de GvHD telles 

que les allogreffes haplo-identiques (en situation partiellement incompatible). Elle est effectuée par 

la sélection positive des cellules CD34+ (Ho et Soiffer, 2001). En revanche, elle présente des 
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inconvénients majeurs, tels qu’un risque de non prise ou de rejet plus élevé, une incidence de 

rechutes plus élevée, et une aggravation du déficit immunitaire post-greffe (Dean et Bishop, 2003). 

Pour éviter ces complications, la réinjection de lymphocytes T du donneur déplétés en lymphocytes 

T alloréactifs a été proposée (André-Schmutz et al., 2002) ou encore la réinjection de lymphocytes T 

du donneur transfectés avec le gène de la thymidine kinase qui rend les cellules transfectées sensibles 

au Gancyclovir pour traiter les GvHD éventuellement déclenchées par cette immunothérapie 

(Tiberghien et al., 2001).  

-   Les lymphocytes T régulateurs (Treg)  

Plusieurs essais cliniques d’injections de lymphocytes T régulateurs en prévention ou en traitement 

de la GvHD survenant au décours d’une allogreffe de CSH sont actuellement en cours. Nous 

rapporterons ici les résultats de 2 études publiées qui illustrent bien la diversité des stratégies de 

productions et des contextes d’administration.   

Brunstein et al. rapportent les résultats d’une étude de faisabilité chez 23 patients ayant reçu une 

double allogreffe de sang placentaire puis ayant reçu une dose (0,1 à 30x105Treg/kg) de phénotype : 

CD25+CD127−FoxP3+, préparés à partir d’une troisième unité de sang placentaire après sélection 

immunomagnétique des cellules CD25+ puis expansion en culture. Aucun effet indésirable n’a été 

rapporté et en comparaison d’un groupe contrôle historique n’ayant pas reçu de Treg, les auteurs 

décrivent une diminution de l’incidence de la GvHD de grade II-IV (43 vs 61, P=0,05) (Brunstein et 

al., 2011) .  

L’équipe de Vélardi a préparé des Treg à partir d’une leukaphérèse grâce à une technique 

immunomagnétique en deux étapes : déplétion CD8 et CD19 suivie d’une sélection positive CD25+ 

(Di Ianni et al., 2011). Dans cette étude, 28 patients avec hémopathie maligne de haut risque ont reçu 

un greffon haplo-identique de cellules souches périphériques après sélection positive CD34+ ainsi 

qu’une dose de lymphocytes T conventionnels (0,5 à 1x106 CD3/kg). Au préalable, à J-4 de la 

transplantation, les patients ont reçu une dose de 2x106 Treg/kg. Aucune prophylaxie de la GvHD 
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n’a été administrée. Parmi les 28 patients inclus dans l’étude, 26 sont évaluables. Deux patients sur 

26 ont présenté une GvHDa de grade supérieur ou égal à II mais aucun patient n’a présenté de 

GvHDc. 

- Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)  

Les CSM ont des propriétés immunomodulatrices et leur rôle dans la prévention de la GvHD a été 

confirmé dans des modèles animaux comme la souris et le chien (Baron et Storb, 2012).   

Chez l’Homme, quatre études cliniques s’intéressant à l’effet des CSM en prophylaxie de la GvHD 

ont montré une diminution du grade de la GvHD suggérant un effet contributif des CSM dans la 

prévention de la GvHD (Lazarus et al., 2005; Ning et al., 2008; Baron  et al.,  2010; Kuzmina  et al., 

2012). Dans ces 4 études, 113 patients ont reçu des CSM en même temps que la greffe de CSH. Dans 

les 3 premières études, toutes de phase I, la bonne tolérance des CSM a été rapportée et leur impact 

sur la diminution de l’incidence et de la gravité de la GvHD a été suggéré. Lazarus et al, ont rapporté 

que seulement 28% des patients qui avaient reçu une allogreffe génoidentique avaient développé une 

GvHDa de grade II-IV. Le faible effectif et l’absence de groupe contrôle constituent ici des limites 

pour l’interprétation des résultats (Lazarus et al., 2005). Baron et al, a rapporté chez 20 patients 

allogreffés recevant des CSM une incidence cumulative sur 100 jours de la GvHDa de 45% et une 

incidence cumulée de décès liés à la GvHD à un an de 10% et l’a comparée à  un groupe historique : 

56% et 31% respectivement (Baron  et al.,  2010). La seule étude d’efficacité, comparative et 

randomisée a montré une diminution significative de l’incidence de la GvHDa puisqu’un patient sur 

19 a présenté une GvHD (5,3%) dans le groupe recevant les CSM en prophylaxie au moment de la 

sortie d’aplasie post-allogreffe de CSH comparé à 6/18 patients dans le groupe contrôle. Cependant, 

les auteurs eux-mêmes soulignent le faible effectif de l’étude (Kuzmina et al., 2012). 

Le rôle des CSM dans le traitement de la GvHD cortico-résistante a été rapporté pour la première 

fois chez un enfant de 9 ans par K Le Blanc (Le Blanc et al., 2004). Une rémission complète d’une 

GvHDa de grade IV résistante à tous les traitements immunosuppresseurs a été observée suite à 
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l’administration de CSM haplo-identiques. Puis, la même équipe a publié une étude menée par 

l’EBMT et portant sur 55 patients (30 adultes et 25 enfants) présentant une GVHDa cortico-

résistante et traités avec des CSM allogéniques provenant de donneurs intra-familiaux géno-

identiques ou haplo-identiques ou de donneurs non apparentés (Le Blanc et al., 2008). Aucune 

toxicité n’a été déplorée. Une rémission complète de la GvHD a été observée chez 30 patients et une 

amélioration chez 6 patients. La mortalité liée à la transplantation (TRM) à un an de la greffe était 

significativement plus faible chez les patients en rémission complète alors que la survie globale à 2 

ans était significativement augmentée. Ces deux études démontrent l’effet des CSM sur la GvHDa 

cortico-résistante et mettent en évidence l’efficacité et la sécurité des CSM provenant d’un donneur 

tierce partie (Kim et al., 2013). La spécialité Prochymal, CSM produites par la société Osiris, a été 

utilisée dans une étude clinique randomisée en association avec les corticoïdes en première ligne de 

traitement de la GvHD. Une réponse initiale a été observée chez 94% des patients, en l’absence de 

toute toxicité (Kebriaei et al., 2009). Cette spécialité a également été utilisée dans une étude 

compassionnelle chez 12 enfants présentant des GvHDa de grade II à IV cortico-résistantes. Une 

réponse complète a été observée chez 7/12 patients, les autres présentant une réponse partielle 

(Prasad et al., 2011). D’autres études ont été publiées avec de faibles nombres de patients (Von 

Bonin et al., 2009; Lucchini et al., 2010). Dans l’ensemble, ces études soulignent une efficacité des 

CSM dans le traitement de la GvHDa. Cependant, des essais cliniques randomisés plus larges sont 

encore nécessaires. 

Toutes les études mentionnées ci-dessus ont utilisé des CSM produites à partir de Moelle osseuse. 

On peut noter que des CSM de tissu adipeux (n=6) ont été utilisées dans le traitement des GvHDa de 

grade III-IV cortico-réfractaires permettant d’obtenir une réponse complète dans 83% des cas (Fang 

et al., 2006). De même, des CSM de sang de cordon (n=2) ont été administrées pour des GvHDa de 

grade IV conduisant à une réponse complète dans les 2 cas (Wu et al., 2011). 
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Peu d’études se sont intéressées à l’effet des CSM dans le traitement de la GvHDc et la plupart ne 

concernent que peu de patients (de 3 à 5 patients) (Muller et al., 2008; Lucchini et al., 2010; Zhou et 

al., 2010). Seule l’étude pilote de Weng et al a porté sur 19 patients qui ont reçu des CSM en même 

temps que les traitements immunosuppresseurs préconisés (Weng et al., 2010). Si quelques 

rémissions complètes sont observées (21%), ce sont des réponses partielles qui prédominent (52%). 

Ces résultats sont retrouvés dans les trois études à faible effectif. Une fois encore, des études incluant 

un plus grand nombre de patients sont nécessaires pour statuer sur une efficacité des CSM sur la 

GvHDc et définir les conditions de cette efficacité. 

2.3 Modalités favorisant l’effet GvL et  limitant la GvHD  

Des stratégies pour séparer la GvHD et l’effet GVL ont été développées au cours des deux dernières 

décennies. La plupart de ces approches ont été basées sur le paradigme que GvHD et GVL peuvent 

être séparés par (i) l'abrogation de la libération des cytokines pro-inflammatoires à l'aide d’un 

conditionnement d'intensité réduite (RIC) souvent complété par l’injection de DLI ou (ii) 

l'augmentation de la spécificité des cellules immunitaires des donneurs contre des antigènes associés 

à une tumeur par la thérapie génique, la vaccination ou d'autres formes de manipulation. De 

nouvelles approches émergent actuellement pour contribuer  à séparer les effets GvHD et GvL 

(Mcclune et Weisdorf, 2010; Roddie et Peggs,  2011; Brusic et Wu, 2012; Casucci et al., 2012) : 

- La modulation du microenvironnement pro-inflammatoire du receveur en agissant sur les cytokines 

telles que l’IL-23 ou l’IL-21, les cellules dendritiques ou les Toll Like Receptors (TLR). 

- La modulation de la migration des cellules du donneur en agissant sur l’expression des selectines 

ou chimiokines (CD62L ou CCR2) contribuant à la migration des cellules du greffon. Les cellules 

sont alors orientées vers la moelle osseuse où elles exercent un effet GvL plutôt que vers les tissus 

comme la peau, l’intestin ou le foie où elles génèrent la GvHD. 

- La modulation de l’effet des LT par administration de LT régulateurs. 

2.4 La non-prise ou Rejet de greffe  
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La non prise de greffe peut être liée à un rejet ou à une inhibition de l’hématopoïèse d’origine 

toxique ou virale. Le rejet (host versus graft effect : HvG) est dû à la persistance, après le  

conditionnement, de lymphocytes T de l’hôte capables de s’activer et de rejeter le greffon. Il a été 

montré par l’étude du polymorphisme de l’ADN, qu’il existe alors temporairement, un chimérisme 

mixte, c’est-à-dire la cohabitation de cellules hématopoïétiques de l’hôte et du donneur (Bretagne et 

al., 1987; Donohue et al., 1993). L’HvG est une complication rare (moins de 2%) après greffe de 

CSH géno-identique utilisant un conditionnement myéloablatif, en l’absence de manipulation ex vivo 

du greffon. Elle est favorisée par : 

– la disparité HLA entre donneur et receveur (Mehta et al., 2004), 

– l’utilisation d’un conditionnement non myéloablatif, 

– l’utilisation d’un greffon pauvre en cellules CD34+, 

– la déplétion en cellules T du greffon (Green et al., 1999). 

Dans les situations à haut risque d’HvG, différentes techniques de prévention sont utilisées (Aversa 

et al., 1994) : 

– La modification du conditionnement en le rendant plus immunosuppresseur afin de détruire les 

lymphocytes T résiduels de l’hôte (utilisation de SAL, …). 

– L’augmentation du nombre de cellules souches périphériques CD34+ contenues dans le greffon par 

l’utilisation d’un greffon de CSP plus riche en cellules CD34+ qu’un greffon médullaire. 

En cas de rejet, dans quelques cas, une seconde greffe a été réalisée avec succès. Il apparaît alors 

préférable de choisir un greffon de CSP  (Molina et al., 1995). 
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3. Reconstitution  Immunitaire 
 

Les systèmes hématopoïétique et immunitaire du receveur détruits par le conditionnement de 

l’allogreffe, se reconstituent à partir des cellules contenues dans le greffon (CSH et cellules 

immunitaires). 

Pour le système hématopoïétique, la récupération complète des 3 lignées (leucocytes, hématies et 

plaquettes) nécessite environ 100 jours.  

Pour le système immunitaire, il faut distinguer la reconstitution de l’immunité cellulaire de celle de 

l’immunité humorale.  

3.1 Cinétique de la reconstitution immunitaire (Storek et al., 2008) 

La reconstitution des différentes sous-populations cellulaires impliquées dans l’immunité suit une 

cinétique particulière. 

Les polynucléaires neutrophiles en quantité très réduite pendant la phase d’aplasie (neutropénie) 

suivant le conditionnement, se reconstituent en environ 14 jours après une allogreffe de CSP, 21 

jours après une allogreffe de MO et 30 jours après une allogreffe de sang placentaire. Les infections 

survenant pendant cette phase sont principalement des infections bactériennes. 

Les cellules NK impliquées dans l’immunité innée se reconstituent très rapidement. Elles se 

normalisent dans la première semaine et fonctionnellement dans le premier mois suivant l’allogreffe 

ou au maximum en trois mois.  La sous-population NK qui se développe en premier est CD56bright 

c'est-à-dire sécrétrice de cytokines. Puis, très rapidement, apparaît la sous-population NK CD56dim 

cytotoxique. La contraction de la population NK peut ne survenir qu’après 1 an. 

Le temps de normalisation pour les cellules dendritiques (DC) varie  en fonction de leur type : il faut 

6 mois pour les cellules de Langerhans et environ 1 an pour les DC conventionnelles ou 

plasmacytoides (Geddes et Storek, 2006). 

A la différence de la reconstitution immunitaire innée, la reconstitution immunitaire adaptative est un 

processus long et complexe qui généralement nécessite des mois voire des années pour être finalisé 

(Hakim et al., 1997). 

La reconstitution cellulaire T post-greffe implique deux mécanismes séquentiels: l’expansion des 

lymphocytes T matures du donneur qui sont injectés avec toutes les cellules du greffon et engendrés 

par les cytokines et la présence d’antigènes alloréactifs; puis la génération de novo de lymphocytes T 

naïfs à partir des cellules souches du greffon après maturation thymique chez le receveur. Cette 

dernière reconstitution est très longue. En effet, pour aboutir à un taux normal de lymphocytes T 

naïfs circulants (CD45RA+), il faut un délai d’un an après la greffe chez un enfant et de 2 ans chez 

un adulte. 
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Enfin, la reconstitution du compartiment B, acteur principal de l’immunité humorale peut prendre 

jusqu’à 2 ans post-greffe. 

3.2 La reconstitution immunitaire T 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, la reconstitution immunitaire T fait appel à deux 

mécanismes distincts qui se succèdent dans le temps. Le premier est une expansion des lymphocytes 

T matures présents dans le greffon et le second, plus tardif, une génération de novo de lymphocytes T 

naïfs dépendante du thymus du receveur. Cette deuxième étape est indispensable pour l’obtention 

d’un répertoire T diversifié, sans lequel le risque d’infections opportunistes et de rechute leucémique 

est élevé et aggravé par la survenue d’une GvHD nécessitant la mise en place d’un traitement 

immunosuppresseur (Seggewiss et al., 2010).  

3.2.1 Expansion des lymphocytes T du donneur 

Les lymphocytes T matures du donneur répondent rapidement aux agents pathogènes rencontrés 

antérieurement par le donneur. Ils sont le plus fréquemment dirigés contre les herpès virus qui se 

réactivent périodiquement, comme le CMV ou le virus d’Epstein Barr (EBV) qu’ils maintiennent 

sous contrôle (Toubert et Charon, 2001). Ils sont à l’origine de la majorité des expansions 

oligoclonales rencontrées chez les adultes sains, particulièrement dans la population CD8+. En effet, 

les lymphocytes T CD8+ sont sujets à cette expansion, conduisant à l’inversion fréquente du rapport 

CD4/CD8 après allogreffe de CSH (Toubert et al., 2001). Les LT matures sont responsables de 

l’apparition de l’effet GvHD (les cellules T alloréactives) mais également de la protection contre la 

rechute et les maladies infectieuses (les cellules T non alloréactives) (Koh et al., 2007). D’ailleurs, la 

fréquence et la sévérité de la GvHD sont moindres lorsque le greffon est déplété en lymphocytes T 

ou dans les greffons de sang placentaires qui ne contiennent pas cette population. De plus, dans ce 

dernier contexte, la survenue d’infections est plus fréquente. 

3.2.2. Reconstitution des lymphocytes T naïfs 

La restauration de réponses immunitaires diversifiées sur le long terme après allogreffe est 

dépendante de la production de lymphocytes T naïfs par le thymus du receveur à partir des cellules 

souches du greffon. Cette reconstitution est un processus long qui implique que le thymus soit 

fonctionnel pour permettre une ontogénie des lymphocytes T complète et correcte (Haynes et al., 

2000). La néo-thymopoïèse est évaluée en quantifiant les T-cell receptor rearrangement excision 

DNA circles (TRECs). Le taux de TRECs reste faible dans les 3 à 6 mois qui suivent l’allogreffe de 

CSH (Doueck et al., 2000). 

La contribution du thymus dans la récupération des lymphocytes T naïfs dépend de plusieurs facteurs: 

le degré d’involution thymique associé à l’âge, la prise des CSH du greffon, et l’étendue de 
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l’altération thymique liée aux traitements administrés avant la greffe et au cours du conditionnement 

et de la GvHD. De plus, il est clairement admis que la GvHD est délétère pour le thymus. En effet, 

plusieurs études rapportent que la GvHD est associée à un répertoire T restreint et à un taux de 

TRECs diminué (Weinberg et al., 2001).  

3.2.3 Stratégies pour renforcer la reconstitution de lymphocytes T (Brink et al., 2013) 

- Les facteurs de croissance 

Des études pré-cliniques ont montré le rôle du FGF-7 (Fibroblast Growth Factor 7, également 

connu sous le nom de KGF, Keratinocyte Growth Factor) dans la protection des cellules 

épithéliales thymiques (TEC). En effet, après exposition des TEC à du FGF7 exogène, les 

cellules stromales thymiques prolifèrent et expriment plusieurs facteurs de croissance et de 

différenciation qui favorisent la thymopoïèse. Ce facteur de croissance a été évalué dans des 

études cliniques (Cavazzana-Calvo et al., 2009). Une première étude clinique comparative 

portant sur 100 patients, 60 patients recevant la palifermine (protéine de 140 acides aminés 

stabilisée par la suppression des 23 premiers acides aminés N-terminaux à la différence du 

KGF humain endogène) n’a pas montré de bénéfice important ni sur l’incidence de GvHD ni 

sur celle des infections à CMV (Levine et al., 2008). 

- Les cytokines 

L'interleukine-2 (IL-2) présente des effets pléiotropiques sur la réponse immunitaire. Les 

études cliniques ont montré que l'IL-2 peut améliorer le nombre de cellules NK et pourrait 

augmenter l'effet GvL, conduisant à une réduction des taux de rechute après HSCT (Perillo et 

al., 2002). De plus, l’administration d’IL-2 lors de l’injection de lymphocytes du donneurs 

(DLI) a permis de mettre en rémission complète des  patients qui n'avaient pas répondu à une 

DLI seule (Nadal et al., 2004). Cependant il a été montré que l’IL-2 avait tendance à 

favoriser le developpement de LT régulateurs, population fortement consommatrice de cette 

cytokine au detriment des cellules NK (Mahmud et al., 2013).  

L’IL-7 peut promouvoir la survie et la différenciation des cellules immatures triple négatives 

et des thymocytes matures simple positifs. De plus, elle augmente le nombre de cellules T par 

expansion périphérique sans génération de novo (Sportès et al., 2008). Une étude clinique de 

phase I consistant à traiter 12 patients avec trois doses différentes d’IL-7 a montré une 

augmentation du nombre des lymphocytes CD3, CD4 et CD8, une amélioration de leur 

fonction et une plus grande diversité des TCR (Perales et al., 2012).  

L’IL-15 peut renforcer la reconstitution immunitaire par promouvoir la survie et prolifération 

de cellules NK et lymphocyte T CD8 (Alpdogan et al., 2005).  

- L’hormone de croissance 
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L’hormone de croissance peut renforcer la reconstitution immunitaire en favorisant la 

production d’IGF-1 (Insulin Growth Factor 1) qui donne un signal anti-apoptose (Taub et 

Longo,  2005). 

3.2.4 Facteurs influençant la reconstitution des lymphocytes T 

- L’âge des patients 

Le développement des conditionnements d’intensité réduite pour les allogreffes de CSH a 

conduit à diminuer la toxicité et de ce fait à repousser l’âge limite des patients pouvant 

bénéficier d’une allogreffe.Toutefois, le thymus involue avec l’âge conduisant à une 

reconstitution immunitaire T imparfaite et à des risques infectieux accrus. De plus, l’âge du 

donneur est à prendre en considération car les capacités de reconstitution immunitaire 

diminuent avec l’âge. 

- La source du greffon  

Le type de greffon influe sur la reconstitution immunitaire. Une étude sur 95 patients après 

allogreffe de CSH en situation : CSP génoidentique (n=33), CSP non apparentée (n=33) ou 

provenant de sang placentaire (n= 29), montre que le niveau de lymphocytes CD3, CD4 et 

CD8 est plus faible au bout de 6 mois chez les patients ayant reçu une greffe de sang 

placentaire comparé aux patients ayant reçu greffon génoidentique ou non apparenté (Kanda 

et al., 2012) . En effet, les greffons de sang placentaire renferment très peu de lymphocytes T 

matures susceptibles de s’expandre. De plus, le sang placentaire contient des Treg possédant 

des propriétés suppressives supérieures à celles des Treg de l’adulte. Ces facteurs expliquent 

la fréquence élevée des épisodes infectieux dans les allogreffes de sang placentaire 

(Seggewiss et Einsele, 2010). 

- La manipulation du greffon 

La dépletion en lymphocytes T alloréatifs in vitro ou in vivo visant à réduire l’incidence de la 

GvHD peut avoir pour conséquence de retarder la reconstitution de lymphocytes T. 

- Le conditionnement 

Le conditionnement de type myéloablatif par rapport au conditionnement de type non 

myéloablatif induit une altération plus grave des tissus thymiques, limitant la reconstitution 

des lymphocytes T de novo.  

- Le degré de compatibilité du greffon et la maladie du greffon contre l’hôte  

 

3.3 La reconstitution immunitaire B 
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L’immunité humorale comprend majoritairement les anticorps secrétés par les lymphocytes B et 

les protéines du complément. De plus, la mise en place d’une réponse immunitaire humorale 

optimale nécessite l’interaction des lymphocytes B avec les lymphocytes T CD4+ TH2. 

La fonction des lymphocytes B ne se normalise qu’après 2 ans bien que leur nombre commence à 

se normaliser à partir de 3 mois.  Pourtant, grâce à  la demi-vie longue des Ig G dans le sérum et 

la survie des plasmocytes après le conditionnement, le dosage des Ig peut être normal sans baisse 

importante (Bemark et al., 2012). 

Les lymphocytes B suivent 5 étapes de développement selon le modèle actuel : les lymphocytes 

B transitionnels, les lymphocytes B naïfs, les lymphocytes B du centre germinatif, les 

lymphocytes B mémoires et les lymphocytes B sous forme plasmocytaire. Ces lymphocytes de 

phases différentes ont des phénotypes différents (Bemark et al., 2012). La population B a 

initialement été décrite comme normalisée dans le sang périphérique dans les 3 mois post-greffe. 

Cependant, cette population B émergente était fortement CD5+, CD38+, IgM+ et IgD+ (Storek et 

al., 1993). De plus, elle était fonctionnellement déficiente avec un défaut de réponse proliférative 

vis-à-vis du SAC (Staphylococcus aureus Cowan strain I) et un défaut de production d’Ig in vitro 

(Small et al., 1990). Une étude plus récente montre que la population B transitionnelle, de 

phénotype CD24high et CD38high, peut se normaliser dans les 5 mois après l’allogreffe (Marie-

Cardine et al., 2008). Progressivement, cette population transitionnelle diminue au profit des 

lymphocytes B matures, de façon concomitante à la récupération de la fonctionnalité 

(Wardemann et al., 2003).  

4 .  Les infections virales (Tomblyn et al., 2009) 
Le faible contingent de lymphocytes T greffés, comparé à la taille du compartiment cellulaire T chez 

une personne immunocompétente, ainsi que le nombre extrêmement limité de précurseurs 

immunitaires du donneur présents dans le greffon contribuent également à la lenteur de la 

reconstitution immunitaire chez le receveur. Tous ces facteurs rendent le receveur susceptible à un 

grand nombre d’infections opportunistes. 

Des modèles qui permettent de définir les complications infectieuses qui surviennent à différents 

temps après la transplantation ont été avancés, pour la plupart dans le cas de greffe avec 

conditionnement myéloablatif (MA). Un tel modèle est illustré par la figure 3 et comporte trois 

phases principales : 

- Phase I : la phase précédant la prise de greffe (15-45 jours après la greffe de CSH). Les risques 

d’infections bactériennes ou fongiques à Candida ou Aspergillus sont très importants du fait de la 

neutropénie prolongée et des dommages cutanéo-muqueux (mucites) ne pemettant pas une barrière 
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efficace de défense. De plus, la réactivation du Virus Herpès Simplex (HSV) peut survenir lors de 

cette phase. 

- Phase II : la phase suivant la prise de greffe (30-100 jours après la greffe de CSH). Il s’agit de la 

phase où le déficit de l’immunité cellulaire est très important. La gravité du déficit dépend de la 

GvHD et du traitement immunosuppresseur qui est administré. Les infections survenant au cours de 

cette phase sont le plus souvent dues aux virus de la famille des Herpès virus, notamment le CMV. 

Des infections à germes opportunistes tels que Pneumocystis jiroveci ainsi que des infections 

fongiques dues à l’Aspergillus peuvent survenir dans cette phase. 

- Phase III : la phase tardive (100 jours après la greffe de CSH). Pendant cette phase, les patients 

ayant une GvHDc présentent un risque plus élevé d’infections. Les agents infectieux les plus 

fréquemment impliqués sont le CMV, le virus de la varicelle-zona (VZV) et les bactéries 

encapsulées comme Streptococcus pneumoniae. 

Les complications infectieuses survenant pendant la phase I ne mettent plus en jeu le pronostic vital 

des patients grâce à l’utilisation de facteurs de croissance (G-CSF). Les infections qui peuvent 

survenir dans ce délai post-greffe sont principalement des infections fongiques opportunistes. 

En revanche, les complications infectieuses dues à l’EBV, au CMV, à l’adénovirus (ADV) et aux 

agents fongiques (principalement Aspergillus fumigatus et Candida species) survenant lors des 

phases II et III contribuent largement à la morbidité et la mortalité associée à l’allogreffe. En effet, 

les infections post-greffe sont responsables de 17% des décès après allogreffe géno-identique et de 

21% des décès après allogreffe non apparentée (Loberiza et al., 2003). Ces infections sont liées à un 

déficit quantitatif et qualitatif prolongé de l’immunité cellulaire spécifique. 
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Figure 2. Infections opportunistes au cours des différentes phases suivant la greffe de CSH 

(Tomblyn et al., 2009). 

 

5. Lien entre infections virales et GvHD 

Le rôle de la GvHD dans la survenue d’une réactivation CMV est reconnu depuis plusieurs années 

(Miller et al., 1986). En revanche, depuis près de 20 ans, le rôle des Herpès virus dans la 

physiopathologie de la GvHD est évoqué mais demeure relativement controversé (Appleton et al., 

1993). Une première étude a montré que les patients qui présentaient une Polymerase Chain Reaction 

(PCR) positive CMV ou une PCR positive HHV6 ou les deux simultanément dans le lavage 

broncho-alvéolaire (LBA) développaient plus fréquemment une GvHD de grade > II (p<0.05, p<0.05 

et p<0.01, respectivement) (Takemoto et al., 2000). Plus récemment, une étude multivariée a montré 

qu’une réactivation HHV6 était étroitement corrélée à une plus grande probabilité de survenue d’une 

GvHD de grade >II à J30, J50 et J100 (p< 0,0028) (Wang et al., 2008). Cependant, cette étude n’a pas 

permis de montrer un lien significatif entre la réactivation CMV et le développement d’une GvHD. 

Cantoni et al., rapportent quant eux des résultats différents puisqu’ils démontrent sur une cohorte de 

530 patients que les épisodes de réactivation du CMV sont étroitement corrélés à la survenue d’une 

GvHD de grade >II (Cantoni et al., 2010). Le mécanisme sous-jacent n’est pas clairement identifié. 
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Dans un modèle murin, il a été montré que le CMV diminuait le seuil d’induction d’une réaction de 

GvHD (Via et al., 1990). Récemment, il a été montré dans un modèle murin que l’infection à CMV 

peut induire une GvHD après HSCT (Palaniyandi et al., 2013).  

Il semble que les infections à Herpès virus favoriseraient la survenue d’une GvHD en modifiant le 

système immunitaire du receveur. Le mécanisme fondamental peut reposer sur le partage de TCR (T 

cell receptor) entre l’antigène viral et l’antigène allogénique. 

En 2010, Amir et al a mis en évidence cette réactivité croisée entre antigène viral et antigène 

allogénique en testant des cellules T spécifiques de l’EBV, du CMV, du VZV et de l’influenzae virus 

contre un panel de cellules cibles de typage HLA connu. Quarante-cinq pour cent des clones T 

spécifiques de virus ont réagi contre des cibles présentant un antigène HLA allogénique (Amir et al., 

2010). Les auteurs ont également montré que le même TCR était responsable de l’activité contre 

l’antigène viral et l’antigène allogénique. Melenhorst et al a confirmé que les lymphocytes T 

spécifiques anti-EBV et anti-CMV possèdent une activité allogénique. Il a mis en évidence que les 

deux types de lymphocytes T : lymphocytes T naifs et mémoires jouent un rôle dans cette activité 

allogénique (Melenhorst et al., 2011).  

Outre cette réactivité croisée, trois hypothèses ont été proposées par Wang et al, pour expliquer 

l’interaction entre les infections et la survenue d’une GvHD: 1) la régulation du système 

immunitaire du receveur serait altérée directement ou indirectement par les Herpès virus. Par 

exemple, les infections HHV6, en supprimant les fonctions lymphocytaires T, entraînent un 

déséquilibre immunitaire en faveur de l’immunité du donneur (Flamand et al., 1995). 2) le seuil 

d’induction d’une réaction de GvHD serait diminué. En effet, HHV6 favoriserait l’expression des 

molécules HLA de classe I et II à la surface des cellules du receveur, permettant une plus grande 

activation des lymphocytes T du donneur (Inoue et al., 1997). 3) l’expression de molécules clés et de 

cytokines impliquées dans le développement de la GvHD serait augmentée. Ainsi il a été montré 

qu’HHV6 augmentait l’expression d’ICAM1 (Intracellular Adhesion Molecule), de l’IL-1, du TNF-

 et de RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and presumably Secreted) 

(Grivel et al., 2003). 

Peu d’équipes cliniques administrent à ce jour une prophylaxie médicamenteuse des infections à 

CMV après allogreffe de CSH. Selon Cantoni et al, il serait intéressant d’étudier l’effet d’une 

stratégie prophylactique du CMV sur l’incidence de la GvHD. C’est également dans ce contexte que 

l’administration de CTL multi-virus en prophylaxie pourrait limiter les réactivations virales et 

réduire l’incidence de la GvHD.  
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Partie 2 VIROLOGIE 
 
Présentation des principaux virus rencontrés après allogreffe de CSH 
 
Dans cet exposé, nous ne nous intéresserons qu’à l’Adénovirus et au virus d’Epstein-Barr qui ont été 

ensuite la « cible » de l’immunothérapie adoptive que nous avons développée et étudiée. 

 
L’Adénovirus humain (ADV) 
 
1. Historique 
En  1953, WP Rowe et al, en recherchant des « virus du rhume », ont mis en évidence un agent qui 

était une des causes d’ une maladie respiratoire aiguë (Rowe 1966). Ils ont isolé les cellules 

adénoïdes de l’amygdale de l’homme, ont identifié l’agent viral et l’ont nommé « Adénovirus » 

(ADV).  

2.Taxonomie 
L’ADV humain appartient à la famille des Adenoviridae et au genre Mastadenovirus. Actuellement, 

il y a probablement plus de 55 sérotypes d’ADV différents répartis en 7 espèces A-G sur la base de 

propriétés structurales ou biologiques distinctes (Jones et al., 2007; Walsh et al., 2010; Hendrickx et 

al., 2014) (Tableau IV).  

Tableau IV. Propriétés des adénovirus humains. 

Espèces Sérotype Oncogénicité % G+C % d’homologie 

A 12,18,31 Forte 48-49 8-69 

B 3,7,11,14,16,21,34,35,50 Faible 50-52 89-94 

C 1,2,5,6 0 57-59 99-100 

D 
8,9,10,13,15,17,19-

30,32,33,36-49,51,53,54 
0 58 94-99 

E 4 0 57-61 - 

F 40,41 0 57-59 62-69 

G 52 ND ND ND 

ND : non déterminé 

3. Structure  
L’ADV est de taille moyenne, non enveloppé. 

Il comprend deux parties : 
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Le génome est un ADN double brin linéaire de 36kb et d’approximativement 40 gènes.  

La capside qui est de forme icosaédrique mesure 70-90 nm de diamètre et comprend 252 

capsomères, incluant 240 hexons et 12 pentons. Chaque penton consiste en une base et une spicule 

glycoprotéique, appelée fibre, terminée par une sphère de 4 nm de diamètre qui possède une activité 

hémagglutinante, cette dernière interagit avec les récepteurs de la cellule (Figure 3). 

   

 
Figure 3. Représentation schématique de l’Adénovirus (d’après Freymuth, 2003). 

 

La particule virale est composée de onze protéines parmi lesquelles la protéine Hexon, le penton et la 

protéine fibre. La protéine hexon est composée de l’association de trois molécules de polypeptide II. 

Les protéines VI, VIII et IX forment les liaisons entre les capsomères. L’association de cinq 

molécules du polypeptide III forme le penton (base) et trois copies du polypeptide IV forment la 

protéine de fibre. Cette dernière contient des sites spécifiques de sérotypes et de certains 

déterminants antigéniques qui sont responsables de l’hémagglutination in vitro (par exemple : 

antigène Y). A l’exception des espèces B, tous les autres ADV utilisent les récepteurs coxsakie 

(Roelvink et al., 1998). 

Le core est constitué de quatre protéines connues et du génome viral. Les polypeptides VII, 

analogues d’histones sont les principaux constituants du core. Les polypeptides V et Mu sont des 

protéines basiques au contact avec l’ADN viral. La protéine terminale (TP, terminal protein) est liée 
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de façon covalente avec l’extrémité 5’ de l’ADN viral. Elle permet l’initiation de la réplication de 

l’ADN viral et l’attachement du génome viral à la matrice nucléaire. 

Le génome de l’ADV correspond à 30 à 40 ORF (Open Reading Frame). Il comporte de courtes 

séquences répétées inversées aux extrémités qui interviennent dans la réplication de l’ADN. Les 

deux brins d’ADN sont transcrits. Il est constitué de gènes très conservés comme celui de la protéine 

hexon, ou au contraire très variables comme les gènes précoces (early, E).  

4. Cycle viral 
La pénétration de l’ADV dans la cellule hôte se fait par l’intermédiaire de la protéine fibre / 

hémagglutinine par le domaine carboxy-terminal et le récepteur cellulaire coxsackie adénovirus 

(coxsackievirus adenovirus receptor, CAR), membre de la superfamille des immunoglobulines. Le 

virus pénètre par endocytose et en quelques minutes, l’ADN viral est injecté dans le noyau cellulaire. 

Seul 10% de l’ADN viral après réplication et 20% des protéines hexon sont incorporés dans les 

virions. 

Pendant la phase précoce, les régions E1A et E1B sont transcrites en premier, puis suivent les 

régions E3 et E4. Les premières codent des protéines de régulation et des protéines activant le gène 

qui code pour p53 régulant les mécanismes d’apoptose, les secondes codent des protéines qui 

bloquent les mécanismes de défense antivirale (E3), ou qui régulent l’expression des gènes viraux ou 

cellulaires (E4). 

Pendant la phase tardive, les ARNm tardifs sont transcrits. Ils codent les protéines de structure, et 

quelques protéines non structurales nécessaires à l’assemblage. Deux petits VARNA (viral 

associated-RNA) sont transcrits à la fin du cycle. Leurs produits protègent les cellules infectées de la 

lyse par l’IFN-γ. Toutes les protéines synthétisées migrent vers le noyau où s’effectue l’assemblage. 

Latence et réactivation  

L’ADV consacre une partie significative de son génome et des produits de ses gènes à une fonction 

unique qui semble être la modulation de la réponse immunitaire de l’hôte. Ces mécanismes 

pourraient jouer un rôle dans le maintien du virus dans l’état persistant. Ce mécanisme a été 

particulièrement observé pour l’espèce C (sérotypes 1, 2 et 5) qui persiste pendant plusieurs années, 

spécifiquement, dans les lymphocytes T des amygdales et les végétations adénoïdiennes en 

hébergeant l’ADN viral (Garnett et al., 2007). Cette condition peut présenter des caractéristiques 

spécifiques de la pathogénicité du virus, tels que les modes d’infection et de réactivation. La 

réactivation endogène peut se produire durant la période d’immunosuppression. 

5. Épidémiologie  
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La répartition des ADV est mondiale et du fait de l’absence d’enveloppe, ces derniers résistent dans 

le milieu extérieur (Ginsberg et al., 1994). Environ 50% des infections sont asymptomatiques. 

Les ADV les plus rencontrés en pathologie respiratoire sont par ordre décroissant de fréquence les 

sérotypes 2, 1, 7, 3 et 5, et dans les diarrhées les ADV 40 et 41. 

Les infections respiratoires à ADV 1, 2, 5 et 6 sont endémiques alors que les sérotypes 3, 4, 7,14 et 

21 causent de petites épidémies favorisées par la vie en communauté. 

Les atteintes oculaires à ADV 8, 19 et 37, ou intestinales à ADV 40 et 41, sont endémiques ou 

épidémiques. Chez les enfants les infections à ADV constituent moins de 5% des étiologies des 

infections aiguës des voies respiratoires inférieures nécessitant l’hospitalisation. 

Les infections respiratoires à ADV se transmettent surtout par contact direct ou indirect avec les 

secrétions respiratoires (aérosols, mains sales). Les souches entériques sont transmises par la voie 

fécale et orale. La contamination oculaire, aboutissant à des conjonctivites, se fait parfois par l’eau 

des piscines ou le matériel d’ophtalmologie (Viswalingam  1993). 

6. Réponse immunitaire  
La protéine hexon constitue le composant majeur de la capside et joue le rôle principal dans 

l’établissement de la réponse immunitaire adoptive (humorale ou cellulaire). Les protéines penton et 

fibre jouent également un rôle dans l’induction des anticorps neutralisants (Hong et al., 2003; 

Bradley et al., 2012). 

Les études de physiopathologie sont limitées du fait du manque de modèles animaux nécessaires 

pour reproduire les maladies rencontrées chez l’Homme. L’ADV possède des mécanismes 

d’échappement à la réponse immunitaire de l’hôte par : 

- inhibition des fonctions de l’IFN-γ par l’association virale ARN et E1A (protéine précoce de 

l’ADV), 

- inhibition intrinsèque de l’apoptose cellulaire et régulation de l’expression des molécules du CMH 

de classe I à la surface des cellules infectées (Blair et al., 2004). 

6.1 L’immunité innée  

Le système inné constitue la première ligne de défense contre les intrusions virales et permet de faire 

entrer en jeu l’immunité adaptative.  Cette immunité repose sur un certains nombre de facteurs 

solubles comme des facteurs de coagulation (facteur X notamment), le système du complément, les 

immunoglobulines pré-existantes et les défensines. Mais elle repose également sur des facteurs 

intrinsèques membranaires comme les Toll like receptors (TLR) (Nazir et Metcalf, 2005 ; Hendrickx 

et al., 2014). 

On peut subdiviser schématiquement ce système en quatre catégories : 
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-   La Défense mécanique, par exemple la toux qui donne une force physique permettant le 

balayage du virus. 

-    La Défense chimique 

Cette défense est réalisée par les petites molécules chimiques comme les peptides 

antimicrobiens, les défensines, la cathelecidine, la thrombicidine et les surfactants 

pulmonaires qui sont libérés par les cellules épithéliales, les neutrophiles, les monocytes, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les cellules pulmonaires.  

-     La Défense cellulaire 

Il s’agit des macrophages, des cellules dendritiques, des neutrophiles et des cellules 

épithéliales, qui soit phagocytent et tuent les agents infectieux directement, soit contribuent à 

l’initiation de de la réponse immunitaire adaptative cellulaire en présentant les antigènes aux 

lymphocytes T au sein des organes lymphoïdes secondaires, soit enfin,  secrètent des 

cytokines contribuant à la défense cytokinique.  

- La Défense cytokinique 

Il s’agit des cytokines chimiotactiques et non chimiotactiques comme le TNF-IL-1, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12, IFN-etG-CSF (Di Paolo et al., 2014).  

6.2 L’immunité humorale 

L’adénovirus est un virus endémique ce qui explique que plus de 80 % de la population adulte 

possède des anticorps contre un ou plusieurs sérotypes. Les anticorps opposent une barrière à la 

diffusion du virus. Ils sont principalement dirigés contre la protéine hexon située au niveau de la 

capside du virus. 

Les receveurs de CSH présentant une virémie à ADV montrent une augmentation du taux d’anticorps 

spécifiques anti-sérotypes lorsqu’ils maîtrisent l’infection (Heemskerk et al., 2005). 

Il a été démontré que l’anticorps monoclonal anti-hexon peut bloquer l’infection par arrêt du 

transport cytoplasmique dépendant des microtubules (Smith et al., 2008). 

6.3  L’immunité cellulaire 

L’immunité cellulaire est importante pour permettre une rémission après une infection aiguë. Elle 

joue un rôle majeur dans le contrôle d’une infection à ADV. En réponse à une infection, il est 

constaté une augmentation des lymphocytes T puis un retour à la normale une fois le contrôle de 

l’infection assuré. Les patients immunodéprimés, qui n’ont pas de cellules immunitaires effectrices, 

présentent un haut risque d’infection à ADV. Des études ont rapporté le rôle prédominant des 

lymphocytes T CD4 dans le contrôle de l’infection (Sester et al., 2002; Heemskerk et al., 2003-2005). 

Les auteurs ont montré que le déficit en lymphocytes T CD4 était de mauvais pronostic dans la 
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survenue d’une infection à ADV et la maladie invasive. Quant aux lymphocytes T CD8, aucune 

différence significative n’est rapportée dans la littérature ce qui paraît être une originalité de cette 

infection. Chatziandreou et al., expliquent le rôle prépondérant des lymphocytes T CD4 par leur 

pouvoir cytotoxique. Ils ont mis en évidence une forte concentration de perforine dans les 

lymphocytes T CD4 anti-ADV associée à un pouvoir cytotoxique élevé in vitro (Chatziandreou et al., 

2006). Molinier-Frenkel et al., ont montré que la plupart des lymphocytes reconnaissent les 3 

protéines majeures de la capside : l’hexon, le penton et la fibre tétramérique (Molinier et al., 2000). 

Et parmi ces 3 protéines, il semble que l’hexon soit la cible principale des lymphocytes (Molinier et 

al., 2002). Olive et al., ainsi que Tang et al., sont les premiers à avoir décrit des épitopes 

immunodominants dans la protéine hexon. Ils ont montré que ces épitopes présentés par le CMH de 

classe I et II se situaient dans des régions très conservées de la protéine (Olive et al., 2002; Tang et 

al., 2004), ce qui pourrait expliquer la « cross-réactivité» des lymphocytes T avec différents 

sérotypes d’adénovirus (Heemskerk et al., 2003; Leen et al., 2004). 

7.  Manifestations cliniques 
Les manifestations cliniques peuvent être sous trois formes (Taniguchi et al., 2012) :  

L’infection asymptomatique : le virus est détecté dans les liquides biologiques du corps (Sang, selles, 

urine , etc…) sans signes ou symptômes cliniques. 

La maladie ADV localisée : le virus est détecté dans les organes en présence de signes et symptômes. 

La maladie ADV diffuse : deux organes ou plus sont impliqués ; ou un organe est impliqué avec une 

charge virale élevée dans le plasma (>104 copies/mL).  

Les ADV ont une affinité pour de nombreux tissus et organes et leur pouvoir pathogène est très 

étendu. Certains sérotypes sont plus souvent associés à un syndrome clinique donné (Echavarria et 

al.,  2008). 

7.1 Atteintes respiratoires 

Les atteintes respiratoires de type rhino-pharyngite, d’angine, d’otite moyenne aiguë, de laryngite, de 

bronchiolite ou de pneumonie sont généralement modérées avec des symptômes usuels tels que la 

fièvre, le rhume, la toux, des myalgies et des céphalées. 

Chez les enfants, les pneumonies à ADV nécessitent une hospitalisation dans 8% des cas ; leur début 

est généralement brutal avec une rhinite, une dyspnée, une toux rebelle et des râles de bronchite. 

Les sérotypes les plus courants sont les ADV 1, 2, 5, 6. Les ADV 4 et 7. Ils peuvent provoquer de 

véritables épidémies. Les formes graves et rares sont principalement dues à l’ADV 7 : la détresse 

respiratoire est alors associée à des signes nerveux de type méningite et à des troubles de la 

conscience. La mortalité peut atteindre 30% (Echavarria et al.,  2008). 
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7.2 Atteintes oculaires 

Les conjonctivites congestives sont fréquentes, isolées ou associées à un syndrome pharyngé. Elles 

sont accompagnées d’une adénopathie satellite et apparaissent après 6 à 9 jours d’incubation. Elles 

sont principalement liées aux ADV 3 et 7.  

Des atteintes plus sévères de type kérato-conjonctivite, parfois hémorragique, sont observées avec 

l’ADV 8, mais aussi les ADV 19 et 37. La kératite superficielle apparaît après une incubation de 8 

jours, notamment chez des sujets présentant des microtraumatismes de la conjonctive. Elle évolue 

sous un mode épidémique dans les milieux où l’empoussièrement est important ou dans les services 

d’ophtalmologie. L’évolution est lente mais l’infection est majoritairement résolutive sans séquelles 

(Tebruegge et Curtis, 2010) 

7.3 Atteintes intestinales 

Les gastroentérites aiguës à ADV constituent 5 à 15% des gastroentérites nécessitant une  

hospitalisation et sont le plus souvent dues aux ADV 40 et 41 dans 67% des cas.  Les atteintes 

intestinales peuvent être des diarrhées de courte durée accompagnant une infection respiratoire à 

ADV, de la fièvre et des vomissements. Chez les enfants, les infections à ADV se manifestent par 

des excrétions asymptomatiques dans les selles. 

7.4 Infections chez les sujets immunodéprimés 

Les infections à ADV chez les patients immunodéprimés, sont souvent sévères et sont l’une des 

principales causes de mortalité et de morbidité chez les receveurs de CSH. Cette manifestation 

résulte généralement de la réactivation d’infections latentes dans le tissu lymphoïde (amygdales par 

ADV 1, 2 et 5) ou du rein (par ADV 11, 34 et 35). Elles sont caractérisées par de multiples 

localisations, avec la survenue de cystites hémorragiques, de méningo-encéphalites, les pneumonies 

et les hépatites étant les localisations les plus fréquentes et les plus graves (Walls et al., 2003). La 

diarrhée est la manifestation clinique la plus commune (Echavarria et al., 2008). L’ADV est 

généralement détecté dans les 100 jours post-greffes de CSH, en moyenne vers J58. 

8. Reconstitution immunitaire  
Les études sur l’infection ADV après HSCT rapportent une incidence entre 5 et 47% (Echavarria et 

al., 2008; Gustafson et al., 2008; Verdeguer et al., 2011; Taniguchi et al., 2012). Cette incidence 

varie en fonction du conditionnement réalisé, de la réalisation d’une déplétion T in vivo ou in vitro, 

de la mise en place d’un monitoring viral systématique, et de la sensibilité des méthodes de détection 

utilisées. 

Concernant la reconstitution immunitaire anti-ADV après allogreffe de CSH, 5 études ont été 

publiées à ce jour qui ont toutes été réalisées chez l’enfant. Les techniques mises en œuvre pour 
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l’étude de la reconstitution immunitaire ADV ont été l’Elispot IFN- et les cytokines intracellulaires. 

Les multimères ne sont pratiquement pas utilisés car d’une part, ils ne sont pas disponibles pour tous 

les typages HLA et d’autre part la réponse immunitaire ADV étant faible (en moyenne un Log de 

moins que la réponse EBV ou CMV, données du laboratoire), elle est en dessous du seuil de 

détection de la technique des tétramères. 

La première étude prospective a porté sur 48 enfants ayant reçu une allogreffe de CSH (Heemskerk 

et al., 2005). Les auteurs ont montré que la reconstitution lymphocytaire jouait un rôle prépondérant 

dans la clearance de l’ADV et dans la survie du receveur. En effet, 44% des enfants ont présenté une 

infection à ADV et 6 d’entre eux ont eu une virémie à ADV croissante. La survie des patients avec 

une virémie ADV a été associée à une augmentation lymphocytaire dans les semaines suivant 

l’infection. Chez ces patients, des lymphocytes T CD4+ spécifiques produisant de l’IFN-γ sont 

détectés dans les semaines ou les mois qui suivent la négativation de la charge virale ADV. 

La deuxième étude prospective a porté sur 46 enfants après allogreffe de CSH déplétée en 

lymphocytes T (Feuchtinger et al., 2005). Vingt et un patients ont réactivé l’ADV et 7 d’entre eux 

sont décédés. Les auteurs ont étudié par cytokines intracellulaires la population CD4+IFN-γ+ 

spécifique de l’ADV. Ils ont montré l’absence complète de lymphocytes T spécifiques chez les 7 

patients décédés. Chez les 14 patients ayant survécu après réactivation ADV, ils ont observé une 

fréquence élevée de T CD4+IFN-γ+ (0,56±0,5%), comparable à celle de donneurs sains (en moyenne 

0,38%) et surtout supérieure à celle retrouvée chez les patients sans réactivation ADV (0,12±0,1%) 

(p=0,0031). Ces données suggèrent qu’une fréquence de cellules T spécifiques de l’ADV comparable 

à celle des donneurs sains protège les patients d’infections ADV affectant le pronostic vital. 

Myers et al., ont publié une étude portant sur 22 patients pédiatriques ayant reçu une allogreffe de 

CSH (Myers et al., 2007). Parmi ces enfants, 68% ont développé une infection à ADV 

symptomatique. Par la technique d’Elispot IFN-γ, les auteurs ont montré que la reconstitution 

immunitaire spécifique était retardée chez les patients ayant un donneur non apparenté (6 mois) ou 

haplo-identique (1 an). En revanche, les patients ayant un donneur familial génoidentique 

présentaient une immunité anti-ADV comparable aux témoins sains dans les 30 jours qui suivaient la 

greffe. 

Une autre étude s’est attachée à montrer par la technique de cytokines intracellulaires les profils de 

sécrétion de cytokines (IL-2 et IFN-γ) des T CD4+ spécifiques au cours de la reconstitution 

immunitaire après une allogreffe de CSH réalisée chez 37 enfants parmi lesquels 2 ont présenté une 

réactivation ADV (Guérin et al., 2011). Les résultats montrent que chez la majorité des patients 

n’ayant pas réactivé l’ADV, les cellules T CD4 spécifiques produisent majoritairement de l’IFN-γ et 
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ne prolifèrent pas in vitro entre le 1er  et le 3ème mois post-greffe alors qu’ils acquièrent un profil IFN-

γ/IL-2 et prolifératifèrent entre le 3ème
 et le 6ème

 mois post-greffe. La modification du profil 

cytokinique signe probablement la capacité de maîtriser les réactivations virales. Aucune 

récupération immunitaire spécifique de l’ADV n’a été retrouvée chez les 2 patients ayant réactivé 

l’ADV. 

Une étude de Suédoise s’intéressant plus particulièrement au monitoring viral par PCR a étudié 1184 

échantillons sanguins chez 97 patients (77 adultes et 20 enfants). Parmi les 97 patients, 5 (2 adultes 

et 3 enfants) ont eu au moins une fois une charge virale ADV positive (incidence 5%). La présence 

d’une réponse immunitaire spécifique a été étudiée à trois temps chez 12 patients adultes par Elispot 

IFN- entre 1 et 3 mois post-greffe. Les auteurs rapportent une réponse positive au moins une fois 

pour 7 patients (plus de 40 Spots Forming Cells : SFCs/106 PBMC) (Öhrmalm  et al., 2011).  

Zandvliet rapporte une étude de reconstitution immunitaire anti-ADV chez 13 patients (7 enfants et 6 

adultes) après allogreffe de CSH par marquage de cytokines intracellulaires après stimulation et 

après culture in vitro pendant une semaine. En phase de virémie ADV, les lymphocytes T CD8 anti-

ADV n’ont pas été détectés et les lymphocytes T CD4 anti-ADV ont été détectés chez deux patients. 

En phase de résolution de la virémie ADV, les lymphocytes T CD8 anti-ADV ont été détectés chez 7 

patients et les lymphocytes T CD4 anti-ADV ont été détectés chez les 13 patients (Zandvliet et al., 

2010). 

Enfin, Geyeregger et al. a utilisé pour la première fois la technique des multimères après expansion 

cellulaire in vitro pour étudier la reconstitution immunitaire anti-ADV chez 10 patients présentant de 

l’ADV dans les selles.  Parmi eux, trois présentaient une virémie. Pendant la phase de virémie, les 

lymphocytes T anti-ADV n’ont pas été détectés que ce soit par la technique des multimères après 

culture ou par la technique de l’IFN- Detection Assay (CDA) de Miltenyi. Après résolution de 

l’infection virale, les lymphocytes T anti-ADV ont été détectés chez 9/9 patients évaluables par 

multimères après expansion des PBMC in vitro. Une analyse par IFN- Detection Assay a été 

réalisée chez 4 patients et a permis de détecter les lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques anti-ADV 

à chaque fois (Geyeregger et al., 2013).  

9. Traitements des infections à ADV 
Actuellement, il n’y a pas de traitement antiviral spécifique pour l’ADV, bien que les médicaments 

tels que le ganciclovir, vidarabine, ribavirine et le cidofovir soient utilisés (Arav-Boger et al., 2000; 

Legrand et al., 2001; Bordigoni et al., 2001; Hoffman et al., 2001). 

Les études cliniques sur les patients immunodéprimés se sont concentrées sur le cidofovir et la 

ribavirine mais des essais contrôlés et randomisés manquent encore. 

60



- La ribavirine est un analogue de la purine avec une activité in vitro ciblant l’ARN ou l’ADN des 

virus. Différents mécanismes d’action ont été proposés, incluant l’inhibition de la coiffe de l’ARN, 

l’inhibition directe de la polymérase virale, et l’augmentation de mutations dans l’ADN 

néosynthétisé. L’effet indésirable le plus rencontré est une anémie réversible. 

Son utilisation avec succès a été rapportée dans le traitement des cystites hémorragiques induites par 

l’ADV, de la pneumonie après greffe de CSH et des hépatites après greffe de foie (Arav-Boger et al., 

2000; Howard et al., 1999). Néanmoins, d’autres auteurs ont décrit les échecs thérapeutiques 

(Chakrabarti et al., 1999; Hale et al., 1999). Les succès de la ribavirine semblent liés au traitement 

précoce et aux sérotypes d’ADV impliqués. Une étude plus récente évaluant ce médicament in vitro 

montre que seulement l’espèce C (sérotypes 1, 2, 5 et 6) est sensible à la ribavirine (Morfin et al., 

2005). Elle est maintenant pratiquement abandonnée pour traiter les infections à ADV. 

- Le cidofovir est un analogue nucléotidique de la cytidine non cyclique utilisé en tant qu’agent 

antiviral. L’incorporation du cidofovir diphosphate se fait pendant l’élongation de lachaîne d’ADN. 

Tous les sérotypes de l’ADV lui sont sensibles in vitro. Malgré ses effets secondaires significatifs 

(néphrotoxicité, myelosuppression et inflammation de la langue), le cidofovir est couramment utilisé 

pour les receveurs de CSH. Les succès du traitement sont définis par la disparition des signes et 

symptômes de l’infection adénovirale. Chez 71% de receveurs de CSH présentant une cystite 

hémorragique la charge adénovirale a diminué (Nagafuji et al., 2004).     

 

Les schémas de traitement proposés par l’équipe de Houston et celle de Londres présentent quelques 

similitudes.  

Pour l’équipe de Houston, la charge virale « seuil » de mise en place d’un traitement pré-emptif par 

cidofovir varie en fonction du risque de développer une infection à ADV (Lindmans et al., 2010). 

Pour un risque intermédiaire, la charge virale « seuil » est de 1000 copies/ml et entraîne la mise en 

place d’un traitement par cidofovir à 1mg/kg/j 3 fois par semaine accompagné si possible d’une 

diminution du traitement immunosuppresseur. En cas d’échec du traitement, cette équipe préconise 

l’injection de CTL anti-ADV si ce traitement est disponible ou dans le cas contraire la poursuite du 

cidofovir. 

Pour l’équipe de Londres, la mise en place d’un traitement pré-emptif par cidofovir est réalisée après 

l’obtention de deux résultats consécutifs de PCR ADV supérieurs à 1000 copies/ml (WY Ip et al., 

2013). La posologie préconisée est de 5 mg/kg par semaine pendant 2 semaines, accompagnée si 

possible d’une diminution du traitement immunosuppresseur. Ensuite, chez les patients à haut risque, 

la posologie doit être maintenue et si la PCR devient supérieure à 10 000 copies/ml, l’injection de 

CTL anti-ADV est recommandée. 
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Quant aux recommandations européennes, elles préconisent la même attitude concernant la mise en 

place du cidofovir et déconseillent la ribavirine en cas de maladie à ADV. Elles réservent les CTL 

anti-ADV aux patients ne répondant pas aux traitements antiviraux et suggèrent qu’elles soient 

réalisées dans le cadre d’essais cliniques dans des centres expérimentés (Matthes-Martin et al., 2012). 

A travers ces trois schémas thérapeutiques, on se rend compte que le seul médicament utilisé est le 

cidofovir et que son efficacité n’est pas constante. En cas d’échec, l’immunothérapie adoptive 

devient alors la seule alternative.  
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Le Virus d’Epstein-Barr (EBV) 

1. Historique 
En 1958, Denis Burkitt (1911-1993), chirurgien anglais, décrit une tumeur faciale chez les enfants 

africains en rapport avec une prolifération de lymphocytes B (Burkitt, 1958). Ce lymphome, dit de 

Burkitt (LB), représente alors la tumeur la plus fréquente chez ces enfants dans certaines régions 

d’Afrique de l’Est. C’est en 1961, en assistant à une conférence de Denis Burkitt sur ce lymphome 

africain qui se répartit selon des facteurs géographiques et climatiques faisant suspecter une 

influence virale, qu’Anthony Epstein décide de rechercher ce possible virus. En 1964, 

l’établissement de lignées cellulaires à partir d’explants de LB permet à Epstein, Achong et Barr 

d’identifier des particules de type herpèsvirus par microscopie électronique dans ces lignées 

cultivées in vitro (Epstein et al., 1964). 

En 1968, des études séro-épidémiologiques démontrèrent que l’EBV infecte plus de 95% de la 

population et qu’il constitue l’agent étiologique d’une maladie anciennement connue, la 

mononucléose infectieuse (Henle et al., 1968). A partir de 1970, on détecte le génome viral dans les 

cellules malignes de LB et de carcinomes indifférenciés du nasopharynx (CNP), ce qui confirme 

l’association de ce virus à des cancers chez l’homme (Henle et Henle, 1970). Sa capacité à 

immortaliser les lymphocytes B in vitro en lignées cellulaires lymphoblastoïdes (LCL) et à 

provoquer des lymphomes chez le primate est alors démontrée et conforte l’EBV dans son rôle 

d’agent oncogène chez l’homme. Depuis lors, l’EBV a été impliqué dans de nombreuses pathologies 

bénignes ou malignes d’origine épithéliale ou lymphoïde. En 1984, l’EBV est le premier virus 

humain dont le génome est entièrement séquencé (Baer et al., 1984). 

2.Taxonomie 
EBV (ou HHV-4, pour Human Herpes Virus 4) appartient à la famille des Herpesviridae humains 

qui compte 8 membres. Il fait partie de la sous-famille des Gamma Herpesviridae et du genre 

Lymphocryptovirus.  

Les différentes souches d'EBV peuvent être classées en 2 types (EBV-1 et EBV-2) sur la base du 

polymorphisme de leurs gènes EBNA2 (EBV Nuclear Antigen 2), 3A, 3B et 3C. Des études de 

séroprévalence ont montré que la souche EBV-1 est majoritaire dans les pays occidentaux, alors que 

la souche EBV-2 ne prévaut que dans certaines zones d'Afrique Equatoriale et de Nouvelle-Guinée 

(Macsween et Crawford, 2003). De plus, une microhétérogénéité supplémentaire existe parmi ces 

deux souches, notamment dans les régions répétées du génome viral, donnant ainsi de nombreux 

isolats différents. 

3. Structure 
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Le virion d’EBV possède une structure commune à tous les Herpes virus, à savoir, du centre vers la 

périphérie : 

Un nucléoïde qui contient l’ADN génomique viral de 172 kpb sous forme linéaire double brin.  

La capside qui est de forme icosaédrique (20 faces et 12 sommets) mesure 100-120 nm de diamètre 

et comporte 162 capsomères (150 hexamères et 12 pentamères). 

Le tégument qui est composé de nombreuses protéines virales et cellulaires. Ce tégument n’a pas de 

structure particulière, même si quelques structures fibrillaires peuvent y être retrouvées. 

L’enveloppe constituée d’un double feuillet lipidique dérivé des membranes de la cellule hôte au 

niveau desquelles le virus a exprimé ses antigènes de membrane. L’expression des glycoprotéines 

d’enveloppe, qui appartiennent aux antigènes de membrane, confère au virion un aspect "spiculé". 

C’est grâce à l’une d’entre-elles, la gp350/220 que le virus se fixe aux cellules hôtes via son 

récepteur CD21 (ou CR2, récepteur d’un composant du complément). 

 
Figure 4. Représentation du virus d’Epstein-Barr (d’après Nicolas et Meyohas, 2003). 

Comme tous les herpèsvirus, l’EBV a un cycle de vie qui se décompose en deux étapes: (i) la phase 

de latence qui maintient à long terme le virus dans l’hôte, et (ii) la phase lytique ou productive qui 

permet la production et la diffusion de particules virales. Chez l'hôte, l’EBV est majoritairement 

retrouvé à l'état latent.  

4. Cycle viral 
L’EBV infecte les cellules épithéliales et préférentiellement les lymphocytes B, d’une part via la 

glycoprotéine d’enveloppe gp350 qui se lie à la molécule CD21, récepteur du C3d du complément 

exprimé à la surface des lymphocytes B, d’autre part par la liaison entre la glycoprotéine gp42 et les 
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molécules HLA de classe II comme co-récepteur (Borza et Hutt- Fletcher, 2002). Chaque cellule 

infectée par l’EBV comporte de multiples copies extrachromosomiques du virus sous sa forme 

épisomique ou circulaire (Nicolas et Meyohas, 2003). La fixation de l’EBV sur son récepteur induit 

l’activation du lymphocyte B qui devient transcriptionnellement compétent. L’EBV est donc un 

puissant «mitogène B» (Rickinson et Lane, 2000). Après infection, la phase de latence est associée à 

l’expression de dix protéines de latence et de deux ARN non codants. In vitro, le passage à la phase 

de production virale peut survenir spontanément dans certaines cellules, ou bien après  activation par 

des agents inducteurs. 

4.1 Cycle de latence 

Il est possible, in vitro, d’immortaliser des lymphocytes B par l’EBV et d’obtenir des LCL. Ces 

dernières sont très peu permissives à la réplication virale (cycle lytique) et le virus s’y maintient dans 

un état dit "de latence".  

Au total , il y a 11 gènes de latence, regroupés en 3 principales familles : 

- Les gènes qui codent les 6 protéines Epstein Barr Nuclear Antigen (EBNA) : EBNA1,2,3A,3B,3C 

et LP. 

-  Les gènes qui codent les 3 protéines Latent Membrane Protein (LMP) : LMP1, 2A, 2B, 

-  Les gènes qui codent les petits ARN EBER (EBV Encoded RNA) et BART 

L’expression des protéines de latence contribue aux propriétés d’immortalisation et/ou de 

transformation de l’EBV en influençant la machinerie cellulaire afin de contrôler la croissance et/ou 

la survie des cellules infectées. 

4.1.1 différents types de latence (Raphaël et al., 2005 et Thorley-Lawson 2001) 

Le profil d’expression des gènes de latence n’est pas identique dans tous les contextes cellulaires 

d’infection par l’EBV.  

On distingue ainsi 4 types (0, I, II et III) de latence in vivo, en fonction des différents gènes qui sont 

exprimés. Il faut noter que les ARN EBER1 et 2 s’expriment dans chacune des latences. Quant aux 

ARN BART, ils sont exprimés au moins en partie lors des latences I, II et III mais, aucune donnée 

n’existe sur leur statut durant la latence 0. 

-La latence de type 0, définie in vivo chez le sujet séropositif et absence d’expression de la protéine.   

-La latence de type I est celle que l’on trouve dans le lymphome de Burkitt. Elle se caractérise par la 

seule présence de la protéine EBNA1 et un phénotype cellulaire particulier. En effet, les cellules 

expriment à leur surface les marqueurs CD10 et CD77, et peu ou pas d’antigènes d’activation 

cellulaire et de molécules d’adhésion (Rowe et al., 1990). 
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-La latence de type II (appelée aussi programme par défaut) est caractéristique du carcinome du 

nasopharynx (CNP), de la maladie de Hodgkin et de certains lymphomes T/NK et se caractérise par 

l’expression des protéines EBNA1, LMP1, LMP2A et LMP2B. 

-La latence de type III (appelée aussi programme de croissance) se retrouve dans les LCL 

transformées in vitro par EBV et dans les lymphoproliférations des sujets immunodéprimés. Elle 

s’accompagne de l’expression des 9 protéines de latence EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, 

EBNA3C, EBNA-LP, LMP1, LMP2A et LMP2B. 

4.1.2 Description de différents produits de gènes de latence (Young et Rickinson, 2004)(Tableau V) 

-La famille des EBNAs 

Dans un premier temps, l’expression des protéines EBNA (EBV Nuclear Antigen) est initiée à partir 

du promoteur Wp puis, lorsque la transformation cellulaire est établie, c’est le promoteur Cp qui 

prend le relais. 

-EBNA1 

La protéine EBNA1 est retrouvée dans tous les types de latence et, de ce fait, dans toutes les 

pathologies associées à EBV. En effet, les propriétés biologiques de la protéine EBNA1 sont 

indispensables au maintien du virus dans la cellule en prolifération. Quelques études montrent 

également l’importance de la protéine EBNA1 pour la transformation cellulaire. De plus, 

indépendamment de sa fonction de maintien du génome viral, EBNA1 semble impliquée dans 

l’inhibition de l’apoptose des cellules B infectées par EBV quel que soit le type de latence exprimée 

par le virus (Kennedy et al., 2003). De plus, EBNA1 possède des séquences répétées Gly-Ala, dont 

la fonction principale est de stabiliser la protéine mature, entravant ainsi la présentation antigénique 

(Levitskaya et al., 1995).  

-EBNA2 et EBNA-LP 

Les protéines EBNA2 et EBNA-LP sont localisées dans le noyau et font partie des premières 

protéines virales exprimées dans les lymphocytes B infectés par EBV, dès l’arrivée du génome viral 

dans le noyau. Elles sont essentielles à l’immortalisation cellulaire induite par EBV.  

-Les EBNA3  

Les protéines EBNA3 (EBNA3A, 3B et 3C) sont localisées dans le noyau, associées à la matrice 

nucléaire et au nucléoplasme. Elles régulent l’expression de gènes cellulaires et se fixent à certaines 

protéines cellulaires comme RBP-Jκ. Le rôle de EBNA3B n’est pas bien connu. Les protéines 

EBNA3A et EBNA3C sont essentielles à la transformation des lymphocytes B in vitro.  

-La famille des LMPs 

-LMP1 
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LMP1 est une protéine de membrane ayant une demi-vie courte (environ 3h). Elle est fortement 

associée au cytosquelette et forme constitutivement des agrégats dans la membrane plasmique, même 

en l’absence de facteurs de croissance exogènes ou d’autres protéines virales. Elle est considérée 

comme l’oncogène majeur de l’EBV, et par le bias du facteur NF-kB induit la transcription des gènes 

anti-apoptiques. LMP1 présente des propriétés immortalisantes et transformantes, et est responsable 

de nombreux changements phénotypiques dans les cellules infectées par l’EBV.  

-Les LMP2 

Les ARNm de LMP2A et LMP2B sont transcrits à partir du même gène mais de promoteurs 

différents. Le rôle de LMP2B n’est pas bien connu. La protéine LMP2A inhibe le passage de la 

latence au cycle lytique en  bloquant la voie de signalisation du BCR (Merchant, Swart et al. 2001). 

De plus, LMP2A est capable de participer à la transformation des cellules épithéliales avec un effect 

protecteur sur l’apoptose induite par une translocation c-myc. Donc LMP2A peut avoir un rôle clé 

non seulement dans le maintien de la latence chez les porteurs sains, mais également en tant 

qu’activateur de la carcinogénèse EBV-dépendante (Lin et al., 2009). 

-Les ARN viraux EBER et BART 

Les ARN EBER (EBV Encoded RNA) sont des petits ARN nucléaires non polyadénylés qui sont 

exprimés dans tous les programmes de latence de l’EBV. Ils sont tous deux transcrits par l’ARN 

polymérase III et à un moindre degré par l’ARN polymérase II. Les ARN EBER semblent impliqués 

dans l’épissage des transcrits EBNA et LMP. Ils sont aussi impliqués dans des mécanismes anti-

apoptotiques. 

Les ARN BART (Rightward Transcrits of the BamHI A region) sont aussi retrouvés dans tous les 

types de latence virale. Cette protéine est abondamment sécrétée (Ooka et al., 2004). 
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Tableau V. Protéines de latence de l’EBV et leurs principales fonctions. 

Proteines 
virales Latence Localisation Fonction principales 

EBNA1 I, II, III Nucléaire Maintien du génome viral sous forme épisomale 

EBNA2 III Nucléaire Immortalisation des LB, activateur de transcription 
cellulaire et virale 

EBNA3A (ou 
EBNA3) III Nucléaire Répresseur de l’action d’EBNA2, se lie à RBP-Jkappa, 

participe à l’immortalisation des LB 
EBNA3B (ou 

EBNA4) III Nucléaire Inconnue, se lie à RBP-Jkappa 

EBNA3C (ou 
EBNA6) III Nucléaire 

 

Répresseur de l’action d’EBNA2, action 
sur le cycle cellulaire, se lie à RBP-Jkappa, 

participe à l’immortalisation 
EBNALP (ou 

EBNA5) III Nucléaire Cofacteur de EBNA2, interagit avec p53 et Rb 

LMP1 II, III Membranaire Oncogène majeur Transducteur de signaux via TRAF vers 
NF-KB et JNK, induit bcl2 

LMP2A II, III Membranaire Prévient la réactivation virale 
LMP2B II, III Membranaire Inconnue 

 

4.2 Le cycle lytique 

La fréquence avec laquelle les lymphocytes B infectés de façon latente deviennent permissifs à la 

réplication virale peut être influencée par des conditions de culture spécifiques. Spontanément, seules 

2 à 10 % des cellules présentes dans les LCL entrent en cycle lytique. Le cycle réplicatif est une 

cascade d’activation aboutissant à la production de virions. Il comprend trois phases :  

 - très précoce : correspond à la production des protéines : BZLF1 ou ZEBRA (BamH1 Z 

Epstein-Barr Replication Activator), BRLF1, 

 - précoce : correspond à la production des protéines précoces : BMLF1, BHRF1, BHLF1, 

BALF2, BALF5, 

 - et tardive : correspond à la production des protéines tardives ou de structure : VCA (Viral 

Capsid Antigens) et MA (Membrane Antigens : gp350, gp140, gp110 et gp85). L’expression des 

gènes tardifs est induite par la protéine BZLF1 qui joue également un rôle crucial dans la réplication 

de l’ADN (Rickinson et Kieff, 2001). La régulation de l’expression de cette protéine semble être la 

clé du passage de la latence à la production virale.  

5. Epidémiologie (Young et Rickinson, 2004)  
L’EBV touche plus de 95 % de la population adulte. Le virus est véhiculé durant toute la vie, par 

l’intermédiaire d’une infection latente des lymphocytes B et d’une production virale dans la salive. 

La majorité des primo-infections touchent les enfants et sont généralement asymptomatiques. 

Cependant, lorsque la primo-infection a lieu plus tard, chez l’adolescent ou l’adulte jeune, comme 
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c’est le cas dans les pays développés, elle induit une affection généralement bénigne, la 

mononucléose infectieuse. La transmission du virus se fait généralement par contact avec les 

sécrétions oropharyngées qui contiennent les particules virales infectieuses. La transmission est 

également possible après transplantation d’organe ou greffe de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) par les lymphocytes B infectés par l’EBV présents chez les donneurs. Cette infection 

constitue un facteur de risque de syndrome lymphoprolifératif post-transplantation (PTLD).  

6. Réponse Immunitaire (Hislop et al., 2007) 
6.1 La réponse immune humorale  

Lors de la primo-infection, l’infection des cellules épithéliales et des lymphocytes B entraîne une 

réponse immunitaire humorale, dirigée d’abord contre le cycle lytique. Dans un second temps, le 

virus entre dans une phase de latence associée à l’expression des protéines EBNA et LMP; cela 

entraîne une réponse immunitaire humorale dirigée contre les protéines de latence. Apparaissent 

donc successivement des anticorps contre les protéines d’enveloppe (anti-MA, -gp85, -gp350/220), 

contre les protéines de capside (anti-VCA), contre les protéines précoces ou très précoces (anti-

ZEBRA, -EA), puis contre les protéines de latence (anti-EBNA). Les anticorps anti-VCA et anti-

EBNA persistent dans le temps. Cependant, cette réponse humorale semble ne jouer qu’un rôle 

secondaire dans le contrôle de l’infection latente et de la prolifération cellulaire. 

6.2 La réponse immune cellulaire 

Le rôle de l’immunité cellulaire dans le contrôle de l’infection par l’EBV est primordial, faisant 

intervenir deux types de cellules : les cellules NK et les lymphocytes T cytotoxiques (CTL). 

L’importance de l’immunité cellulaire dans le contrôle des cellules infectées a justifié une approche 

cellulaire de traitement des PTLD induits par l’EBV, en particulier après transplantation de moelle 

osseuse en injectant des CTLs du donneur (Rooney et al., 1998).  

6.2.1 Réponse immune cellulaire innée (Chijioke et al., 2013) 

Les cellules Natural Killer (NK) sont majoritaires dans  la réponse immune précoce à de nombreux 

agents infectieux. Les phénomènes observés en clinique comme une expansion des cellules NK 

activées dans le sang des patients en phase aiguë de MI, et le nombre de cellules NK serait 

inversement proportionnel à la charge virale ont montré le rôle de NK en réponse de l’infection EBV 

(Williams et al., 2005). De plus, les études in vitro démontrent que les cellules NK peuvent inhiber la 

transformation EBV-induite des cellules B au repos si on les ajoute dans les premiers jours de 

l’infection grâce à la libération d’IFN-(Lotz et al., 1985). Néanmoins, les preuves cliniques sont 

plutôt en défaveur du rôle des NK dans le contrôle de la transformation in vivo, puisque chez les 

receveurs de cellules souches déplétées en cellules T, les lymphoproliférations liées à l’EBV 
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apparaissent plus communément dans les 3 à 6 mois suivant la transplantation, temps durant lequel le 

pool de cellules NK est recouvré alors que le patient est encore profondément déficient en cellules T 

(O'Reilly et al., 1997). Toutefois, le contrôle de l’infection persistente de l’EBV nécessite les 

lymphocytes T cytotoxiques.  

6.2.2 Réponse immune cellulaire adaptative 

6.2.2.1 Réponse cellulaire T-CD8+ 

La réponse lymphocytaire T cytotoxique est dirigée à la fois contre les antigènes de latence (les 

différents EBNAs, LMP1, LMP2), les antigènes lytiques (BRLF1, BALF2, BMRF1, BMLF1, 

BZLF1) et les antigènes structuraux (gp 350, gp 85 et gp 110) du virus. Il y a une hiérarchie 

caractéristique de leur immunodominance pour ces antigènes d’EBV reconnus par les cellules T 

CD8+. Ainsi, parmi les protéines de latence, les plus fortes réponses sont presque toujours dirigées 

contre des épitopes dérivés de la famille d’EBNA-3A, -3B, -3C, accompagnées par des réponses 

contre les épitopes sous-dominants, souvent dérivés de LMP2, quelques fois d’EBNA-1, mais que 

très rarement de EBNA2, EBNA-LP ou LMP1. La même hiérarchie est manifeste durant la réponse 

primaire chez les patients avec une MI (Steven et al., 1996; Callan et al., 1998), chez les jeunes 

enfants après l’infection primaire asymptomatique (Tamaki et al., 1995), et dans la réponse mémoire 

chez les porteurs de virus au long terme (Khanna et al., 1992; Murray et al., 1992). 

Par ailleurs, parmi les protéines du cycle lytique, les plus fortes réponses sont presque toujours 

dirigées contre les épitopes dérivés des antigènes précoces-immédiats (BZLF1, BRLF1) et contre 

une sous-partie d’antigènes précoces (BMLF1, BMRF1, BALF2, BALF5), alors que les protéines 

structurales tardives du virus n’induisent qu’une très faible réponse quand elle a lieu (Steven et al., 

1997; Khanna et al., 1999; Pudney et al., 2005)(Figure 5).  
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Figure 5. Réponse immunitaire cellulaire vis-à-vis des différentes protéines lytiques (IE : très 

précoce, E : précoce, L : tardive) et latentes du virus Epstein-Barr (d’après Hislop et al., 2007).  

Les flèches noires continues indiquent le degré de la réponse immunitaire cellulaire  CD4+ et/ou 

CD8+ chez les personnes EBV positives en état de latence. Les flèches discontinues indiquent que 

les réponses des cellules T CD4+ ont été observées mais leur immunodominance reste à déterminer.  

n.t.: indique les protéines non testées. 

6.2.2.2 Reponse cellulaire T-CD4+ (Mautner  et  Bornkamm, 2011) 

La réponse cellulaire T CD4+ a été bien moins étudiée parce que, contrairement à la très forte 

expansion des cellules TCD8+ induite par l’infection primaire a l’EBV, le nombre de cellules T 

CD4+ dans le sang de patients MI reste relativement constant (Williams et al., 2005). De plus, il y a 

une hiérarchie importante dans l’immunodominance des antigènes de latence qui est cependant 

différente de la hiérarchie rencontrée pour les cellules T CD8+. La plupart des porteurs du virus ont 

des réponses mémoires vis-à-vis des épitopes d’une ou deux protéines EBNA-1, EBNA-2 ou EBNA-

3C, et bien moins fréquemment, vis-à-vis d’épitopes d’EBNA-3A ou aux LMPs (Figure 5). Ces 

cellules T CD4+ mémoires sont présentes à un taux dix fois moins élevé que les cellules T CD8+ 

mémoires dans le sang de porteurs de virus, mais peuvent néanmoins être réactivées efficacement in 

vitro pour produire des clones de cellules T CD4+. Les lymphocytes T CD4+ jouent également un 

rôle important dans le contrôle de l’infection durant la phase de latence. 

Concernant les réponses spécifiques aux antigènes lytiques, il n’existe pas de hiérarchie dans 

l’immunodominance antigénique pour les clones de cellules TCD4+. Les lymphocytes T CD4+ sont 

principalement dirigés contrea protéine très précoce BZLF1, les protéines précoces BMLF, BHRF1et 

BNLF2b, les protéines tardives (Mautner  et al., 2011; Long et al., 2011) et les deux glycoprotéines 

tardives, gp 350 et gp110 (Adhikary et al., 2006) de manière pareille.  

7. Physiopathologie d’une infection persistente liée à l’EBV (Thorley-Lawson et 

al., 2013) 
Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer la persistence de l’infection EBV. Le plus connu 

est celui-ci du GCM (Germinal Center Model). Le virus pénètre dans l’organisme et infecte 

directement les cellules B naïves. Ells s’activent alors et deviennent des blastes infectés de façon 

latente. Ces cellules prolifèrent et expriment les 9 protéines latentes connues, puis elles migrent dans 

le centre germinatif. A cet endroit, elles expriment un panel plus restreint de protéines de latence 

(Figure 6).  Ces lymphocytes B transformés peuvent persister sous forme de de cellules mémoires 

infectées de manière latente par l’EBV. Le compartiment mémoire constitue donc le site de 

persistence au long cours du virus. D’autres modèles ont été proposés plus récemment comme 
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l’infection directe des lymphocytes B naïfs (sans passer par le centre germinatif)  ou mémoires et 

l’infection directe des lymphocytes B mémoires de la zone mariginale.  

 
Figure 6. Mécanisme de persistence de l’EBV in vivo (Thorley-Lawson et al., 2013). 

8. Malignités liéé à EBV (Rickinson 2014) 
L’EBV est associé à un très large spectre de pathologies bénignes et malignes. L’expression des 

protéines virales dans les tissus infectés conduit à des altérations cellulaires qui contribuent à ces 

pathologies. Ici nous n’évoquerons que les infections persistentes et les pathologies tumorales. Nous 

nous concentrerons plus particulièrement surle syndrome lymphoprolifératif après allogreffe de CSH.  

L’infection EBV peut  induire des lymphomes à partir des lymphocytes B, des lymphoctes T ou NK 

et même des cancers. Le Lymphome de Burkitt, le Lymphome de Hodgkin, Le lymphome B à 

grande cellules et le Carcinome du Nasopharynx non différenciésont parmi les plus importantes 

pathologies malignes associées à l’EBV chez l’hôte immunocompétent (Tableau VI). Elles 

s’établissent généralement tardivement après l’infection primaire, l’infection à l’EBV comptant pour 

un des facteurs du long et complexe processus de transformation maligne. On recense également les 

pathologies touchant des cibles cellulaires non conventionnelles de l’EBV comme des carcinomes de 

type lympho-épithéliome, des sous-types de carcinomes gastriques, des désordres 
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lymphoprolifératifs des cellules T, des tumeurs associées aux cellules dendritiques folliculaires, et 

quelques carcinomes hépatiques et mammaires. 

Tableau VI.  Tumeurs liées à l’EBV (Rickinson 2014). 

 
-Désordres Lymphoprolifératifs Post-Transplantation (PTLD) 

Les PTLD comprennent une large variété de proliférations lymphocytaires B (presque exclusivement) 

qui s’étalent de la pathologie à régression spontanée, à la prolifération clonale B létale 

indifférenciable d’un lymphome non-Hodgkinien (LNH), en passant par les expansions 

lymphoplasmacytoïdes typiques de type inflammatoire; et dont la majeure partie est associée à 

l’EBV. L’organisation mondiale de santé (OMS) a classifié ces pathologies en quatre grands groupes: 

(i) réactif, hyperplasie plasmacytique, hyperplasie lymphocytique de type MI, (ii) PTLD 

polymorphiques, (iii) PTLD monomorphiques correspondant à un LNH à cellules B et T (plus rare), 

et (iv) Lymphome de Hodgkin (LH) et PTLD de type LH (également rare). Sur un plan histologique, 

il s’agit en général de lymphomes malins non hodgkiniens de haut grade de phénotype B, à grandes 

cellules de type immunoblastique ou indifférencié (Orazi et al., 1997). Ces affections n’apparaissent 

pas dans les tissus ganglionnaires, et se présentent généralement comme des lésions multifocales 

dans des sites extra-ganglionnaires, impliquant fréquemment l’organe transplanté et le tractus gastro-

intestinal. Les PTLD peuvent survenir suite à une transplantation d’organe solide ou de cellues 

souches dont l’incidence est en lien direct avec l’immunosuppression.  

- PTLD après transplantation des organes  

L’incidence rapportée des lymphoproliférations survenant après transplantation d’organes varie 

entre 1% et 20% selon le type de greffe d’organe et la sérologie EBV du couple donneur/receveur. 

Le risque est augmenté d’un facteur 15 chez les patients séronégatifs pour l’EBV (Aris et al., 
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1996) et est proportionnel à l’intensité du traitement immunosuppresseur (la variation 

d’incidence selon le type d’organe transplanté reflète l’intensité du traitement 

immunosuppresseur nécessaire) (Savoldo et al., 2001). Ces lymphomes surviennent entre 3 mois 

et 5 ans (voire davantage) après la greffe, la majorité étant toutefois observée dans les 12 

premiers mois. Les lymphomes survenant précocement sont presque toujours associés à l’EBV 

alors que ceux de survenue tardive peuvent être EBV-positifs ou négatifs (Paya et al., 1999). 

Enfin, les cellules tumorales dérivent en général des cellules B du receveur. 

- PTLD après allogreffe de CSH 

L’incidence des PTLD après allogreffe de CSH varie entre 0,2% - 8,1% selon le nombre de facteurs 

de risques en présence : 

 - L’immunodépression du receveur : déplétion T ou T+NK du greffon, GvHD aiguë sévère, sérum 

anti-lymphocytaire) (Curtis et al., 1999); 

- L’incompatibilité HLA entre donneur et receveur du fait d’une reconstitution T tardive;  

- L’âge supérieur à 50 ans au moment de la greffe ; 

- Une deuxième transplantation (Landgren et al., 2009) et une dose élevée de CD34 (>1,35x106/kg) 

(Van esser et al., 2001). 

Différents travaux ont montré que, durant les premiers mois suivant la greffe, la fréquence des 

lymphocytes T  EBV-spécifiques était très faible voire nulle, et qu’il fallait au moins 6 mois pour 

revenir à des valeurs normales (Lucas et al., 1996). A la différence des lymphoproliférations 

survenant après greffe d’organe, les cellules tumorales proviennent presque toujours des 

lymphocytes du donneur (Orazi et al., 1997). 

L’apparition d’un syndrome lymphoprolifératif EBV+ semble précédée par une nette augmentation 

de la charge virale associée à la prolifération des lymphocytes B infectés par l’EBV. 

Plusieurs études ont ainsi montré qu’un monitoring de la charge virale EBV représentait un moyen 

de dépistage précoce des lymphoproliférations EBV+ à la fois après transplantation d’organe et 

greffe de CSH (Rowe et al., 1997; Baldanti et al., 2000; Stevens et al., 2001). Une augmentation de 

2 ou 3 Log de la charge virale semble prédire le développement d’une lymphoprolifération EBV+ 

après greffe de CSH (Rooney et al., 1995). Il convient néanmoins de souligner que tous les patients 

présentant une charge virale élevée (en particulier après transplantation d’organe) ne développeront 

pas une lymphoprolifération (Gottschalk et al., 2002).  

L’étude de la latence des cellules B impliquées dans ces pathologies démontre en effet qu’elles 

présentent une latence de type III (programme par défaut), incluant de fait l’expression de LMP1 et 

EBNA2, protéines critiques de la transformation cellulaire EBV induites. Sans contrôle immunitaire, 

une croissance non-inhibée des cellules B infectées par l’EBV va se développer. Cette lésion précoce 
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est généralement de nature polyclonale. Une baisse dans le régime immunosupresseur ou encore 

l’injection de cellules T cytotoxiques EBV-spécifiques peut mener à la régression de la lésion ; 

preuve empirique supplémentaire de l’importance du rôle de l’immunité cellulaire T dans le contrôle 

de la pathologie. Cependant, certains défauts génétiques peuvent survenir dans les cellules B 

infectées par l’EBV, incluant les gènes codant pour p53, c-myc ou encore bcl-6 (Polack et al., 1996; 

Cesarman et al., 1998). Ces lésions alors souvent plus agressives, présentent un profil d’expression 

des gènes de latence différent et ne répondent pas à la baisse du régime immunosuppresseur. 

 

9. Reconstitution immunitaire spécifique anti-EBV 
La quantification de l’ADN-EBV par PCR dans le plasma (van Esser et al., 2001) ou dans les CMN 

du sang périphérique (Gustafsson et al., 2000) ont montré que la réactivation de l’EBV est très 

fréquente après allogreffe de CSH (van Esser et al., 2001). L’utilisation de la RT-PCR a permis la 

quantification de la charge virale EBV et a fait évoluer les critères diagnostiques.  Les patients 

présentant un haut risque de développer un PTLD avec une charge virale EBV positive reçoivent un 

traitement préemptif (rituximab) après allogreffe de CSH déplétée en cellules T (van Esser et al., 

2002). 

Selon le traitement du greffon, le risque pour un receveur de développer un lymphome EBV varie 

(Marshall et al., 2000). L’évolution de la fréquence des lymphocytes T anti-EBV chez les patients 

après allogreffes HLA compatibles, ou ayant reçu un greffon sans manipulation est corrélée avec 

l’évolution de leur charge virale EBV, ce qui signifie que les lymphocytes T présents dans le greffon 

sont capables d’induire une réponse immunitaire anti-EBV. Dans les greffes T déplétées ou les 

allogreffes de sang placentaire, la survenue d’une charge virale EBV+ n’est pas corrélée à 

l’apparition d’une immunité T anti-EBV, les lymphocytes T matures spécifiques capables 

d’expansion étant absents. 

Selon l’intensité du conditionnement (MA ou NMA), le risque de développer un lymphome EBV 

induit varie (Chakrabarti et al., 2003). Le taux de lymphocytes T circulants fonctionnels contre 

différents épitopes de l’EBV présentés par les molécules HLA de classe I a été mesuré chez des 

patients ayant subi une greffe de CSH après conditionnement MA ou NMA. Chez tous les patients, 

l’immunité est rétablie un an après la greffe. En revanche le délai après lequel débute la 

reconstitution immunitaire chez les patients ayant subi un conditionnement  NMA est plus long que 

celui de ceux ayant reçu un conditionnement MA. L’immunité anti- EBV est correcte chez 3 patients 

sur 6 ayant un conditionnement MA trois mois après la greffe et 6/9 après six mois. Au contraire 

75



pour les patients ayant reçu un conditionnement NMA seulement 1/9 a une immunité détectable 6 

mois après la greffe de CSH. 

A travers les deux études précédentes, on s’aperçoit que le développement d’un lymphome EBV est 

fonction de la charge virale EBV mais aussi du degré de reconstitution immunitaire anti-EBV. Ces 

deux paramètres doivent être suivis en parallèle. Dans le travail de Meij et al., la technique des 

tétramères a été utilisée pour quantifier les lymphocytes T CD8+ anti-EBV, et la PCR quantitative 

pour suivre la charge virale régulièrement, après allogreffe géno- ou phénoidentique déplétée 

partiellement en cellules T (Meij et al., 2003). Dans les 3 premiers mois suivant la greffe, le taux de 

lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’EBV reste indétectable et sous le seuil normal. Au bout de 6 

mois, le nombre est détectable mais toujours insuffisant. Et après 12 mois, l’immunité anti-EBV est 

rétablie. Néanmoins, la plupart des réactivations EBV surviennent pendant la période d’immuno-

insuffisance du patient, et surtout durant les 6 premiers mois consécutifs à la greffe. Il est démontré 

que les patients ayant retrouvé leur immunité anti-EBV au cours des 3 premiers mois ont moins de 

risque de subir une réactivation du virus que ceux pour lesquels elle n’est pas encore détectable. La 

valeur prédictive négative de déclenchement d’un lymphome EBV induit est de 100% si l’immunité 

anti-EBV est présente et suffisante. Clave et al., ont mesuré à l’aide de la technique des tétramères la 

reconstitution cellulaire T spécifique anti-EBV et ont déterminé la charge virale de l’EBV par PCR 

en temps réel chez 56 receveurs d’allogreffe de CSH, MO non T déplétée, en situation génoidentique 

ou non apparentée, ou sang placentaire (Clave et al., 2004). Dans cette étude, 8 tétramères de classe I 

présentant des épitopes de protéines latentes et lytiques de l’EBV ont été utilisés afin d’évaluer la 

réponse immunitaire durant les premiers mois post-allogreffe de CSH. Les auteurs montrent que chez 

tous les patients qui ont contrôlé la réactivation EBV sans rituximab, en présence d’une charge virale 

EBV positive pouvant atteindre 2110 gEq/150000 PBMC (seuil de positivité 1000 gEq/150000 

PBMC), présentaient un taux de lymphocytes CD8+ EBV spécifiques représentant plus de 1.4% de 

la population CD8+. En prenant en considération à la fois la charge virale EBV et la reconstitution 

immunitaire spécifique EBV, les auteurs montrent qu’il est possible de différencier les patients qui 

nécessitent absolument la mise en place d’un traitement préemptif par Rituximab de ceux qui 

peuvent spontanément négativer la charge virale EBV. Cette conclusion est également apportée par 

Annels et al., à travers une étude rétrospective suivie d’une étude prospective (Annels et al., 2006). 

Cette dernière a porté sur une cohorte de 52 patients allogreffés dont 14, à haut risque de développer 

un lymphome EBV ont bénéficié d’une étude de la reconstitution immunitaire spécifique par 

tétramères. Une réactivation EBV a été documentée chez 3 patients. Chez deux d’entre eux, 

l’administration de Rituximab a pu être évitée, du fait d’une reconstitution immunitaire spécifique T 

anti-EBV rapide et significative. Les auteurs recommandent une analyse fréquente de la 
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reconstitution immunitaire spécifique EBV chez les patients présentant une charge virale élevée et 

qui sont à haut risque de développer un lymphome induit par l’EBV. De récentes méthodes 

permettent de suivre la réponse cellulaire T spécifique anti-EBV: les tétramères HLA de classe I 

spécifiques de peptides qui ne donnent pas d’information sur la fonctionnalité des cellules 

contrairement aux autres techniques: le dosage des cytokines intracellulaires ou encore l’Elispot IFN-

γ, technique la plus sensible. La disponibilité de ces techniques rapides doit permettre de mieux 

définir les patients devant recevoir un traitement préemptif par Rituximab.  

Dans une étude, menée par notre équipe, de la reconstitution immunitaire évaluée par la technique 

Elispot IFN-γ chez 35 patients évaluables après allogreffe  de HSCT, nous avons observé que 14 

patients ont présenté une charge virale positive pour l’EBV. A chaque fois que la charge virale s’est 

négativée spontanément, les résultats de l’Elispot étaient positifs traduisant une reconstitution 

immunitaire efficace. Le suivi combiné de la charge virale et de la reconstitution immunitaire permet 

de mieux identifier les patients nécessitant la mise en place d’un traitement préémptif (D'Aveni et al., 

2011). 

  

10. Traitements des infections à EBV  
Dans les allogreffes de CSH déplétées en lymphocytes T, il a été montré qu’un traitement 

prophylactique très efficace consistait à associer une déplétion des lymphocytes B à l’aide 

d’anticorps anti-CD19 à la déplétion T (Bensoussan et al., 1998).  

La thérapie antivirale (acyclovir et gancyclovir, inhibiteurs de la réplication de l’ADN viral) est 

inefficace pour freiner le développement de la maladie associée à une phase de latence, même si 

quelques rares cas de rémission ont été rapportés (Cohen 1991).  

Plus récemment, un anticorps chimérique anti-CD20 dirigé contre les cellules B, le Rituximab 

(Mabthera®), utilisé initialement dans le traitement des lymphomes folliculaires en rechute, a montré 

son efficacité dans le traitement des infections EBV et des PTLD EBV induits après allogreffe de 

CSH (van Esser et al., 2001). Cependant, ce traitement coûteux entraîne une déplétion lymphocytaire 

B majeure et longue retardant la récupération de l’immunité anti-EBV en l’absence de lymphocytes 

B infectés par l’EBV (Masjosthusmann et al., 2009).  

Le traitement alternatif est l’immunothérapie cellulaire par injection de lymphocytes T spécifiques 

anti-EBV.  
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Partie 3 IMMUNOTHERAPIE CELLULAIRE ADOPTIVE  
 

Ce chapitre a été écrit d’après deux revues publiées en 2012 par notre équipe :  

 

- Immunothérapie adoptive antivirale après allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Wang 

YY, Aissi-Rothé L, Decot V, Stoltz JF, Bensoussan D. Virologie.  2012;16(6): 345-55. 

 

- Apport des méthodes d’isolement immunomagnétique de lymphocytes T cytotoxiques dans la 

restauration rapide d’une immunité antivirale après allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. 

Aissi-Rothé L, Decot V, Wang YY, Stoltz JF, Bensoussan D. Revue Francophone des 

Laboratoires.  2012;439:55-60. 

 

La revue bibliographique présentée ci-après a été mise à jour. 

 
Nous venons de voir dans les chapitres précédents que les traitements médicamenteux anti-viraux 

préconisés peuvent s’avérer inefficaces tout particulièrement en l’absence de reconstitution 

immunitaire concomitante (Feuchtinger et al., 2005). Malgré l’émergence de nouvelles molécules 

anti-virales, la nécessité de restaurer cette immunité anti-infectieuse est plus que jamais d’actualité, 

les CTL représentant l’élément principal de défense contre les virus mais également contre les 

tumeurs. La première stratégie d’immunothérapie adoptive anti-infectieuse développée dans les 

années 1990 a été la réinjection de lymphocytes du donneur (Donor Lymphocyte Infusion ; DLI). 

Bien que quelques succès aient été rapportés dans la littérature, cette technique est aujourd’hui 

abandonnée dans cette indication du fait du faible nombre de lymphocytes T spécifiques injectés et 

du risque associé de survenue d’une GvHD, mais reste d’actualité pour favoriser l’effet GvL 

(Papadopoulos et al.,1994; Bordigoni et al., 2001). Cependant, ces observations ont révélé la 

nécessité d’évoluer vers des stratégies d’immunothérapie adoptive spécifique. Deux options 

différentes ont été explorées en parallèle: d’une part l’élimination des lymphocytes T alloréactifs afin 

de conserver intacts les lymphocytes T garants de l’activité anti-infectieuse tout en limitant le risque 

de survenue d’une GvHD (déplétion alloréactive), d’autre part la sélection des lymphocytes T 

spécifiques  antiviraux (VSTs)  (Figure 7). 
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Figure 7. Stratégie d’immunothérapie adoptive. 

La première option a donné des résultats très prometteurs dans les déficits immunitaires en utilisant 

une immunotoxine pour éliminer les lymphocytes T alloréactifs (André-Schmutz et al.,2002). 

Cependant, les résultats ont été plus décevants dans les hémopathies malignes, l’élimination des 

lymphocytes T alloréactifs entraînant la disparition des lymphocytes T responsables de l’effet GvL, 

conduisant à un taux de rechute très élevé (Amrolia et al., 2006). La deuxième option consiste à 

transférer une immunité spécifique issue du donneur en administrant des CTL dirigés contre un ou 

plusieurs virus, isolés au préalable in vitro et éventuellement amplifiés. Cette approche initialement 

développée par culture cellulaire de longue durée, a bénéficié des évolutions des techniques de 

production de grade clinique permettant aujourd’hui d’avoir une meilleure réactivité et une 

disponibilité rapide des CTL au moment où le patient en a besoin. Nous nous proposons de faire la 

synthèse des différentes techniques d’immunothérapie cellulaire spécifique antivirale qui sont, pour 

la plupart, évaluées actuellement dans le cadre de protocoles cliniques. Nous envisagerons 

l’immunothérapie adoptive vis à vis d’un seul virus ou de plusieurs simultanément et évoquerons les 

banques de CTL antiviraux. 
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1. Immunothérapie non spécifique : Donor Lymphocyte Infusion (DLI) 
Une dizaine de publications font état de l’injection de DLI pour le traitement d’infections post 

greffes de CSH. De bons résultats d’un point de vue anti-infectieux ont été rapportés. Malgré ces 

résultats encourageants liés à la présence de lymphocytes spécifiques anti-virus, les cliniciens ont 

parfois été confrontés à des réactions de GvHD sévères et à des aplasies expliquées par la présence 

de lymphocytes T alloréactifs du donneur. 

Pour l’EBV, Papadopoulos et al., ont été les premiers à rapporter le succès des DLI dans le 

traitement des PTLD associés à l’EBV après allogreffe de CSH (Papadopoulos et al., 1994). Cinq 

patients, présentant un lymphome induit par l’EBV ont été traités par une dose de DLI de 1 x 106 

CD3/kg capable d’engendrer une rémission complète du PTLD, soutenue dans le temps pour les trois 

patients suivis au long cours, sans induire de GvHD de grade supérieur à II chez le receveur. Cette 

équipe a ensuite traité 17 autres patients avec des DLI (de 2,1 - 5,0 x 105 CD3/kg) et a rapporté des 

résultats tout aussi encourageants (O’Reilly et al., 1998). Dans un article de 2012, la même équipe a 

complété ces résultats et présente les résultats d’une DLI chez 30 patients avec PTLD. Parmi eux, 17 

patients ont eu une rémission complète et un patient a eu une rémission partielle, le pourcentage de 

rémission est de 73% (Doubrovina et al., 2012). Une GvHDa réversible est survenue chez 17% des 

patients : 3 patients ont développé une GvHDa de novo de grade II-III, un patient, une GvHD aiguë 

cutanée de grade II-III. Trois patients ont développé une GvHDc de novo. Des résultats moins 

encourageants en terme de survenue de GvHD ont été rapportés par Heslop et al., (Heslop et al., 

1994).  

Pour l’ADV, Hromas et al., ont rapporté le cas d’un patient présentant une cystite hémorragique 

associée à l’ADV traitée avec succès par une injection de 1x106 CD3/kg (Hromas et al., 1994). Le 

patient n’a pas développé de GvHD. Chakrabarti et al., ont rapporté l’expérience de deux patients 

ayant nécessité une injection de DLI (3x107 CD3/kg et 1x107 CD3/kg, en situation génoidentique) 

pour une rechute de leur hémopathie maligne. Ces deux patients présentaient des infections à ADV 

complètement résolutives après l’administration des DLI (Chakrabarti et al., 2000). Bordigoni et al., 

ont rapporté des résultats obtenus après traitement par DLI de donneurs HLA non apparentés (1-5 x 

105CD3/kg) associées ou non à un traitement antiviral anti-ADV (vidarabine, cidofovir ou ribavirine) 

chez 3 receveurs d’allogreffe de CSH (Bordigoni et al., 2001). Chez deux patients sur 3, l’ADV a été 

rapidement éliminé, alors que le 3ème patient est décédé de l’infection adénovirale. Une autre équipe 

a rapporté des résultats bien moins encourageants. Chez 4 patients atteints de cystites  associées à 

l’ADV, aucune amélioration clinique n’a été observée après administration de DLI tout en 

conservant l’immunosuppression par ciclosporine A (Childs et al., 1998). Cette dernière observation 
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met en lumière l’importance de lever l’immunosuppression avant toute immunothérapie. Enfin, 

Howards et al., relatent l’histoire clinique d’un patient qui présentait une cystite hémorragique, une 

néphrite et une insuffisance rénale obstructive probablement secondaire à un ADV résistant au 

traitement IV par Ribavirine (Howards et al., 1999). Une injection de lymphocytes de son donneur 

haplo-identique a été réalisée, malheureusement sans succès. 

Pour le CMV, Witt et al. ont traité un enfant ayant une infection à CMV post-greffe de moelle 

osseuse pour un neuroblastome avec 7 injections de DLI du donneur de CSH du J16 au J21. En 

moyenne, les auteurs rapportent que le patient a reçu plus de 400x106CD3/kg à chaque injection. La 

charge virale CMV s’est négativée après la dernière injection à J22, et le patient, en bon état général, 

n’a présenté aucune infection CMV dans l’année qui a suivi (Witt et al.,1998).  Puis Kawakami et al 

ont rapporté le cas d’une femme de 47 ans présentant une rétinite à CMV après une allogreffe haplo-

identique pour LAM. Le traitement médicamenteux préconisé (ganciclovir et foscarnet) a été 

complété par une DLI à la dose de 1x105CD3/kg. Dix-huit jours après la DLI, la rétinite s’est 

améliorée et une inflammation locale a été observée. Parallèlement une augmentation du nombre de 

lymphocytes T CD4+ en périphérie a été observée. La patiente n’a pas développé de GvHD 

(Kawakami et al., 2005).  

 

2. La Déplétion alloréactive  
La déplétion alloréactive consiste à s’affranchir des lymphocytes T alloréactifs responsables de la 

réaction de GvHD soit par élimination physique des lymphocytes T alloréactifs du greffon soit par 

neutralisation de leur effet alloréactif par induction d’anergie – tout en préservant le capital des 

lymphocytes T anti-infectieux. L’équipe de Necker a mené un essai clinique chez des patients 

atteints de déficits immunitaires primitifs, pour la majorité d’entre eux, afin de tester l’impact de 

l’injection de doses de lymphocytes T allodéplétés sur la reconstitution immunitaire. Le premier 

essai a inclus 15 patients qui ont reçu une allogreffe (deux allogreffes pour l’un d’entre eux) en 

situation haploidentique dans 13 cas et avec un donneur non apparenté dans 3 cas (André-Schmutz et 

al., 2002). Les patients ont tous reçu un greffon déplété en lymphocytes T par la méthode de 

sélection positive CD34+ contenant en médiane 13,1 x 106 CD34+/kg (de 4,1 à 51,8) et une médiane 

de 1 x 104 CD3+/kg (de 0,21 à 1,88 x 104), après un conditionnement associant Busulfan, Endoxan et 

SAL. Aucune prophylaxie de la GvHD n’a été administrée. Les cellules allodéplétées ont été 

préparées en mettant en contact en culture mixte lymphocytaire les cellules du donneur et les cellules 

du receveur irradiées. Après 3 jours de culture, l’anticorps anti-chaîne α du récepteur de l’IL-2 

(CD25) couplé à une immunotoxine a été ajouté pendant toute une nuit. L’efficacité de la déplétion a 
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été contrôlée par cytométrie en flux mais également par un ensemble de tests fonctionnels in vitro 

montrant la perte du potentiel alloréactif vis-à-vis du receveur mais pas vis-à-vis d’un tiers et la 

conservation du potentiel anti-infectieux. L’injection de cellules allodéplétées a été réalisée une fois 

la prise du greffon confirmée et lorsque le taux de SAL chez le patient était < 0,4 μg/ml, c'est-à-dire 

en médiane à 24 jours post-greffe (de 15 à 47 jours). Quatre doses de lymphocytes T allodéplétés ont 

été administrées : 1, 4, 6 et 8 x 105 CD3/kg. L’efficacité clinique de la déplétion a été montrée par 

l’absence de GvHD de grade > II. Au total, deux patients ont développé une GvHD aiguë de grade II 

et deux autres de grade I. Cependant, les auteurs signalent que ces 4 patients avaient reçu des 

lymphocytes T allodéplétés présentant une alloréactivité résiduelle élevée, supérieure à celle 

observée pour les autres patients (> 1%). La reconstitution immunitaire des patients a été très rapide. 

Les données de cet essai suggèrent que les lymphocytes T allodéplétés permettent de prévenir la 

survenue d’infections. Chez deux patients qui présentaient une infection CMV active et/ou une 

infection EBV au moment de l’injection des lymphocytes T, une résolution de ces deux infections a 

pu être observée de même qu’une augmentation des CTL après injection. 

Une étude similaire a été menée par l’équipe de Malcom Brenner chez des patients atteints dans la 

majorité des cas d’hémopathies malignes et allogreffés en situation haploidentique (Amrolia et al., 

2006). La technique d’allodéplétion était la même. Seize patients âgés en médiane de 9 ans (de 2 à 58 

ans) ont reçu un greffon déplété en lymphocytes T contenant en médiane : 11,5 x 106 CD34/kg (de 

5,9 à 20 x 106 CD34/kg) et 2,6 x 104 CD3/kg (de 0,73 à 18 x 104 CD3/kg). Les patients ont reçu des 

injections de lymphocytes T allodéplétés à J30, J60 et J90 à la dose de 104 cellules/kg/dose pour 8 

d’entre eux et de 105 cellules/kg/ dose pour les 8 autres. La reconstitution immunitaire T et 

l’immunité anti-virale ont été considérablement améliorées (2 décès sont liés à une cause infectieuse) 

principalement lorsqu’une dose de 105 cellules/kg était administrée. Un patient a présenté une GvHD 

de grade IV évoluant vers une GvHD chronique hépatique létale et un autre patient a présenté une 

GvHD de grade II, évoluant également en GvHD chronique résolutive sous immunosuppression. Le 

taux de rechute de l’hémopathie maligne est élevé dans cette étude (7/16 patients). L’équipe de John 

Barett a réalisé un essai clinique de déplétion alloréactive avec la même technique (anticorps anti-

CD25 couplé à une immunotoxine) chez 16 patients d’âge médian 65 ans (51 à 73 ans) atteints 

d’hémopathie maligne à un stade avancé et recevant une allogreffe de CSP à partir d’un donneur 

génoidentique après un conditionnement non myéloablatif (Solomon et al., 2005). Ces patients ont 

reçu un greffon déplété en lymphocytes T renfermant en médiane 4,5 106 CD34/kg (de 3,4 à 7,3 x 

106 CD34/kg), complété avec des lymphocytes T allodéplétés en médiane 1 x 108/kg (de 0,2 à 

1,5x108/kg). Quinze patients ont eu une prise du greffon. Le taux de GvHD de grade II à IV observé 

a été de 46 ± 13% et de GvHD de grade III à IV de 12 ± 8 %. Les auteurs soulignent que dans cette 
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population de patients, l’incidence de la GvHD de grade II à IV est classiquement de 58% et 

l’incidence de la GvHD de grade III à IV est classiquement 34%, avec une prophylaxie standard de 

la GvHD. Les auteurs concluent à un bénéfice de la déplétion alloréactive dans la prévention de la 

GvHD pour cette population de patients et montrent que la prise de greffe, l’effet GvL et la 

reconstitution immunitaire des patients n’ont pas été affectés, contrairement à l’étude précédente. 

Les résultats encourageants et prometteurs apportés par ces trois études cliniques sont ternis par un 

certain nombre de limites comme la disponibilité d’une immunotoxine de grade clinique, le nombre 

de lymphocytes T allodéplétés à produire pour réaliser des injections efficaces, la faible marge de 

manoeuvre entre la dose minimum efficace et la dose maximum toxique et enfin, le fait que le 

transfert d’immunité vis-à-vis de virus autres que l’EBV ou le CMV est souvent peu efficace, le 

nombre de lymphocytes T spécifiques circulants étant très faible (Leen et al., 2010). 

Récemment, l’équipe de Amrolia a mis au point une technique immunomagnétique de réalisation la 

déplétion alloréactive des lymphocytes T grâce à un double marquage avec les anticorps anti-CD71-

biotine et anti-CD25 (Albon et al., 2013). Cinq manipulations ont été réalisées. Les auteurs 

rapportent une viabilité exellente et une pureté très satisfaisante des lymphocytes CD25-CD71- (un 

pourcentage inférieur à 0,2% des lymphocytes T CD3/CD25 et CD3/CD71). De plus, la spécificité 

anti-virale (EBV et CMV) a été conservée.   

La déplétion sélective des lymphocytes alloréactifs a été bien étudiée à l’échelle recherche ou pré-

clinique par plusieurs équipes en utilisant différentes cibles : CD25, CD71, CD69, CD95, CD137 ou 

CD134 (Hartwig et al., 2006; Hartwig et al., 2008; wehler et al., 2007; Ge et al., 2008). Ces 

stratégies n’ont pas toutes donné lieu à des applications cliniques. De plus, la déplétion alloréactive a 

également été envisagée par photodéplétion (Mielke et al., 2008), mais aussi en mettant les cellules 

en anergie (Davies  et al., 2008).  

 

3. Immunothérapie spécifique anti-infectieuse  
3.1 Production des CTL anti-virus par culture cellulaire 

3.1.1 Les CTL anti-EBV  

Nous n’évoquerons dans ce chapitre que les études ayant porté sur les syndromes lymphoprolifératifs 

induits par l’EBV après allogreffe de CSH (Tableau VII).  

Cependant, des CTL anti-EBV ont été également générés dans d’autres contextes cliniques 

(Syndromes lymphoprolifératifs induits par l’EBV: EBV-PTLD survenant après allogreffes d’organe, 

lymphome de hodgkin, carcinome naso-pharyngé). En effet, ces pathologies tumorales, du fait de 
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l’expression des nombreux antigènes immunogènes de l’EBV, constituent une cible privilégiée pour 

un effet anti-viral et également anti-tumoral des CTL. 

A partir des années 1993, l’équipe de Malcom Brenner a été la première à développer une 

immunothérapie adoptive à visée préventive et curative des EBV-PTLD après allogreffe de CSH 

(Heslop et al., 1996 ; Rooney et al., 1998). D’autres équipes ont également travaillé sur le sujet 

(Gustafsson et al., 2000; Comoli et al., 2005). En effet, avant l’avènement du Rituximab au début 

des années 2000 (Kuehnle et al., 2000) et son utilisation dans le traitement de l’EBV-PTLD, la 

morbidité et la mortalité liée à l’EBV après une allogreffe T-déplétée était très élevée (entre 1 à 25%).  
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TableauVII. Essais cliniques utilisant des CTL anti-EBV produit par culture cellulaire après 

allogreffe de CSH.     

Protocole 
d’expansion 

Cellules 
injectées 

Patients traités Résultats cliniques Références 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 10 (3 comme traitement  

et 7 comme prophylaxie) 
3/3 ont contrôlé l’infection Rooney et al., 

1995  
     
Culture in vitro CTL polyclonaux 39 avec traitement prophylactique Aucun patient n’a développé de PTLD en 

comparaison avec 11,5% du groupe contrôle Rooney et al., 1998 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 6 patients traités 5 patients en rémission complète ; 1 décédé Rooney et al., 

1998 ; Gottschalk et 
al., 2001 
 

Culture in vitro CTL polyclonaux 114 patients (101 ont reçu un 
traitement prophylactique ; 13 ont 
reçu un traitement curatif) 

101/101 : aucun développement d’un EBV-
PTLD 
11/13 : rémission complète 

Heslop et al., 2010 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 6 patients avec une forte charge 

virale 
5/6 : réduction de la charge virale post-CTL.  
1/6 : décédé suite à un PTLD 

Gustafsson et al., 
2000 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 1 patient traité pour une 

lymphoprolifération induite par 
l’EBV 

Pas de réponse à la thérapie Imashuku et al., 
1997 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 6 patients (dont 5 ayant développé 

un PTLD) ont été traités par CTL 
anti-EBV après échec du 
traitement par Rituximab  

Une négativation de la charge virale EBV, 
une résolution clinique des PTLD chez tous 
les patients. Aucun évènement indésirable, ni 
aucune réaction de GvHD. 
 

Comoli et al., 
2002 ; 2007 ;  2008 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 

provenant d’une 
banque 

8 patients avec un PTLD 
progressif ne répondant pas aux 
traitements conventionnels.  

3 patients ont une réponse complète ; 2 
patients sans réponse ; 3 patients n’ont pas 
fini le traitement 

Haque et al., 2002 

     
Culture in vitro CTL polyclonaux 

provenant d’une 
banque 

33 patients avec un PTLD ne 
répondant pas aux traitements 
conventionnels. 

14 patients ont une réponse complète ; 3 
avec réponse partielle ; 16 sans réponse 

Haque et al., 2007 

 
Culture in vitro 

 
CTL polyclonaux 
provenant d’une 
banque 
 

 
11 patients avec un PTLD ne 
répondant pas aux traitements 
conventionnels 

 
Aucune toxicité immédiate, ni aucune 
réaction de GvHD. 
3 patients en rémission complète et 1 en 
rémission partielle 

 
Gallot et al., 2014 

Culture in vitro CTL polyclonaux 
 

49 patients (30 traités par DLI, 19 
traités par CTL) 

13 patients en rémission complète (68%) Doubrovina et al., 
2012 

EBV, Epstein Barr Virus; CTL, Cytotoxic T Lymphocytes; IFN, Interferon gamma; GvHD, Graft versus Host Disease; PTLD, Post-Transplant 
Lymphoproliferative Disease  
 
Les cellules B infectées par l’EBV dans les PTLD ont un phénotype et une expression d'antigènes 

viraux proches de ceux des lignées cellulaires lymphoblastoïdes (LCL) transformées in vitro par 

l'EBV (produites en infectant les cellules B du sang périphérique du donneur par la souche EBV B 

95.8). Les LCL ont été utilisées comme des cellules présentatrices d’antigène (CPA), afin de 

produire des CTL anti-EBV en co-cultivant les cellules mononucléées (PBMC) du donneur avec la 

LCL du donneur. Au cours d’une culture d’un mois environ, de l’IL-2 est ajoutée à chaque 

changement de milieu et une re-stimulation par la LCL du donneur est réalisée. Grâce à cette 

méthode, les CTL anti-EBV produits sont polyclonaux et contiennent des cellules T anti-EBV CD4+ 

et CD8+, reconnaissant plusieurs antigènes latents ou lytiques du virus.  
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L’équipe de Brenner a montré une efficacité des CTL anti-EBV dans la prévention de la survenue 

des EBV-PTLD ainsi que dans l’apparition d’une immunité anti-EBV chez le receveur (Heslop et al., 

1996; Rooney et al., 1998). Une équipe japonaise a quant à elle rapporté en 1997 une expérience 

malheureuse chez un patient présentant un EBV-PTLD (Imashuku et al., 1997). Les auteurs ont 

suggéré que l’injection de CTL anti-EBV était intervenue trop tard par rapport au diagnostic (20 et 

30 jours après) et à des doses faibles.  Récemment, ont été rapportés par l’équipe de Brenner les 

résultats de l’injection des CTL anti-EBV chez 114 patients, l’ensemble des patients ayant été pris en 

charge par ce traitement. Cent un patients ont reçu ce traitement en prophylaxie et aucun d’entre eux 

n’a développé de syndrome lymphoprolifératif induit par l’EBV (Heslop et al., 2010). De plus, 

aucune GvHD de novo n’a été observée et 8 patients qui avaient déjà présenté une GvHD ont eu une 

réactivation rapidement maîtrisée. Les 26 premiers patients ont reçu des CTL anti-EBV marqués 

génétiquement avec un vecteur rétroviral contenant le gène de résistance à la néomycine (neo). Ce 

marquage a permis de montrer que les CTL pouvaient survivre jusqu'à 9 ans après l'injection (Heslop 

et al., 2010). Sur 13 patients traités en curatif par des CTL anti-EBV, 11 ont été mis en rémission 

complète. Les deux premiers patients avaient été décrits antérieurement (Rooney et al., 1998). L’un 

des deux patients n’avait pas répondu au traitement, la tumeur ne présentant plus les 2 épitopes 

principaux (notamment EBNA-3B) contre lesquels réagissaient les CTL anti-EBV, entraînant une 

résistance au traitement (Gottschalk et al., 2001). C’est pourquoi, il est préférable que le produit 

cellulaire soit polyclonal avec des spécificités antigéniques larges afin de diminuer les risques 

d’échappement de la tumeur au système immunitaire et composé de cellules T anti-EBV CD4+ et 

CD8+ (Leen et al., 2010). Cette équipe a conclu qu’une dose de 2 x 107 CTL anti-EBV/m² était sans 

danger et efficace pour une utilisation prophylactique ou curative.  

L’équipe de Richard O’Reilly a rapporté son expérience en 2012. Dix-neuf patients présentant un 

EBV-PTLD ont été traités avec des CTL anti-EBV produits en stimulant par la LCL autologue des 

PBMC déplétés en monocytes par adhérence et en cellules NK par technique immunomagnétique. 

Une rémission complète a été obtenue pour 13 patients (68%). Aucun patient n’a développé la GvHD 

aiguë ou chronique de novo ou n’a présenté une aggravation d’une GvHD pré-existante (Doubrovina 

et al., 2012). 

Parmi les autres équipes qui ont travaillé en clinique dans ce domaine, Gustafsson a rapporté en 2000 

une expérience de traitement de 6 patients par CTL anti-EBV produits selon un protocole proche de 

celui de l’équipe d’Heslop (Gustafsson et al., 2000). Cinq patients ont reçu les CTL anti-EBV dès 

que leur charge virale EBV a dépassé un seuil fixé arbitrairement par les auteurs alors que le 6ème 

patient a été traité en prophylactique. Ce dernier n’a d’ailleurs pas réactivé l’EBV. Parmi les 5 

patients traités en pré-emptif, 4 n’ont pas évolué vers un syndrome lymphoprolifératif induit et ont 
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vu leur charge virale diminuer de 2 à 4 Log dans les 3 à 4 semaines qui ont suivi la première 

injection, même si des réactivations de charge virale EBV sont intervenues secondairement. Le 

cinquième patient est décédé rapidement d’un EBV-PTLD, les CTL injectés n’étant pas spécifiques 

de la lignée EBV autologue (cytotoxicité équivalente in vitro vis-à-vis de la lignée EBV autologue et 

de la lignée EBV allogénique). 

L’équipe italienne de F Locatelli a publié une mise à jour de ses résultats dans le traitement des 

PTLD par injection de CTL anti-EBV produits selon une méthode similaire à celle de l’équipe de M 

Brenner (Comoli et al., 2008; Comoli et al., 2002). Sur 46 patients ayant reçu une allogreffe déplétée 

en lymphocytes T en situation haplo-identique, 12 ont développé une charge virale EBV positive 

nécessitant l’instauration d’un traitement par Rituximab. Deux patients n’ont pas répondu au 

traitement et 4 patients ayant initialement répondu au rituximab ont vu leur charge virale EBV 

réaugmenter à l’arrêt du traitement. Ces 6 patients (dont 5 ayant développé un PTLD) ont été traités 

par CTL anti-EBV qui ont engendré une négativation de la charge virale EBV, une résolution 

clinique des PTLD chez tous les patients en médiane après 20 jours. Aucun évènement indésirable, 

ni aucune réaction de GvHD n’ont été observés. 

 

3.1.2 Les CTL anti-ADV 

Quelques études pré-cliniques se sont intéressées à la production de CTL anti-ADV par culture 

(Smith et al., 1996; Comoli et al., 2008).  L’équipe de Comoli a produit des lignées lymphocytaires 

spécifiques de l’ADV par stimulation, pendant 12 jours, de PBMC issus de 21 donneurs, avec un 

pool de 5 peptides de 30 acides aminés de la protéine Hexon puis par expansion en présence d’IL-2. 

Les auteurs rapportent une présence majoritaire des lymphocytes T CD4+ dans la plupart des lignées, 

une capacité à proliférer pour 19 d’entre elles avec une cytotoxicité spécifique pour 9 d’entre elles et 

une diminution importante de l’alloréactivité.  Malgré ces résultats encourageants, ces expériences 

n’ont pas débouché sur des essais cliniques.  

Plus récemment, l’équipe de Matthes-Martin a rapporté la première utilisation clinique de CTL anti-

ADV obtenues par culture (Geyeregger et al., 2014). Les CTL anti-ADV ont été produites en 

stimulant les PBMC des donneurs avec des pools de peptides se chevauchant. Une étape d’expansion 

en présence d’IL-15 pendant 12 jours a été réalisée. Deux patients présentant une infection à ADV 

résistante au traitement par Cidofovir ont reçu des CTL anti-ADV. Une négativation de la charge 

virale ou une diminution de plus d’1,5 Log a été obtenue chez les deux patients en respectivement 15 

et 18 jours. Parallèlement, l’expansion des lymphocytes T spécifiques de l’ADV a été observée par 

Elispot IFN-en respectivement 30 et 22 jours.  
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3.1.3 Les CTL anti-CMV  

Le transfert adoptif des CTL anti-CMV activés et amplifiés in vitro a également été utilisé comme 

traitement prophylactique et curatif des infections CMV post-greffe (Tableau VIII).  

L’équipe de Riddell a été la première à s’intéresser à l’immunothérapie adoptive anti-CMV en 

développant des clones de cellules T CD8+ anti-CMV, isolés à partir du sang du donneur de CSH et 

amplifiés in vitro puis administrés à des doses croissantes de 3 x 106/kg à 1 x 109/kg, à 14 patients 

après allogreffe de CSH (Walter et al., 1995). Les auteurs ont montré que ces injections de clones T 

CD8+ anti-CMV étaient bien tolérées et qu’elles permettaient le transfert d’une immunité anti-CMV 

chez le receveur. Les clones ont persisté pendant au moins 8 semaines avant de disparaître 

progressivement chez les patients qui n’avaient pas reconstitué une immunité CD4 anti-CMV 

endogène. Cette étude a mis en évidence l’importance d’associer aux CTL CD8+ spécifiques une 

population de lymphocytes T CD4+ spécifiques afin que le transfert d’immunité adoptive soit 

maintenu dans le temps. Puis Einsele et al, ont généré des lignées polyclonales de CTL anti-CMV en 

utilisant un lysat CMV permettant d’activer et d’amplifier les cellules T CD4+ et les CD8+ (Einsele 

et al., 2002, blood; Einsele et al., 2002, cytotherapy ). Les CTL anti-CMV injectés à la dose de 1 x 

107/m² ont permis la réduction de la charge virale chez 7 patients traités sur 8, cet effet étant soutenu 

dans le temps pour 5 patients, les 2 autres ayant réactivé le CMV. Cependant, une deuxième injection 

de CTL anti-CMV a entraîné la négativation de la charge virale pour l’un d’entre eux (Einsele et al., 

2002, Cytotherapy).  
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Tableau VIII. Essais cliniques utilisant des CTL anti-CMV après allogreffe de CSH. 
Protocole 
d’expansion 

Cellules injectées Patients traités Résultats cliniques Références 

     

Culture  
in vitro 

Clones cellules T CD8+ Injection prophylactique à 
14 patients 

Pas d’infection à CMV Walter et al., 1995 

     
Culture  
in vitro 

CTL polyclonaux 8 patients avec infection 5 patients ont eu une négativation de la charge 
virale CMV après 1 dose de CTL ; 1 patient, 
après la 2ème dose ; 1 n’a pas négativé la charge 
virale CMV 

Einsele et al., 2002b 

     
Culture  
in vitro 

CTL polyclonaux 16 patients avec virémie 8 patients ont négativé la charge virale CMV 
sans antiviraux ; 2 patients/14 évaluables  ont 
réactivé le CMV nécessitant un traitement anti-
viral. 

Peggs et al., 2003 

     
Culture  
in vitro /  
Sélection 
Immunomagné
tique 

CTL polyclonaux 23 patients avec virémie 
(16 ont reçu des CTL 
cultivés in vitro ; 7 ont reçu 
des CTL-IFN (5 après 
réactivation de la charge 
virale et 2 en 
prophylactique)) 

8/16 : négativation de la charge virale CMV 
sans antiviraux 
8/16 : réactivation du CMV puis négativation 
concomitante à l’injection de CTL. 
7/7 : expansion des CTL anti-CMV, qu’il y ait 
ou non une charge virale CMV détectable (5/7 
ont reçu une thérapie médicamenteuse anti-
virale concomitante, mais de plus courte de 
durée pour 4 d’entre eux) 

Mackinnon et al., 
2008 

     
Culture  
in vitro 

Cellules T CD8+ 
spécifiques d’un peptide 
de pp65 

Injection prophylactique à 
9 patients 

6/9 : expansion in vivo des cellules T 
spécifiques anti-CMV post-injection ; 2/9 
réactivation CMV résolutive sans antiviraux 

Micklethwaite et al., 
2007 

     

Culture  
in vitro 

CTL polyclonaux Injection prophylactique à 
12 patients 

12/12 : reconstitution immunitaire spécifique 
anti-CMV post-injection, durable dans le temps 
pour 8 patients ;  
4/12 : réactivation CMV résolutive sans 
antiviraux pour 2 patients 
 

Micklethwaite et al., 
2008  

Culture  
in vitro 

CTL polyclonaux 7 patients avec antigénémie 
ou virémie positive après 
plus de 2 semaines de 
traitement anti-viral 

5/7 : cytotoxicité anti-CMV dans les 4 à 6 
semaines suivant les CTL 
2/7 : pas de reconstitution (viabilité des CTL 
insuffisante ou poursuite du traitement 
immunosuppresseur). 

Bao et al.,  2012  

     

Culture  
in vitro 

CTL polyclonaux 1 patient recevant des CTL 
anti-CMV d’un donneur de 
CSH séronégatif pour le 
CMV 

Diminution de la charge virale CMV  Horn et al., 2009 

     
CMV, Cytomégalovirus; CTL, Cytotoxic T Lymphocytes; IFN-, Interferon gamma; GvHD, Graft versus Host Disease; pp65, une 
protéine immunodominante du CMV 
 
Peggs et al, ont utilisé une approche de production légèrement différente en stimulant les PBMC du 

donneur avec des cellules dendritiques (DC) du donneur, cellules présentatrices d’antigène chargées 

avec des antigènes CMV dérivés d’une souche CMV inactivée (Towne strain) (Peggs et al., 2001). 

Seize patients ayant présenté une réactivation CMV ont reçu 1 x 105 CTL anti-CMV/kg après 36 

jours (en médiane) post-greffe (Peggs et al., 2003). Aucune réaction de GvHD n’a été observée et 

une expansion massive in vivo des CTL anti-CMV (de 3 à 5 Log) a été observée chez 4 patients 

explorés. Les thérapeutiques médicamenteuses anti-CMV ont été arrêtées pour 8 patients. Seuls 2 
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patients sur les 14 évaluables ont eu une réactivation du CMV nécessitant la mise en place d’un 

traitement antiviral.  

Les études plus récentes ont eu pour objectif de s’affranchir, pour la stimulation cellulaire T, de 

l’utilisation de lysat ou d’antigènes dérivés d’une souche CMV qui peuvent représenter une source 

de transmission virale au receveur, et qui ne sont pas acceptés par les autorités réglementaires pour la 

production de cellules administrées à l’Homme. L’équipe de Micklethwaite a produit des CTL anti-

CMV en stimulant les PBMC du donneur avec des DC du donneur chargées avec un peptide 

synthétique immunodominant NLVPMVATV dérivé de la protéine pp65 et présenté par la molécule 

HLA-A2 aux lymphocytes T CD8+ (Micklethwaite et al., 2007). Ces CTL anti-CMV ont été 

transférés en prophylaxie à des receveurs adultes ou pédiatriques d’allogreffes de CSH après 

conditionnement non myéloablatif sans aucune déplétion T in vivo ou in vitro. Chez 6 patients sur 9 

une augmentation modérée post-injection de la fréquence des cellules T CD8+ spécifiques a été 

observée, mais celles-ci ont disparu après quelques jours voire quelques semaines, probablement du 

fait de l’absence de lymphocytes T CD4+ spécifiques. Les autres patients ont réactivé le CMV. Une 

GvHDa a été observée chez 3 patients dans les 14 jours qui ont suivi l’injection des CTL anti-CMV, 

conduisant au décès d’un des patients. Dans cette étude, tous les patients avaient développé une 

GvHD avant l’injection des CTL anti-CMV et l’incidence de la GvHD a coïncidé avec une 

diminution des doses de corticoïdes, mais la possibilité que les cellules T puissent avoir causé ou 

renforcé la GvHD ne peut être éliminée.  

Malgré l’avantage de proposer une production de CTL anti-CMV de grade clinique, ce protocole 

présente plusieurs limites : le fait que la stimulation ne soit faite que par un seul peptide présenté par 

une molécule HLA donnée (HLA-A2) restreint cette thérapeutique aux patients présentant ce typage 

HLA et limite le nombre de clones de lymphocytes T présents dans les CTL à une seule spécificité, 

contrairement à ce que l’on peut observer lorsque l’antigène de stimulation est un ensemble de 

peptides issus d’une protéine immunodominante. Enfin, l’absence de lymphocytes T CD4+ 

spécifiques, indispensables au maintien de la réponse immunitaire dans le temps chez les patients est 

une limite importante.  

C’est pourquoi la même équipe a ensuite produit des CTL polyclonaux anti-CMV en utilisant comme 

cellules présentatrices d’antigène des cellules dendritiques transduites avec un vecteur adénoviral 

codant pour la protéine pp65 du CMV (Micklethwaite et al., 2008).  Les résultats préliminaires ont 

été publiés : une seule dose de 2 x 107/m² CTL anti-CMV a été administrée en prophylaxie, 28 jours 

après allogreffe de CSH chez 12 patients adultes. Seuls 4 patients ont présenté une réactivation CMV 

mais avec des charges virales CMV faibles, ne nécessitant pas la mise en place d’un traitement anti-

viral pour 2 d’entre eux. De plus, le taux de survenue d’une GvHD suite à l’injection des CTL n’était 
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pas augmenté par rapport à celui attendu classiquement dans ce type d’allogreffe. La présence d’une 

immunité anti-CMV suite à une expansion in vivo des CTL injectés a été objectivée chez les 12 

patients et a été durable dans le temps pour 8 d’entre eux.  

Récemment, cette équipe a publié les résultats complets d’une étude de phase II non randomisée 

ayant pour but d’évaluer l’efficacité de l’injection en prophylaxie d’une dose de 2 x107/m² CTL anti-

CMV produits selon les deux méthodes précédentes chez 50 patients après J28 post allogreffe de 

CSH (Blyth et al., 2013). Vingt-six patients ont présenté une réactivation du CMV dont 5 après 

l’injection des CTL anti-CMV et 9 ont nécessité la mise en place d’un traitement par Ganciclovir ou 

Foscarnet. Comparé au groupe contrôle, les auteurs rapportent une diminution significative du 

recours aux traitements anti-viraux (17% vs 36%, P=0,01) et du temps de traitement anti-viral (3,4 

jours vs 8,9 jours, p=0,03). Aucune augmentation de l’incidence de la GvHDa ou GvHDc n’a été 

observée par rapport au groupe contrôle. Les auteurs concluent que les CTL anti-CMV injectées 

s’expandent in vivo en présence du virus, limitent la réplication virale et préviennent les réactivations 

tardives.   

Enfin, tout récemment, l’équipe de Lucas a rapporté un essai clinique portant sur 7 patients 

présentant une infection à CMV résistante au traitement antiviral après plus de deux semaines. Des 

CTL anti-CMV ont été produits par culture en utilisant un mode de stimulation avec des pools de 

peptides synthétiques de 15 acides aminés se chevauchant tous les 11 acides aminés et recouvrant la 

totalité de la protéine pp65 et de la protéine IE-1, deux protéines immunodominantes du CMV. Les 

CTL ainsi obtenus ont été administrés à une dose comprise entre 2,5 et 5x105/kg. Parmi les 7 patients, 

5 ont présenté une activité cytotoxique anti-CMV dans les 4 à 6 semaines suivant l’injection. Chez 

les deux autres patients pour lesquels aucune immunité spécifique n’a été observée, les auteurs 

rapportent que pour l’un la viabilité des CTL injectés était très faible et que l’autre était encore sous 

traitement immunosuppresseur (ciclosporine A et corticoïdes) lors de l’injection (Bao et al., 2012). 

Dans cette étude, le fait de disposer de CTL anti-IE1 permet d’élargir la spécificité antigénique des 

CTL anti-CMV compte tenu que seuls 70 à 90% des CTL reconnaissent les épitopes de la protéine 

pp65 et que les cellules T anti-IE-1 sont importantes pour conférer une immunité protectrice contre 

le CMV. Il semble de plus que les réponses immunitaires anti-IE1 sont plus fortes et soutenues dans 

le temps.  

3.1.4 Les CTL dirigés contre plusieurs virus  

Plusieurs équipes se sont tournées vers la production de CTL qui pouvaient être bi- ou multi-

fonctionnelles c’est-à-dire dirigées contre 2 ou plusieurs virus couramment rencontrés après 

allogreffe de CSH. Les différentes combinaisons envisagées ont été ADV/EBV puis CMV/EBV puis 

ADV/CMV/EBV. 
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3.1.4.1 Les CTL anti-ADV/EBV 

A partir du 2001, des études sur la production de CTL bispécifiques anti-ADV et EBV ont été 

initiées. Regn S et al a infecté des LCL avec un vecteur adénoviral afin d’obtenir un antigène de 

stimulation, dans le cadre d’une étude pré-clinique (Regn et al., 2001). Après plusieurs 

restimulations de PBMC de donneurs, les auteurs ont obtenu des CTL douées de cytotoxicité à la fois 

contre des cibles infectées par l’EBV (48±7,4% au rapport 40/1) et des cibles infectées par l’ADV 

(39±5,2% au rapport 40/1). Puis, en 2009, Leen et al ont produit des CTL bispécifiques anti-ADV et 

EBV dans le cadre d’une étude clinique (Leen et al., 2009). Les PBMC du donneur ont été stimulées 

par des LCL transfectées par un vecteur Ad5f35null  de l’ADV toutes les semaines pendant environ 4 

semaines. A partir de J14, de l’IL-2 a été ajoutée 2 fois par semaine pour permettre l’expansion des 

CTL. Treize enfants ayant reçu une allogreffe de CSH haploidentique ont bénéficié en 

prophylactique d’une injection de CTL bi-spécifiques (5x106 à 1,35x108/m²). Pour 12 d’entre eux, 

les auteurs rapportent une expansion des CTL in vivo et une augmentation de l’activité anti-virale. 

Une augmentation du nombre de CTL anti-EBV in vivo a été détectée chez 10 patients dans les deux 

semaines suivant l’injection de CTLs. En revanche, ce phénomène n’a été rapporté avec les CTL 

anti-ADV que chez 2 patients présentant une infection ou une maladie à ADV. Aucun patient traité 

avec les CTL bi-spécifiques n’a cependant développé  d’infection à ADV de novo. 

3.1.4.2 Les CTL anti-EBV/CMV 

L’équipe de Lukas est la première à avoir développé des CTL bispécifiques anti-EBV et -CMV (Sun 

et al.,1999).  Les CMN provenant de 4 donneurs de sérologie CMV+ et de 2 donneurs de sérologie 

CMV- ont été stimulées avec les LCL transduites par un rétrovirus recombinant codant pour pp65, 

protéine immunodominante du CMV. Les CTL ont été restimulées toutes les semaines avec 

l’antigène de stimulation puis de l’IL-2 a été ajoutée. Une lyse spécifique vis-à-vis des LCL a été 

observée avec les 6 CTL alors que seules les 4 CTL produits à partir de donneurs CMV+ ont 

présenté une lyse spécifique vis-à-vis des cibles CMV+. Cette équipe a mis en place un protocole 

clinique de Phase I/II pour le traitement prophylactique des infections à EBV et CMV (Lukas et al., 

2000). Malheureusement, les résultats de ce protocole clinique n’ont pas été publiés. De même, 

Moosman et al., sont parvenus à produire des CTL bispécifiques lorsque les donneurs étaient de 

sérologie CMV+ et EBV+ (Moosmann et al., 2002) . 

3.1.4.3 Les CTL dirigés contre trois virus ou plus : CTL multipathogènes 

Leen et al, ont produit des lignées de CTL tri-virus contenant des CTL spécifiques polyclonaux 

contre l’EBV, le CMV et l’ADV (Leen et al., 2006). Sur le même modèle que les CTL bispécifiques 

présentés précédemment, les lignées de CTL ont été produites en modifiant génétiquement les 

monocytes et les LCL transformées par l’EBV (LCL-EBV) avec un vecteur adénoviral chimérique 
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Ad5f35 exprimant le transgène CMV-pp65 :Ad5f35pp65. En utilisant ce protocole, l’équipe de Leen 

a activé et amplifié les lignées de CTL avec des spécificités appropriées. Avec cette méthode, les 

auteurs ont injecté les CTL anti-EBV, -CMV, -ADV chez 11 patients (Leen et al., 2006). Chaque 

patient a reçu en médiane 5 x 107 cellules/m² à J62 post-greffe. Aucun patient n’a développé de 

GvHD et aucune toxicité n’a été déplorée. La réponse immunitaire spécifique du CMV a pu être 

évaluée pour 10 patients; une augmentation de la réponse T IFN- anti-CMV a été observée chez 7 

d’entre eux dans les 2 semaines qui ont suivi l’infection, ce qui a été confirmé pour 4 patients avec la 

technique des Tétramères. In vivo, 3 patients ont eu une augmentation de la charge virale CMV dans 

les 2 à 7 semaines suivant l’injection des CTL. Aucun traitement médicamenteux n’a été nécessaire, 

la charge virale étant ensuite devenue négative en une semaine. La réponse immunitaire spécifique 

de l’EBV a pu être évaluée chez 11 patients. Une augmentation médiane d’un facteur 6 de la réponse 

IFN- a été observée en Elispot vis-à-vis de l’EBV dans les 2 semaines suivant l’injection pour 10 

patients. In vivo, 3 patients ayant présenté une réactivation EBV, dont 1 avec manifestations 

cliniques d’un PTLD, 4 à 9 semaines après l’injection des CTL, ont spontanément résolu l’infection 

et les signes cliniques ont disparu, en même temps que se développaient chez les patients des cellules 

T spécifiques de l’EBV. Enfin, parmi les 11 patients, 5 présentaient des cultures à ADV positives 

dans le sang, les selles et le nasopharynx. Les 6 autres n’étaient pas infectés par le virus. Pour les 5 

patients infectés, les auteurs ont mis en évidence une expansion des CTL anti-ADV associée à une 

diminution de la charge virale. Ils rapportent également une amélioration clinique d’un patient qui 

présentait une pneumopathie. Quant aux 6 autres patients non infectés, les auteurs n’ont pas mis en 

évidence d’expansion des CTL anti-ADV et ne rapportent aucune infection à ADV pendant la durée 

du suivi. Les auteurs concluent que ces CTL multivirus sont dépourvus d’effet délétère et sont 

parfaitement fonctionnels in vivo. L’expansion observée in vivo des lymphocytes T spécifiques de 

l’EBV, du CMV ou de l’ADV, en l’absence d’un changement significatif du nombre de lymphocytes 

T global est en faveur d’une contribution réelle des CTL injectés dans le développement de la 

réponse immunitaire (Tableau IX). La même équipe, ayant constaté la réactivation CMV chez 3 

patients, a souhaité accroître le contrôle des infections CMV en développant, selon un protocole 

similaire, des CTL tri-virus en insérant également dans le vecteur adénoviral le gène codant pour la 

protéine IE-1 du CMV (Hanley et al., 2011). Une étude clinique a été initiée.  
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Figure 8. Procédure de génération de CTLs mutivirus (Gerdemann et al., 2011). 

La même équipe a rapporté la possibilité de produire des CTL dirigés contre 4 virus (EBV, CMV, 

ADV, BK) en introduisant dans des cellules dendritiques par nucléofection un plasmide codant pour 

des antigènes immunodominants de chacun de ces virus (Gerdemann et al., 2009). Après 10 jours, 

les auteurs montrent qu’ils obtiennent des CTL multivirus dénués d’alloréactivité. En combinant 

cette stratégie de présentation antigénique et le système de sélection magnétique basé sur la sécrétion 

d’IFN-, les auteurs rapportent qu’il est possible d’obtenir des CTL en un délai court pour les 

urgences thérapeutiques. Cette technique de production a été améliorée en 2011 avec une culture 

cellulaire dans une bioréacteur en présence de cytokine IL-4 et IL-7 (Figure 8) (Gerdemann et al., 

2011). Les CTL multivirus produits par cette technique ont été administrées à des patients dans le 

cadre d’un essai clinique pour une réactivation CMV. 
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Tableau IX. Essais cliniques utilisant des CTL Bi-virus ou Multivirus, après allogreffe de CSH. 
 
CTL  Protocole 

d’expansion 
Cellules 
injectées 

Patients traités Résultats cliniques Références 

 
Bi-virus 
(ADV, 
EBV) 

 
Culture in vitro 

 
CTL 
polyclonau
x 

 
12 patients avec un traitement 
prophylactique pour une infection 
à ADV et 1 patient a reçu une 
dose de CTL en compassionnel 
 

 
10/12 n’ont pas réactivé l’EBV 
3/12 : diminution de la charge virale 
EBV concomitante à l’apparition de CTL 
anti-EBV 
2/12 : réactivation de l’ADV et 
diminution de la charge virale 
concomitante à l’injection de CTL anti-
ADV 
 

 
Leen et al., 
2009 

Multivirus 
(CMV, 
EBV, ADV) 

Culture in vitro CTL 
polyclonaux 

11 patients (Injection 
prophylactique pour 10 ; 1 traité 
pour une infection à ADV) 

3/3 ont contrôlé la réactivation du CMV 
sans antiviraux ; 3/3 : disparition de 
l’infection à EBV sans antiviraux ; 5 
patients avec infection et 1 avec maladie : 
disparition de  la charge virale ADV post-
CTL 

Leen et al., 
2006 

      
Multivirus 
(CMV, 
EBV, ADV) 

Culture in vitro CTL 
polyclonaux 

10 patients : 6 patients ayant une 
mono-infection (3 patients avec  
CMV ; 1 patient avec ADV et 2 
patients avec  EBV) ; 4 patients 
ayant une double infection (2 
patients avec  ADV/EBV ; 2 
patients avec  CMV/ADV) 

4/10 patients sans traitements antiviraux ; 
7/10 patient en rémission complète ; 1 
patient avec infection ADV présentait une 
évolution de l’infection ; 1 patient avec 
infection CMV présentait une persistence 
de virémie sans symptôme ; 1 patient avec 
infection EBV présentait une charge virale 
fluctuante. 

Gerdemann et 
al., 2013 

 
Multivirus 
(EBV, 
CMV, Adv, 
BK, HHV6) 

 
Culture in vitro 

 
CTL 
polyclonaux 

 
11 patients: 3 patients en 
prophylaxie, 7 patients ayant 
mono-infection ou double 
infections,  1 patient avec trois 
infections 

 
Les 3 patients en prophylaxie n’ont pas eu 
d’infection ou de réactivation virale; pour 
les 8 patients ayant reçu des injections 
curatives, une réponse complète a été 
observée à l’exception d’un patient.. 
 

 
Papadopoulou 
et al., 2014 

ADV, Adénovirus ; EBV, Epstein Barr virus ; CMV, Cytomégalovirus; CTL, Cytotoxic T Lymphocytes; IFN, Interferon gamma; GvHD, Graft versus 
Host Disease;  
 

(n=3), une réactivation EBV (n=2), une réactivation ADV (n=1) ou une double réactivation EBV-

ADV (n= 2) ou CMV-ADV (n= 2) (Gerdemann et al., 2013). Dans 80% des cas, les patients ont 

présenté une expansion des CTL in vivo et une diminution voire négativation de la ou des charges 

virales correspondantes. Deux patients n’ont pas répondu aux CTL, l’un pour une charge virale EBV 

très élevée au moment de l’injection et l’autre pour une colite à CMV persistante en dépit de CTL 

anti-CMV (-pp65 et -IE1) circulantes. Seul un patient sur les 10 a présenté une GVHD cutanée de 

grade II après l’injection des CTL. Les mêmes auteurs ont montré en 2012 qu’il était possible 

d’obtenir en 10 jours des CTL dirigés contre 7 virus différents (EBV, CMV, ADV, BK, HHV6, RSV, 

Influenza) en utilisant un mélange de peptides issus des protéines immunodominantes de ces virus et 

en cultivant ces CTL en présence d’IL-4 et d’IL-7 (Gerdemann et al., 2012). Tout récemment, les 

auteurs ont rapporté leur expérience clinique avec ce procédé de production en utilisant des mélanges 

de peptides issus des protéines immunodominantes des virus EBV, CMV, ADV, BK et HHV6 

(Papadopoulou et al., 2014). Onze patients ont reçu ces CTL, en situation génoidentique, non 

apparentée ou haploidentique. Huit ont reçu des CTL pour traiter une (n=4), 2 (n=3) ou 3 (n=1) 
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infections actives et 3 en prophylaxie. Les 8 patients qui ont présenté au total 18 infections ou 

réactivations avec les 5 virus ont été traités avec succès par les CTL multivirus avec un taux de 

réponse de 94% (15 réponses complètes et 2 réponses partielles vis-à-vis du CMV et du BKV chez 

des patients présentant d’autres réactivations virales). Un patient avec infection à BKV n’a pas 

répondu aux CTL injectés initialement pour une réactivation HHV6, traitée avec succès. Comme 

précédemment, la négativation de la charge virale a été associée à une expansion des CTL 

correspondant in vivo. Aucune GvHD n’a été observée. Les patients ayant reçu les CTL en 

prophylaxie n’ont développé aucune infection virale. 

3.1.5 Les Effets secondaires survenant après l’injection de CTL anti-infectieux  

L’équipe de M Brenner a récemment fait le bilan des effets secondaires observés après injection de 

CTL anti-infectieuses au cours de 10 années d’expérience (Cruz et al., 2010). Les auteurs ont 

identifié un taux d’événements indésirables de 17,3%, dont aucun grave. Les événements 

indésirables étaient dans leur grande majorité attribuables au cryoprotecteur (le DMSO) ou à la 

diphenhydramine administrée en pré-médication, et non aux CTL eux-mêmes. Les auteurs concluent 

qu’une surveillance du patient d’une heure après l’injection des CTL est suffisante.  

De plus, le risque de GvHD reste redouté, bien que survenant rarement après injection de CTL et que 

la relation avec l’injection des CTL ne soit pas évidente. A cette fin, Melenhorst et al, a étudié 73 

patients ayant reçu des CTL en situation partiellement compatible parmi les 153 traités par l’équipe 

d’Heslop (Melenhorst et al., 2010). Aucune GvHD de novo n’a été rapportée chez ces patients et le 

taux de réactivation de GvHD était très faible (6,5%) que les patients aient reçu des CTL compatibles 

ou partiellement compatibles. In vitro, les auteurs ont mis en évidence une réactivité croisée des CTL 

avec des cibles HLA non compatibles. Pour les auteurs, ces données montrent malgré la 

reconnaissance in vitro des molécules HLA, l’absence de réaction in vivo du fait de l’absence de 

GvHD de novo. 

3.1.6  Les Limites de la production de CTL anti-viraux par culture cellulaire 

Malgré les résultats extrêmement encourageants qui ont été rapportés au long cours avec une 

technique d’immunothérapie par culture cellulaire, plusieurs limites freinent le développement et la 

généralisation de cette approche. 

Le temps de production entre 4 et 6 semaines (voire plus pour la production de la lignée EBV) 

nécessite d’anticiper la production pour tous les patients avant ou au moment de la greffe, sans savoir 

si le patient réactivera les virus concernés. Cela représente une charge de travail considérable, peu 

compatible avec les structures de thérapie cellulaire actuellement en place, plus particulièrement en 

France. Les derniers travaux publiés sur l’obtention de CTL par culture cellulaire préconisent des 

modalités de stimulation antigénique avec des pools de peptides et une expansion avec IL-4 et IL-7 
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permettant de réduire le temps de production à 10 jours (Gerdemann et al., 2012). Un autre moyen de 

contourner l’impact du temps de production sur la mise en œuvre du traitement des patients est le 

développement de banques de CTL anti-EBV allogéniques mettant à disposition de tout patient des 

CTL préparés à partir de cellules de donneurs volontaires sains, cryoconservés et sélectionnés pour 

chaque patient sur la base d’une compatibilité HLA minimale et la validation par une cytotoxicité in 

vitro de l’efficacité des CTL vis-à-vis de la lignée EBV du donneur de CSH (Haque et al., 2002 et 

2007). L’équipe de T Haque a mené un essai de phase II multicentrique portant sur 33 patients ayant 

reçu une transplantation d’organe (n = 31) ou de CSH (n = 2) atteints d’EBV-PTLD résistant aux 

traitements conventionnels (réduction de l’immunosuppression, administration de Rituximab ou mise 

en œuvre d’une chimiothérapie). Aucun effet secondaire n’a été noté (aucune GvHD secondaire à 

l’injection des CTL n’a été décrite) et un taux de réponse (complète et partielle) de 64% à 5 semaines 

et de 52% à 6 mois post-injection a pu être observé. Les lignées de CTL ont été choisies pour leur 

compatibilité HLA et sélectionnées pour leur forte cytotoxicité contre les LCL-EBV du donneur et 

leur faible cytotoxicité contre des cellules du receveur ne présentant pas l’EBV. La charge virale 

EBV a diminué au-dessous d’un seuil de détection pour tous les patients qui ont répondu au 

traitement. Cette étude a révélé de manière significative que les meilleures réponses cliniques étaient 

observées avec des CTL contenant une forte proportion de lymphocytes T CD4+ spécifiques et 

lorsque l’incompatibilité HLA était la plus faible avec le receveur. Cette équipe anglaise a depuis 

constitué une banque de CTL anti-EBV complètement de grade clinique conforme à la législation 

européenne sur les médicaments de thérapie innovante. Ils ont récemment rapporté les première 

expériences cliniques avec cette banque (Vickers et al., 2014). Au moment de la publication du 

papier, 11 patients avaient reçu des CTL de Banque, dont 9 pour PTLD après greffe de CSH ou 

d’organe. Parmi ces 9 patients, 7 ont été mis en rémission complète par l’injection de CTL anti-EBV 

de Banque et 2 ont progressé puis sont décédés. Pour ces 2 patients, les CTL ne partageaient aucun 

antigène HLA de classe II avec les patients. Les deux autres patients présentaient des sarcomes non 

hématopoïétiques EBV induits et malgré une efficacité transitoire, les CTL n’ont pas permis de 

mettre les patients en rémission qui sont finalement décédés. A l’exception d’une GvHD cutanée 

survenue deux jours après l’injection des CTL, aucune réaction de GvHD n’a été observée. 

L’équipe française d’H Vié a développé une banque de CTL anti-EBV et a récemment rapporté les 

résultats d’un essai clinique de phase I où 11 patients avec un PTLD resistant aux traitements 

conventionnels ont reçu 1 à 3 doses de 5x106 CTL anti-EBV avec 1 à 3 incompatibilités HLA de 

classe I et jusqu’à4 incompatibilités HLA de classe II.  Aucune toxicité immédiate (à l’exception 

d’une fièvre) ou tardive telle que de la GvHD n’a été observée. En terme d’efficacité, 3 rémissions 

complètes et une rémission partielle de l’EBV-PTLD ont été observées (Gallot et al., 2014). Enfin, 
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l’équipe de Leen a initié la première banque de CTL tri-virus : anti-EBV, -CMV et -ADV (Leen et 

al., 2013). Sur les 32 lignées produites pour la banque, 18 lignées ont été injectées chez 50 patients 

présentant après allogreffe de CSH une infection à l’un des ces virus, résistante aux traitements 

conventionnels. Le taux de réponse complète ou partielle cumulatif à 6 semaines après l’injection 

pour les 50 patients est de 74%. Quatre patients répondeurs initialement ont eu une rechute ou une 

progression. Aucun effet indésirable n’a été rapporté et une GVHD de novo a été déplorée chez 2 

patients. Le degré de compatibilité HLA entre les CTL et le patient était de 1/6 à 4/6 antigènes HLA. 

Les auteurs constatent qu’une même lignée a pu être efficace chez certains patients mais pas chez 

d’autres, sans explication évidente.  

Un autre moyen de contourner le temps de production long serait de disposer de techniques rapides 

qui pourraient être mises en œuvre dans une stratégie de traitement pré-emptif dès que l’on a 

connaissance de l’augmentation de la charge virale.  

Le procédé de production est relativement complexe, nécessitant une bonne expertise des 

laboratoires le mettant en œuvre et rendant difficile l’obtention d’une autorisation d’application de 

grade clinique par les instances régulatrices officielles. 

La compétition antigénique, lors de la production des CTL tri-virus. On observe que les 

lymphocytes T produits réagissent majoritairement vis-à-vis du CMV et de façon plus faible vis-à-

vis de l’EBV et de l’ADV. Cela est probablement dû à une présentation antigénique des épitopes 

CMV ou EBV par les molécules HLA des cellules présentatrices d’antigène de plus haute affinité ou 

plus stable que celle des épitopes ADV ayant pour conséquence un nombre élevé de lymphocytes T 

circulants spécifiques du CMV comparé au faible nombre de lymphocytes T spécifiques de l’ADV 

circulants (1 Log de moins en moyenne)  (Kedl  et al., 2000). Afin de s’affranchir de la compétition 

antigénique apportée par le CMV, Leen et al ont proposé la production de CTL bi-virus (EBV et 

ADV) (Leen et al., 2009) (cf paragraphe 3-1-4-1).  Cependant, l’approche avec les pools de peptides 

semble permettre de contourner ce problème de compétition antigénique puisque nous avons 

rapporté précédemment des expériences fructueuses de CTL multivirus obtenus grâce à l’utilisation 

de pools de peptides. 

Enfin, le coût de production est assez important mais est à mettre en balance avec le coût élevé des 

molécules innovantes telles que le Rituximab. 

 

3.2 Production des CTL par techniques immunomagnétiques  

La sélection immunomagnétique des CTL est réalisée grâce à des colonnes positionnées dans un 

champ magnétique (système CliniMACS de Miltenyi Biotec), en utilisant des billes magnétiques 

couplées à des anticorps dont les cibles peuvent être soit :  
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- des molécules HLA associées entre elles sous forme de multimères et chargées avec un peptide 

antigénique. Les lymphocytes T spécifiques de ces couples peptides-HLA sont ainsi sélectionnés. 

- les lymphocytes T spécifiques qui sécrètent de l’IFN- après un temps défini de stimulation par 

l’antigène viral. 

- les lymphocytes T spécifiques qui expriment après stimulation par l’antigène viral une molécule de 

co-stimulation (par exemple CD137), ou un marqueur d’activation (par exemple CD154) (Figure 9).  

Le très faible nombre de cellules obtenu est réinjecté au receveur immédiatement après isolement. 

L’expansion de ces cellules in vivo est générée par la stimulation liée à la charge virale.  

 

 
Figure 9. Méthodes d’isolement des lymphocytes T antiviraux. 

 

 

3.2.1 Production des CTL par le biais  des multimères 

CTL anti-CMV 

L’utilisation de tétramères de molécules HLA a été rapportée en 2005 pour la production de CTL 

CD8+ anti-peptide-CMV(Cobbold et al., 2005). Une faible quantité de cellules sélectionnées (8,6 x 
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103/kg en médiane) a été injectée à neuf patients ayant réactivé le CMV, dans les 4 heures suivant la 

sélection et, les CTL CD8+ anti-CMV ont été détectés chez tous les patients 10 jours après 

l’injection. Une activité antivirale in vivo a été identifiée puisque la charge virale CMV s’est 

négativée chez 8 patients même chez ceux qui avaient présenté une réactivation CMV résistante aux 

médicaments antiviraux et a diminué chez 1 patient.  

En 2011, Schmitt A et al ont rapporté leur expérience en traitant 2 patients par injection de 

lymphocytes T CD8 anti-CMV isolés à l’aide de streptamères (CMVpp65/HLA-B7 et 

CMVpp65/HLA-A24, respectivement pour les 2 patients). Les patients 1 et 2 ont reçu 

respectivement 2,2x105 et 0,37x105CD8 spécifiques/kg. La virémie à CMV a été contrôlée dans les 2 

cas de façon concomitante à une expansion des lymphocytes T CD8 spécifiques du CMV in vivo 

(Schmitt et al., 2011).   

 

CTL anti-EBV 

Uhlin M et al. ont rapporté le cas d’une femme de 18 ans ayant une virémie EBV et un PTLD et 

traitée par des CTL anti-EBV produites à partir de sa mère haplo-identique à J83 post-greffe de sang 

placentaire pour une LAM. Les CD8 anti-EBV ont été sélectionnés par le biais de pentamères HLA-

A2 puis par billes magnétiques. Une première dose de 1,1x104 CTL/kg d’une pureté >60% est 

injectée à la patiente ; après 36 heures, les CD8 spécifiques atteignent 4% des LT CD8 totaux dans le 

sang circulant. A J189, le PTLD est résolu. Cependant, 12 mois après l’injection des CTL, la patiente 

a présenté les symptômes d’infection EBV et une deuxième dose de 2x104 CTL/kg CTL a été 

préparée de façon identique à partir d’un prélèvement de lymphocytes de la mère. Après deux 

semaines, la charge virale EBV s’est négativée (Uhlin  et al., 2010). 

La même équipe a rapporté en 2012 le traitement, par CTL sélectionnés par technique 

immunomagnétique par le biais de multimères, de 8 patients présentant des infections virales à CMV 

(n=6), à EBV (n=1) et à ADV (n=1) (Uhlin et al., 2012). Le patient EBV+ est le même que celui 

décrit précédemment. Si une négativation de la charge virale a été observée chez 6/7 patients CMV+ 

et 1 patient EBV+ accompagnée dans la plupart des cas d’une expansion des CTL in vivo, aucune 

efficacité n’a été observée pour le patient ADV+, même si les CTL ont été détectées in vivo de façon 

transitoire à J3 de l’injection. 
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Tableau X. Résultats d’essais cliniques utilisant des CTL antiviraux produits par technique immunomagnétique par le biais  de multimères. 
 
Virus Patients Dose CTL/Kg Evolution clinique Réference 

 
CMV 

 
9 patients avec virémie 
CMV ou post-réactivation 

 
dose médiane :  8,6 x 103/kg  

 
8/9 : charge virale CMV devenue non 
détectable ; 1/9 : diminution de la charge 
virale 

 
Cobbold et al., 2005 

CMV 2 patients 1er: 2,2x105/kg et 2ème: 
0,37x105/kg 

1/2: contrôle de l'infection virale; 1/2: 
élimination du virus 

Schmitt et al., 2011 

CMV 
 
 
 
 
 

6 patients 0,8-24,6x104/kg  4/6 patients: négativation de la charge 
virale et présence des CTL-CMV in vivo; 
1/6 patient a présenté une diminution 
transitoire de la charge virale; 1/6patient : 
pas de réponse 

Uhlin et al., 2012 

EBV une patiente avec virémie 
EBV et PTLD 

deux injections (1ère: 1,1x104/kg et 
2ème: 2x104/kg) 

Négativation de la charge virale EBV Uhlin et al., 2010 
Uhlin et al., 2012 

ADV un patient avec infection 
ADV 

deux injections (1ère: 3,1x104/kg et 
2ème: 1,7x104/kg) 

Détection transitoire des CTL-ADV. 
Evolution défavorable de la charge virale 

Uhlin et al., 2012 

 

 

3.2.2  Production des CTL sur la base de la sécrétion d’IFN- 

À partir de 2004, deux équipes ont décrit un protocole qui permet de sélectionner par technique 

immunomagnétique, les CTL anti-ADV et les CTL anti-CMV sur le CliniMACS (Miltenyi Biotec) 

sur la base de leur sécrétion d’IFN-γ après stimulation antigénique ex vivo, afin d’isoler les cellules T 

CD4+ et CD8+ anti-virus respectivement (Feuchtinger et al., 2004; Rauser et al., 2004). Cette 

technique a ensuite été appliquée pour produire des CTL-ADV, des CTL-CMV, des CTL-EBV et 

plus récemment des CTL-multipathogènes.  

CTL anti-ADV  

L’équipe de Feuchtinger a publié une étude qui consistait à injecter des lymphocytes T spécifiques 

anti-ADV (entre 1,2-50 x 103 CD3IFN-/kg) à 9 patients après allogreffe de CSH (Feuchtinger et al., 

2006). Les 9 patients traités présentaient une infection systémique à adénovirus en échec de 

traitement conventionnel, sans immunité cellulaire spécifique anti-adénovirus détectée. Les auteurs 

ont montré la faisabilité de l’essai et ont rapporté la bonne tolérance de l’immunothérapie. Seul un 

patient qui présentait avant l’injection des CTL anti-ADV une GvHD chronique cutanée a montré 

une aggravation de la GvHD, résolutive sous corticoïdes. Pour 5 des 6 patients évaluables, 

l’immunothérapie adoptive a été associée à une diminution ou disparition de la charge virale et à une 

expansion des LT spécifiques après injection. Chez 3 patients, les auteurs ont montré une persistance 

des LT spécifiques au-delà de 4 à 6 mois associée à l’absence de détection de la charge virale. Chez 
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3 autres patients, l’absence de persistance des LT spécifiques a été associée à un maintien ou à une 

augmentation de la charge virale ADV conduisant au décès de 2 patients pour adénovirose 

systémique, le troisième ayant rechuté de son lymphome malin non Hodgkinien.  

Les échecs du traitement ont été attribués à l’état clinique sévère des patients et le stade invasif de 

l’adénovirose. Sur cette expérience, les auteurs ont conclu qu’il était préférable de traiter les patients 

à haut risque de développer une adénovirose maladie à titre pré-emptif avant l’apparition de tout 

symptôme clinique.  

Récemment une autre étude rapporte l’injection chez 5 patients de CTL anti-ADV sélectionnés par 

technique immunomagnétique (Quasim et al., 2013). Trois ont présenté une disparition de la charge 

virale. Les deux autres patients sont décédés, l’un à la suite d’une cytopénie sans qu’un lien ne soit 

établi entre l’injection de CTL et une potentiel myélotoxicité, l’autre d’une pneumopathie à ADV. 

L’échec de l’immunothérapie chez ce patient a été attribué à la pathologie d’origine du patient : un 

déficit en molécules HLA de classe II, qui a pu entraîner une altération de la présentation antigénique 

des antigènes viraux. 

Récemment, Di nardo et al, a rapporté une expérience de traitement par CTL anti-ADV d’une 

insuffisance respiratoire secondaire à une infection ADV résistante au cidofovir chez un jeune 

patient allogreffé pour une thrombocytopénie amégacaryotique congénitale. Ces CTL ont été 

séléctionnées par la technique immunomagnétique basée sur la secrétion d’IFN- après stimulation 

de la leukaphérèse de la mère avec le pool de peptides Peptivator ADV5 Hexon de Miltenyi Biotec. 

Une négativation de la charge virale ainsi qu’une reconstitution immunitaire ont été objectivées dans 

les 4 semaines suivant l’injection. Sur le plan clinique, une récupération progressive de la fonction 

respiratoire a été observée (Di nardo et al., 2013).  

Depuis 2007, notre équipe s’est appliquée à développer, une technique rapide de production de grade 

clinique de CTL anti-ADV (Aïssi-Rothé  et al., 2010). Un pool de peptides synthétiques de 15 acides 

aminés se chevauchant tous les 11 acides aminés et recouvrant l’intégralité de la protéine Hexon de 

l’ADV 5, le Pepivator-ADV5 Hexon (Miltenyi Biotec) a été comparé à la protéine Hexon de l’ADV2 

produite sur lignée cancéreuse utilisée par l’équipe de Feuchtinger (Feuchtinger et al., 2006). Nous 

avons montré, qu’outre le fait que le Pepivator-ADV5 Hexon présente l’avantage d’être synthétique 

et de grade clinique, ses capacités de stimulation ne sont que très faiblement inférieures à celles de la 

protéine Hexon de l’ADV2 et que selon les donneurs, elles sont même supérieures. Les cellules 

mononucléées (CMN) de 7 donneurs sains différents, dont l’immunité cellulaire anti-ADV avait été 

confirmée au préalable, ont été stimulées pendant 6 heures avec le PepTivator-ADV5 Hexon. Les 

cellules sécrétant de l’IFN- ont été isolées sur le CliniMACS à l’aide du Cytokine Capture System 
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(Miltenyi Biotec). Après sélection, un nombre moyen de cellules nucléées totales (CNT) de 1,01 ± 

0,84 x 106 a été obtenu. Une majorité des cellules T spécifiques de l’ADV étaient CD4+ (moyenne = 

56% ± 5,59%, rendement = 51% ± 32,43%) et dans une moindre mesure CD8+ (moyenne = 42% ± 

27%, rendement = 56% ± 39,3%). 

Une expansion des LT isolés (CTL) a été réalisée in vitro en présence d’IL-2 et de cellules 

nourricières autologues afin de disposer de suffisamment de cellules pour réaliser les contrôles 

qualité fonctionnels. A l’issue de l’expansion, la capacité des CTL amplifiés à sécréter de l’IFN- et 

à proliférer après re-stimulation par l’antigène de stimulation a été confirmée. Une cytotoxicité 

élevée, à un rapport de 10:1, vis-à-vis des cellules cibles autologues chargées avec un lysat d’ADV2 

ou d’ADV5 ou avec le PepTivator-ADV5 Hexon a été mise en évidence alors qu’une cytotoxicité 

négligeable a été observée vis-à-vis des cellules cibles non chargées ou chargées avec un peptide non 

relevant (PepTivator-CMV pp65). Enfin, nous nous sommes assurés d’une faible toxicité de ces CTL, 

c’est-à-dire de leur faible alloréactivité résiduelle : une diminution de 1,27 Log de l’alloréactivité des 

CTL vis-à-vis de CMN de donneurs sains HLA différents a été observée, comparée à celle des CMN 

avant sélection. Ce développement a donné lieu à un protocole clinique national actuellement ouvert 

et ayant inclus 11 patients. 

CTL anti-CMV  

Une expérience similaire a été menée par Mackinnon et al, avec le CMV (Mackinnon et al., 2007). 

Les auteurs mentionnent la production de CTL anti-CMV sélectionnés par méthode 

immunomagnétique sur la base de la sécrétion d’IFN- par les LT stimulés pendant 20 heures avec la 

protéine CMV-pp65. Les CTL anti-CMV ont été administrés à 7 patients, 5 après réactivation de la 

charge virale et 2 en prophylaxie. Une expansion des CTL anti-CMV a été observée chez tous les 

patients, qu’il y ait ou non une charge virale CMV détectable. Les 5 patients qui avaient réactivé le 

CMV ont reçu une thérapie médicamenteuse anti-virale concomitante, mais de courte durée pour 4 

d’entre eux.  

L’équipe de Peggs a rapporté son expérience de production de CTL anti-CMV par cette technique en 

utilisant comme antigène de stimulation la protéine CMV-pp65 ou le pool de peptides CMV-pp65 

(Miltenyi Biotec) (Peggs et al., 2011). La médiane de pureté des LT spécifiques anti-CMV est de 

43,9% (1,4-81,8%) comprenant une majorité de T CD4+ (81%) ainsi que des T CD8+. Ces  CTL-

CMV ont été administrés à 18 patients. Onze patients ont eu une injection pré-emptive juste après la 

détection de la charge virale CMV et 7 une administration prophylactique. Aucune toxicité n’a été 

observée après l’injection, 5 patients ont eu une GVHD de grade I, 2 patients ont eu une GvHD de 

grade II et un patient a eu une GvHD de grade III. Parmi les 7 patients traités en prophylaxie, aucun 
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n’a nécessité de  traitement anti-viral pendant les 6 mois suivants. Pour les 11 patients traités en 

préemptif, 2/11 patients ont été dispensés de traitement antiviral.  In vivo, une expansion de CTL-

CMV a été observée chez ces 11 patients (Peggs  et al., 2011). 

L’équipe de Feuchtinger a, quant à elle, mené une étude sur 18 patients présentant une infection ou 

une maladie à CMV à qui ont été administrés des CTL anti-CMVpp65 à la dose de 2,13x104 CD3/kg, 

en moyenne (Feuchtinger et al., 2010). Dans 83% des cas, il a observé une résolution complète de 

l’infection à CMV ou une diminution significative de la charge virale CMV, avec en parallèle une 

expansion in vivo des CTL anti-CMV (12 patients/16 évaluables). De plus, aucun effet secondaire ni 

aucune GvHD n’ont été déplorés. 

CTL anti-EBV 

L’équipe de Kolb a traité 6 patients présentant un EBV-PTLD avec des CTL anti-EBV produits par 

sélection immunomagnétique après stimulation des cellules avec un pool de peptides EBV 

(Moosmann et al., 2010). Trois patients atteints d’un PTLD précoce ont présenté une réponse 

favorable après injection des CTL anti-EBV, avec négativation de la charge virale avec disparition 

des symptômes cliniques et résolution du PTLD pour deux d’entre eux avec en parallèle une 

expansion des LT spécifiques. Le 3ème patient, ayant une pneumonie idiopathique, est décédé à J96 . 

Trois autres patients, à une phase tardive du PTLD au moment de l’immunothérapie, sont décédés. 

Aucun effet indésirable, ni aucune GvHD n’ont été rapportés. A nouveau, les auteurs suggèrent de 

traiter les patients présentant un haut risque de PTLD en prophylactique, sans attendre de 

développement clinique. 

Récemment, Feuchtinger et al. ont également montré la faisabilité de la sélection ex vivo des CTL 

anti-EBV grâce à leur sécrétion d’IFN- et la bonne tolérance de l’immunité cellulaire adoptive anti-

EBV en injectant un petit nombre de CTL sélectionnés après stimulation avec l’antigène EBNA1 du 

virus d’Epstein-Barr (Icheva et al., 2012). Ils ont rapporté leurs résultats obtenus sur dix patients 

atteints d’un PTLD induit par l’EBV ou une infection à EBV après allogreffe de CSH. Ils ont 

observé une expansion des lymphocytes T spécifiques chez huit patients, en moyenne 16 jours après 

l’injection, et parallèlement la résolution du PTLD et la diminution de la charge virale chez sept de 

ces patients. De plus, les CTL anti-EBV après expansion in vivo ont pu être détectés 9 mois après 

l’immunothérapie adoptive. Aucune mortalité liée à l’EBV n’a été observée chez ces patients. Le 

PTLD a disparu chez 3 patients, et 4 sont décédés suite à d’autres complications infectieuses pour 3 

d’entre eux ou suite à une rechute. Parmi les patients chez lesquel l’expansion des cellules injectées 

n’a pas été observée, une mortalité liée à l’EBV est survenue chez deux patients. Aucun effet 

indésirable n’a été noté chez les dix patients étudiés. Cette équipe a conclu qu’une dose de 150 CTL 
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anti-EBV était sans danger et permettait d’observer une expansion efficace in vivo. De plus, la 

sélection immunomagnétique permet de générer des CTL CD4+ et CD8+ capables de répondre à de 

multiples épitopes.  

 
Tableau XI. Résultats d’essais cliniques utilisant des CTL produits par la technique 
immunomagnétique basée sur sécrétion de l'IFN-
 
virus Patients Dose CTL/Kg Evolution clinique Réference 

 
ADV 

 
9 patients avec une infection 
systémique 

 
1,2-50x104  

 
5/6 patients évaluables: résolution complète de 
l’infection ou diminution significative de la charge 
virale ADV 

 
Feuchtinger et al.,  
2006 

ADV 5 enfants avec une virémie 1x104  
ou 10x104  

4/5: Expansion de CTL-ADV in vivo et 3/5: 
résolution de charge virale 

Qasim et al., 2013 

ADV 1 enfant avec l’infection 
pulmonaire à ADV 

ND Une négativation de la charge virale ainsi qu’une 
récupération de fonction respiratoire 

Di nardo et al., 
2013 

EBV 6 patients avec un PTLD: 3/6 à 
un stade précoce et 3/6 à un 
stade tartif 

0,4-9,7x106 2 patients/3 en phase précoce :réponse complète 
(disparition de la charge virale et des signes 
cliniques); 3 patients/3 en phase tardive : aucune 
réponse 

Moosmann et al., 
2010 

EBV 10 patients avec une virémie 
persistente ou PTLD 

0,015-5,38x104  8/10 patients: expansion des CTL-EBV in vivo, 
7/8  : diminution de la charge virale ou résolution 
de PTLD 

Icheva et al., 2012 

CMV 18 patients avec virémie CMV 
ou post-réactivation 

0,12-16,6x104  12/16 patients évaluables: résolution de l’infection 
à CMV ou diminution significative de la charge 
virale CMV, expansion in vivo des CTL anti-CMV 

Feuchtinger et al., 
2010 

CMV 7 patients, 5 après réactivation  
virale  
et 2 en prophylactique 

1x104  7/ 7 patients : expansion des CTL-CMV in vivo Mackinnon et al., 
2007 

CMV 18 patients, 11 patients en pré-
emptif et 7 patients en 
prophylaxie 

1x104  18/18 patients  : expansion  des CTL-CMV in vivo.  
7/7 patients recevant des CTL en prophylaxie : pas 
de traitement antiviral dans les 6 mois;  
11/11 patients en pré-emptif : réduction de 
l'utilisation des agents anti-viraux  

Peggs  et al., 2011 

 
 

CTL dirigés contre plusieurs virus 

La même technologie a été utilisée pour générer rapidement en pré-clinique des CTL tri-virus, par 

l’équipe de M. Brenner (Fujita et al., 2008). Les antigènes de stimulation étaient les mêmes que ceux 

utilisés par cette équipe pour la génération de CTL tri-virus par culture cellulaire c'est-à-dire des 

lignées EBV (LCL-EBV) modifiées génétiquement avec un vecteur adénoviral chimérique Ad5f35 
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exprimant le transgène CMV-pp65: Ad5f35pp65. Aucun essai clinique n’a été publié pour le 

moment. 

3.2.3 Les limites de ces approches 

Si les résultats cliniques rapportés précédemment avec la sélection immunomagnétique, soit par le 

biais des multimères, soit basée sur la sécrétion d’IFN- par les cellules stimulées sont extrêmement 

prometteurs, ces approches rencontrent quelques limites.   

En effet, la sélection immunomagnétique par le biais des multimères reste restreinte aux patients qui 

expriment des allèles HLA pour lesquels des peptides viraux sont disponibles et pour lesquels la 

fréquence circulante de cellules T réactives dans le sang périphérique est suffisamment élevée. Ainsi, 

les infections associées aux virus (tel que l’ADV) où la fréquence circulante de cellules T réactives 

est plus faible que pour le CMV, ne seront pas concernées par ce type d’approche (Leen et al., 2008). 

L’expérience infructueuse d’Uhlin chez un patient, mentionnée précédemment, confirme cette limite. 

Toutefois, une approche similaire nécessitant une expansion en présence de cytokines des CTL anti-

ADV sélectionnés par le biais de multimères a été envisagée par Geyeregger et al en 2013. Aucune 

administration in vivo n’a été rapportée à ce jour. 

Par ailleurs, seul un clone T spécifique du peptide présenté dans le contexte HLA du soi peut être 

sélectionné, ce qui restreint considérablement le nombre de lymphocytes T et la diversité des 

lymphocytes T dans la fraction sélectionnée.  

Concernant la sélection immunomagnétique sur la base de la sécrétion d’IFN-, les limites 

apparaissent du fait : 1- de l’absence de disponibilité d’antigènes de grade clinique pour tous les 

agents viraux, 2- de la cinétique de sécrétion d’IFN- différente selon l’antigène viral utilisé, 3- de la 

compétition éventuelle qui peut s’exercer entre les différents antigènes viraux lors de la production 

de CTL multi-pathogènes, 4- de la capacité de la colonne de sélection limitant le nombre de cellules 

pouvant être soumises au processus de sélection. 

On assiste actuellement à une disponibilité croissante d’antigènes de grade clinique pour plusieurs 

agents viraux, ce qui rend la production de CTL mono-spécifiques possible vis-à-vis de nombreux 

virus. S’agissant de la cinétique de sécrétion d’IFN- différente selon l’antigène viral utilisé trois 

travaux pré-cliniques récents ont montré qu’il était possible de sélectionner par méthode 

immunomagnétique des CTL multi-pathogènes en ciblant un marqueur de co-stimulation ou un 

marqueur d’activation dont la cinétique d’apparition est indépendante de l’antigène de stimulation.  

 

 

 

106



3.2.4 Production de CTL sur la base de l’expression de marqueurs d’activation  

Zandvliet et al ont rapporté la sélection avec succès de CTL anti-quadri-virus (CMV, EBV, ADV et 

influenza (FLU)) sur la base de l’expression du récepteur CD137, la cinétique d’expression de ce 

marqueur de co-stimulation étant optimale après 48 heures, quelque soit l’antigène de stimulation 

utilisé contrairement à la cinétique de la sécrétion d’IFN- (Zandvliet et al., 2011).  

Parallèlement, Khanna et al ont proposé la génération de CTL multipathogènes (ADV, EBV, CMV, 

Aspergillus fumigatus et Candida albicans) sur la base de l’expression du CD154 (CD40 Ligand, 

exprimé après activation des lymphocytes T) (Khanna et al., 2011). Dans ce dernier travail, les 

auteurs préconisent une expansion des CTL in vitro afin d’observer la présence de CTL vis-à-vis de 

l’Aspergillus fumigatus dont la fréquence est indétectable après sélection. On peut noter que c’est la 

première publication qui isole avec succès des CTL anti-aspergillus en utilisant un antigène 

peptidique utilisable en clinique (un travail pré-clinique avait été rapporté par Tramsen et al 

utilisant un extrait cellulaire infecté par la souche d’Aspergillus fumigatus CBS 144-89 après 

inactivation) (Tramsen et al., 2009).  

Plus récemment, Lugthart et al sont parvenus à générer des CTL tri-virus (ADV, EBV et CMV) sur 

la base de l’expression du CD25 (chaîne  du récepteur de l’IL-2, exprimé après activation des 

lymphocytes T) après 3 jours de stimulation avec des pools de peptides (Lugthart et al., 2012). Les 

auteurs mentionnent que cette stratégie permet également un enrichissement en cellules T 

régulatrices qui pourraient avoir un effet bénéfique sur la GvHD. 

La troisième limite de ces techniques qui est la compétition qui s’exerce entre les différents antigènes 

viraux lors de la production de CTL multi-pathogènes n’est à ce jour pas résolue. En effet, le choix 

d’une cible telle que le CD154 ou le CD25 ne permet toutefois pas de s’en affranchir et les auteurs 

observent la prédominance de CTL d’une spécificité donnée au dépend des autres. 

 

3.3 Production des CTL à partir de donneurs n’ayant aucune immunité vis-à-vis des virus 

concernés 

La production des CTL anti-infectieux telle que nous l’avons présentée jusqu’ici consiste à isoler et 

éventuellement amplifier une population de lymphocytes T spécifiques pré-existante. Cependant, 

cette approche n’est pas applicable aux donneurs séronégatifs, n’ayant jamais rencontré les agents 

viraux concernés ou avec les sangs placentaires allogéniques, dont l’utilisation en allogreffe de CSH 

est croissante. La production de CTL anti-infectieux à partir de tels donneurs nécessite au préalable 

le « priming » des LT. Les CPA capables d’effectuer ce « priming » sont les DC. L’équipe de M 

Brenner a proposé une méthode de production de CTL tri-virus à partir de sangs placentaires en 
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produisant avec une partie du sang placentaire décongelé des DC pulsées, après 5 jours de culture, 

avec le vecteur adénoviral chimérique Ad5f35 exprimant le transgène CMV-pp65:Ad5f35pp65. Ces 

DC pulsées sont mises en co-culture avec les cellules mononucléées du sang placentaire en présence 

d’un cocktail cytokinique composé d’IL-7, IL-15 et IL-12 pendant 10 jours. Une première 

stimulation antigénique par la LCL-EBV-Ad5f35pp65 avec IL-15 à J10 et une 2ème  stimulation 

antigénique par la LCL-EBV-Ad5f35pp65 avec IL-2 à J17 ont été effectuées. De l’IL-2 est ensuite 

ajoutée deux fois par semaine à partir de J20. Neuf lignées de CTLs anti-ADV/EBV/CMV ont été 

produites à partir de sangs placentaires. Après poursuite de la culture pendant 3 semaines, une 

médiane de 85,5x106 cellules a été obtenue comprenant en médiane 78,7%  CD8+ (46-94%) et 31% 

de CD4+ (12-54%). Leur spécificité antigénique a été contrôlée par Elispot  IFN-anleyet 

al.,;anleyet al.,.    

Ce travail fait la preuve qu’il est possible de produire des CTL anti-virus à partir de donneurs 

séronégatifs. En pratique, cela semble difficilement réalisable, le sang placentaire devant être 

cryoconservé en plusieurs poches et la partie utilisable pour l’allogreffe se trouvant réduite de 20% 

environ. Or, on sait qu’un sang placentaire est souvent insuffisant pour réaliser une allogreffe. C’est 

d’ailleurs pour cela que l’on s’oriente vers les doubles allogreffes de sang placentaires chez les 

adultes. 

Un article rapporte également le traitement d’une infection à CMV post-greffe de CSH, réfractaire 

aux traitements anti-viraux, avec une injection de CTL anti-CMV produits à partir d’un donneur 

séronégatif pour le CMV (Horn et al., 2009). Le donneur a reçu le vaccin CMV (Townes train) et les 

CTL ont été obtenus après stimulation in vitro par les monocytes pulsés avec un pool de peptides se 

chevauchant et recouvrant la protéine pp65. La charge virale CMV a diminué chez le receveur après 

l’injection des CTL et une cytotoxicité spécifique du CMV croissante a été observée chez le patient. 

 

3.4 Production de CTL de tierce partie  

L’approche de la production de CTL à partir d’un donneur différent du donneur de CSH, un donneur 

tierce partie, a été mise en pratique pour la première fois dans le cadre des banques de CTL que nous 

avons évoquées précédemment. Actuellement il y a trois banques de CTLs existantes : une banque de 

CTL-EBV en Ecosse (44 patients); une banque de CTL-EBV en France (11 patients) et une banque 

de CTL tri-virus (ADV/CMV/EBV) aux USA (50 patients). En dehors du contexte des banques de 

CTL, le recours à un donneur tierce partie s’avère parfois nécessaire lorsqu’il n’est pas possible de 

revenir au donneur de CSH, comme par exemple dans le cas des greffes de sang placentaire, dans le 

cas d’une indisponibilité du donneur ou bien d’un donneur de sérologie négative.  Dans le rapport du 
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Memorial Sloan-Kettering en 2012, 5 patients ont été traités par des CTL-EBV tierce partie et des 

réponses complètes ont été obtenues chez 4/5 patients (Doubrovina et al., 2012). D’autres études ont 

confirmé ces résultats (Barker et al., 2010; Uhlin et al., 2010 et 2012).  Feuchtinger et al. ont 

rapporté leur expérience de traitement de 2 patients après greffe de sang placentaire avec des cellules 

spécifiques anti-CMV provenant de donneurs tierce partie ne présentant aucune compatibilité HLA 

avec les patients. Ces cellules ont été produites par technique immunomagnétique. Uneexpansion 

des CTL-CMV in vivo a été observée chez un patient, concomitante à une négativation de la charge 

virale (Feuchtinger et al., 2010). L’efficacité pour négativer la charge virale ADV avec les cellules T 

spécifiques anti-ADV produites par technique immunomagnétique à partir d’un donneur tierce partie 

a été confirmée par l’équipe anglaise de Qasim (Qasim et al., 2011). Même si les taux de réponse 

sont légèrement inférieurs à ceux observés avec CTL dérivés du donneur de CSH, on note une 

efficacité importante sans risque accru d’alloréactivité.  

 

 
 

  

109



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

REVUE1 

110



L’essentiel de l’information
scientifique et médicale

www.jle.com

Le sommaire de ce numéro
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Résumé. Après allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH), sur-
viennent des infections virales associées à une morbidité et une mortalité
importantes du fait de l’absence de reconstitution immunitaire spécifique conco-
mitante. Dans ce contexte, les traitements médicamenteux antiviraux présentent
une efficacité inconstante. L’idée de proposer une alternative thérapeutique aux
antiviraux permettant de restaurer la réponse immunitaire a émergé dans les
années 1990 en proposant d’administrer les lymphocytes du donneur au patient,
thérapeutique parfois efficace mais malheureusement non dénuée d’effet délé-
tère. L’immunothérapie adoptive spécifique consiste à transférer une immunité
issue du donneur par l’administration de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) diri-
gés contre un ou plusieurs virus, isolés au préalable in vitro et éventuellement
amplifiés. Les progrès réalisés, durant cette dernière décennie, ont montré que
cette approche est un atout essentiel dans la lutte efficace contre les infections
virales chez les receveurs d’allogreffes de CSH tout en étant peu associée aux
effets secondaires initialement redoutés. Deux grandes évolutions ont permis une
meilleure réactivité et une disponibilité rapide des CTL au moment où le patient
en a besoin : le développement de banques de CTL allogéniques et l’évolution
des techniques de production.

Mots clés : infections virales, allogreffe de cellules souches hématopoïétiques,
immunothérapie adoptive, sélection immunomagnétique

Abstract. Viral infections represent one of the main causes of morbidity and
mortality following hematopoietic stem cell transplantation. Antiviral treatment
failure may be explained by the absence of specific immune reconstitution. In
the 1990s, antiviral immunotherapy initially consisting in total donor lympho-
cyte infusion presented efficiency but was often associated with adverse events.
Specific antiviral immunotherapy emerged and relied on the isolation of mono-
or multivirus donor-derived-specific T cells with or without in vitro expansion.
During the last 10 years, such an adoptive transfer has been proved feasible, and
helpful in specific antiviral immune reconstitution, and rarely associated with
adverse events. Two main evolutions contributed to allow a good reactivity to
propose immunotherapy in case of antiviral treatment failure: the development
of allogeneic cytotoxic T lymphocytes (CTL) banks and the improvement of
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CTL isolation methods using immunomagnetic technology, which presents the
advantage to be fast.

Key words: viral infections, hematopoietic stem cell transplantation, adoptive
immunotherapy, immunomagnetic isolation
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’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH)
emeure aujourd’hui le traitement de référence pour de
ombreux patients atteints d’hémopathies malignes, non
alignes ou de déficits immunitaires primitifs. Dans le

ontexte des hémopathies malignes, elle consiste en une
éritable immunothérapie, les cellules immunocompé-
entes présentes dans le greffon réagissant contre les cellules
normales. Il s’agit de l’effet bénéfique de l’allogreffe
ppelé effet du greffon contre la leucémie (GvL). Cepen-
ant, la mise en présence de deux systèmes immunitaires
ngendre des réactions d’alloréactivité bidirectionnelles à
’origine des complications majeures de l’allogreffe de
SH : le rejet du greffon, lié à la réaction du système

mmunitaire du receveur contre le greffon et la réaction
u greffon contre l’hôte (GvH), réaction symétrique du
ejet liée à la réaction des cellules immunocompétentes
résentes dans le greffon contre les tissus du receveur.
outefois, la reconstitution d’une immunité à partir du
reffon chez le receveur constitue un avantage certain de
’allogreffe de CSH comparé aux allogreffes d’organes :
a possibilité d’arrêter tout traitement immunosuppres-
eur au cours de la vie du patient. Cette reconstitution
mmunitaire peut prendre du temps et être aggravée par
’immunosuppression engendrée par la GvH et ses traite-

ents. Ce contexte d’immunodépression profonde favorise
a survenue d’infections parmi lesquelles les infections
irales, plus particulièrement celles à Herpesviridae (le
irus d’Epstein-Barr [EBV] et le cytomégalovirus [CMV])
t à adénovirus (ADV) qui sont associées à une morbidité et
ne mortalité importantes [1]. Bien que d’autres virus soient
galement rencontrés après allogreffe de CSH, l’incidence
t la gravité des complications engendrées ne sont pas
ussi importantes qu’avec l’EBV, le CMV et l’ADV. La
ise en œuvre d’un suivi régulier (monitoring) des charges

irales après la greffe a apporté des bénéfices considérables
armi lesquels la possibilité d’anticiper le développement
’infections virales causées par ces agents les plus fré-
uents et l’instauration très précoce, avant toute apparition
e signes cliniques en lien avec l’agent infectieux détecté,
’un traitement antiviral à dose curative, appelé : traitement
réemptif. Cependant, cette seule information peut parfois
onduire à l’administration excessive de traitements anti-
iraux qui peuvent être responsables d’une toxicité chez
e patient. En effet, certains patients peuvent, à partir des
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ymphocytes T matures apportés avec le greffon, dévelop-
er une immunité spécifique en réponse à l’agent infectieux.
e fait, depuis une dizaine d’années, le suivi régulier de la

econstitution immunitaire spécifique est de plus en plus
réquemment associé au monitoring virologique, princi-
alement du fait de l’avènement de techniques rapides et
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sensibles de quantification de l’immunité cellulaire spéci-
fique. Cette double approche permet alors de cibler avec
précision les patients nécessitant la mise en œuvre d’une
thérapie antivirale préemptive comparés à ceux disposant de
défenses immunitaires suffisantes pour maîtriser l’infection
[2, 3]. En effet, plusieurs équipes, dont la nôtre, ont montré
dans le cadre des infections EBV survenant après allogreffe
de CSH, la pertinence d’associer une technique sensible,
rapide, fonctionnelle ou non d’évaluation de la réponse
immunitaire spécifique afin de ne traiter en préemptif que
les patients incapables de se défendre [4]. Cependant, si
la sélection fine des patients nécessitant une thérapeutique
médicamenteuse antivirale permet d’éviter le traitement
excessif des patients, elle ne garantit pas l’efficacité du trai-
tement. En effet, il a été rapporté pour certains virus que
le traitement médicamenteux pouvait s’avérer inefficace
en l’absence de reconstitution immunitaire concomitante
[5]. Malgré l’émergence de nouvelles molécules antivirales,
la nécessité de restaurer cette immunité anti-infectieuse
est plus que jamais d’actualité, les lymphocytes T cyto-
toxiques (CTL) représentant l’élément principal de défense
contre les virus mais également contre les tumeurs. La pre-
mière stratégie d’immunothérapie adoptive anti-infectieuse
développée dans les années 1990 a été la réinjection de lym-
phocytes du donneur (donor lymphocyte infusion [DLI]).
Malgré quelques succès rapportés dans la littérature, cette
technique est aujourd’hui abandonnée dans cette indication
du fait du faible nombre de lymphocytes T spécifiques injec-
tés et du risque associé de survenue d’une GvH, mais reste
d’actualité pour favoriser l’effet GvL [6, 7]. Cependant,
ces observations ont révélé la nécessité d’évoluer vers des
stratégies d’immunothérapies adoptives spécifiques. Deux
options différentes ont été explorées en parallèle : d’une
part, l’élimination des lymphocytes T alloréactifs des cel-
lules du donneur à réinjecter afin de conserver intacts les
lymphocytes T garants de l’activité anti-infectieuse tout
en limitant le risque de survenue d’une GvH (déplétion
alloréactive), d’autre part, la sélection des CTL antiviraux
(figure 1).

La première option a donné des résultats très prometteurs
dans les déficits immunitaires en utilisant une immuno-
toxine pour éliminer les lymphocytes T alloréactifs [8].
Cependant, les résultats ont été plus décevants dans les
hémopathies malignes, l’élimination des lymphocytes T
alloréactifs entraînant la disparition des lymphocytes T res-
ponsables de l’effet GvL, conduisant à un taux de rechute
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très élevé [9]. La seconde option consiste à transférer
une immunité spécifique issue du donneur en adminis-
trant des CTL dirigés contre un ou plusieurs virus, isolés
au préalable in vitro et éventuellement amplifiés. Cette
approche, initialement développée par culture cellulaire de
longue durée, a bénéficié des évolutions des techniques de
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igure 1. Stratégies d’immunothérapie adoptive.

roduction de grade clinique permettant aujourd’hui
’avoir une meilleure réactivité et une disponibilité rapide
es CTL au moment où le patient en a besoin. Nous nous
roposons de présenter dans cette revue les différentes tech-
iques d’immunothérapie cellulaire spécifique antivirale
ui sont, pour la plupart, actuellement évaluées dans le
adre de protocoles cliniques.
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mmunothérapie spécifique antivirale

eux grandes méthodes d’obtention de CTL spécifiques
ntiviraux ont été développées et sont rapportées dans la
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littérature : soit l’isolement et l’amplification des CTL
anti-infectieux pendant quatre à six semaines de culture cel-
lulaire in vitro, soit la sélection rapide des CTL circulants
chez le donneur.

Production des lymphocytes T cytotoxiques

antivirus par culture cellulaire
Les lymphocytes T cytotoxiques antivirus
d’Epstein-Barr
Nous n’évoquerons dans ce chapitre que les études ayant
porté sur les syndromes lymphoprolifératifs induits par
l’EBV après allogreffe de CSH (tableau 1). Cependant,
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Tableau 1. Essais cliniques utilisant des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) anti-virus d’Epstein-Barr (EBV) après allogreffe de
cellules souches hématopoïétiques (CSH).

Protocole
d’expansion

Cellules injectées Patients traités Résultats cliniques Références

Culture in vitro CTL polyclonaux 10 (3 comme traitement et
7 comme prophylaxie)

3/3 ont contrôlé l’infection [10]

Culture in vitro CTL polyclonaux 39 avec traitement prophylactique Aucun patient n’a développé
de PTLD en comparaison
avec 11,5 % du groupe témoin

[11]

Culture in vitro CTL polyclonaux 6 patients traités 5 patients en rémission
complète ; 1 décédé

[11, 16]

Culture in vitro CTL polyclonaux 114 patients (101 ont reçu un
traitement prophylactique ; 13 ont
reçu un traitement curatif)

101/101 : aucun
développement d’un
EBV-PTLD
11/13 : rémission complète

[15]

Culture in vitro CTL polyclonaux 6 avec une forte charge virale 5/6 ont réduit la charge virale
post-CTL
1/6 décédé suite à un PTLD

[12]

Culture in vitro CTL polyclonaux 1 patient traité pour une
lymphoprolifération induite par
l’EBV

Pas de réponse à la thérapie [18]

Culture in vitro CTL polyclonaux 6 patients (dont 5 ayant
développé un PTLD) ont été
traités par CTL anti-EBV après
échec du traitement par rituximab
(2 : absence de réponse ; 4 :
réaugmentation de la charge
virale EBV à l’arrêt du traitement)

Une négativation de la charge
virale EBV, une résolution
clinique des PTLD chez tous
les patients. Aucun
événement indésirable, ni
aucune réaction de GvH

[13]

Culture in vitro CTL polyclonaux
provenant d’une
banque

8 patients avec un PTLD
progressif ne répondant pas aux
traitements conventionnels ont
été traités

3 patients ont une réponse
complète ; 2 patients sans
réponse ; 3 patients n’ont pas
fini le traitement

[30]
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Culture in vitro CTL polyclonaux

provenant d’une
banque

33 patients avec un
répondant pas aux t
conventionnels ont é

FN� : interféron gamma ; GvH : réaction du greffon contre l’hôte ; PTLD : po

es CTL anti-EBV ont été également générés dans d’autres
ontextes cliniques (Syndromes lymphoprolifératifs induits
ar l’EBV – EBV-post-transplant lymphoproliferative
isease (PTLD) – survenant après allogreffes d’organe,
ymphome de Hodgkin, carcinome nasopharyngé). En effet,
es pathologies tumorales, du fait de l’expression de nom-
reux antigènes immunogènes de l’EBV, constituent une
ible privilégiée pour un effet antiviral et également antitu-ré

 à
 p
oral des CTL.
partir des années 1993, l’équipe de Heslop et de Rooney a

té la première à développer une immunothérapie adoptive
visée préventive et curative des EBV-PTLD après allo-

reffe de CSH [10, 11]. D’autres équipes ont également
ravaillé sur le sujet [12, 13]. En effet, avant l’avènement
u rituximab au début des années 2000 [14] et son utili-
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ne
ents

scrits

14 patients ont une réponse
complète ; 3 avec réponse
partielle ; 16 sans réponse

[31]

nsplant lymphoproliferative disease.

sation dans le traitement de l’EBV-PTLD, la morbidité et
la mortalité liées à l’EBV après une allogreffe T-déplétée
étaient très élevées (entre 1 à 25 %).
Les cellules B infectées par l’EBV dans les PTLD ont un
phénotype et une expression d’antigènes viraux proches
de ceux des lignées cellulaires lymphoblastoïdes (LCL)
transformées in vitro par l’EBV (produites en infectant les
cellules B du sang périphérique du donneur par la souche

EBV B 95.8). Les LCL ont été utilisées comme cellules
présentatrices d’antigène (CPA), afin de produire des CTL
anti-EBV en co-cultivant les cellules mononucléées (CMN)
du donneur avec la LCL du donneur. Au cours d’une culture
d’un mois environ, de l’IL2 est ajoutée à chaque change-
ment de milieu et une re-stimulation par la LCL du donneur
est réalisée. Grâce à cette méthode, les CTL anti-EBV
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roduits sont polyclonaux et contiennent des cellules T anti-
BV CD4+ et CD8+, reconnaissant plusieurs antigènes

atents ou lytiques du virus.
’équipe de Heslop et de Rooney a montré une efficacité des
TL anti-EBV dans la prévention de la survenue des EBV-
TLD ainsi que dans l’apparition d’une immunité anti-EBV
hez le receveur [10, 11]. Une équipe japonaise a quant à
lle rapporté en 1997 une expérience malheureuse chez un
atient présentant un EBV-PTLD [16]. Les auteurs ont sug-
éré que l’injection de CTL anti-EBV était intervenue trop
ard par rapport au diagnostic (20 et 30 jours après) et à des
oses faibles. Récemment, ont été rapportés par l’équipe
e Brenner les résultats de l’injection des CTL anti-EBV
hez 114 patients, l’ensemble des patients ayant été pris
n charge par ce traitement. Cent un patients ont reçu ce
raitement en prophylaxie et aucun d’entre eux n’a déve-
oppé de syndrome lymphoprolifératif induit par l’EBV
16]. De plus, aucune GvH de novo n’a été observée et
uit patients qui avaient déjà présenté une GvH ont eu une
éactivation rapidement maîtrisée. Les 26 premiers patients
nt reçu des CTL anti-EBV marqués génétiquement avec
n vecteur rétroviral contenant le gène de résistance à
a néomycine (neo). Ce marquage a permis de montrer
ue les CTL pouvaient survivre jusqu’à neuf ans après
’injection [16]. Sur 13 patients traités en curatif par des
TL anti-EBV, 11 ont été mis en rémission complète. Les
eux premiers patients avaient été décrits antérieurement
11]. L’un des deux patients n’avait pas répondu au trai-
ement, la tumeur ne présentant plus les deux épitopes
rincipaux (notamment EBNA-3B) contre lesquels réagis-
aient les CTL anti-EBV, entraînant une résistance au
raitement [17]. C’est pourquoi, il est préférable que le
roduit cellulaire soit polyclonal avec des spécificités anti-
éniques larges afin de diminuer les risques d’échappement
e la tumeur au système immunitaire et composé de cel-
ules T anti-EBV CD4+ et CD8+ [18]. Cette équipe a
onclu qu’une dose de 2 × 107 CTL anti-EBV/m2 était sans
anger et efficace pour une utilisation prophylactique ou
urative.

es lymphocytes T cytotoxiques anti-cytomégalovirus
e transfert adoptif des CTL anti-CMV activés et ampli-
és in vitro a également été utilisé comme traitement
rophylactique et curatif des infections CMV post-greffe
tableau 2).

ré
 à

 p
’équipe de Riddell a été la première à s’intéresser à
’immunothérapie adoptive anti-CMV en développant des
lones de cellules T CD8+ anti-CMV, isolés à partir du
ang du donneur de CSH et amplifiés in vitro puis adminis-
rés à des doses croissantes de 3 × 106/kg à 1 × 109/kg, à
4 patients après allogreffe de CSH [19]. Les auteurs ont
ontré que ces injections de clones T CD8+ anti-CMV

346

© John Libbey 

Ti

116
étaient bien tolérées et qu’elles permettaient le transfert
d’une immunité anti-CMV chez le receveur. Les clones
ont persisté pendant au moins huit semaines avant de dis-
paraître progressivement chez les patients qui n’avaient
pas reconstitué une immunité CD4 anti-CMV endogène.
Cette étude a mis en évidence l’importance d’associer aux
CTL CD8+ spécifiques une population de lymphocytes T
CD4+ spécifiques afin que le transfert d’immunité adop-
tive soit maintenu dans le temps. Puis Einsele et al. ont
généré des lignées polyclonales de CTL anti-CMV en uti-
lisant un lysat CMV permettant d’activer et d’amplifier les
cellules T CD4+ et CD8+ [20, 21]. Les CTL anti-CMV
injectés à la dose de 1 × 107/m2 ont permis la réduction de
la charge virale chez sept patients traités sur huit, cet effet
étant soutenu dans le temps pour cinq patients, les deux
autres ayant réactivé le CMV. Cependant, une deuxième
injection de CTL anti-CMV a entraîné la négativation de
la charge virale pour l’un d’entre eux [21]. Peggs et al.
ont utilisé une approche de production légèrement diffé-
rente en stimulant les CMN du donneur avec des cellules
dendritiques (DC) du donneur, CPA chargées avec des anti-
gènes CMV dérivés d’une souche CMV inactivée (Towne’s
strain) [22]. Seize patients ayant présenté une réactivation
CMV ont reçu 1 × 105 CTL anti-CMV/kg après 36 jours
(en médiane) post-greffe [23]. Aucune réaction de GvH n’a
été observée et une expansion massive in vivo des CTL
anti-CMV (de 3 à 5 log) a été observée chez quatre patients
explorés. Les thérapeutiques médicamenteuses anti-CMV
ont été arrêtées chez huit patients. Seuls deux patients sur les
14 évaluables ont eu une réactivation du CMV nécessitant
la mise en place d’un traitement antiviral.
Les études plus récentes se sont affranchies pour la stimu-
lation cellulaire T de l’utilisation de lysat ou d’antigènes
dérivés d’une souche CMV qui peuvent représenter une
source de transmission virale au receveur, et qui ne sont
pas acceptés par les autorités réglementaires pour la pro-
duction de cellules administrées à l’homme. L’équipe de
Micklethwaite a produit des CTL anti-CMV en stimulant
les CMN du donneur avec des DC du donneur chargées avec
un peptide synthétique immunodominant NLVPMVATV
dérivé de la protéine pp65 et présenté par la molécule HLA-
A2 aux lymphocytes T CD8+ [24]. Ces CTL anti-CMV ont
été transférés en prophylaxie à des receveurs adultes ou
pédiatriques d’allogreffe de CSH après conditionnement
non myéloablatif sans aucune déplétion T in vivo ou in
vitro. Chez six patients sur neuf une augmentation modérée
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post-injection de la fréquence des cellules T CD8+ spé-
cifiques a été observée, mais celles-ci ont disparu après
quelques jours voire quelques semaines, probablement du
fait de l’absence de lymphocytes T CD4+ spécifiques. Les
autres patients ont réactivé le CMV. Une GvH aiguë a été
observée chez trois patients dans les 14 jours qui ont suivi
l’injection des CTL anti-CMV, conduisant au décès d’un
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Tableau 2. Essais cliniques utilisant des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) anti-cytomégalovirus (CMV) après allogreffe de
cellules souches hématopoïétiques (CSH).

Protocole
d’expansion

Cellules injectées Patients traités Résultats cliniques Références

Culture in vitro Clones de cellules
T CD8+

Injection prophylactique
pour 14 patients

Pas d’infection à CMV [19]

Culture in vitro CTL polyclonaux 8 avec infection 5 patients ont eu une négativation de la
charge virale CMV après 1 dose de
CTL ; 1 patient, après la 2e dose ; 1 n’a
pas négativé la charge virale CMV

[21]

Culture in vitro CTL polyclonaux 16 avec virémie 8 patients ont négativé la charge virale
CMV sans antiviraux ;
2 patients/14 évaluables ont réactivés le
CMV nécessitant un traitement antiviral

[23]

Culture in
vitro/Sélection
immunomagnétique

CTL polyclonaux 23 patients avec virémie
(16 ont reçu des CTL
cultivés in vitro ; 7 ont
reçu des CTL-IFN�

[5 après réactivation de
la charge virale et 2 en
prophylactique])

8/16 : négativation de la charge virale
CMV sans antiviraux
8/16 : réactivation du CMV puis
négativation concomitante à l’injection
de CTL
7/7 : expansion des CTL anti-CMV, qu’il
y ait ou non une charge virale CMV
détectable (5/7 ont reçu une thérapie
médicamenteuse antivirale
concomitante, mais de plus courte durée
pour 4 d’entre eux)

[37]

Culture in vitro Cellules T CD8+
spécifiques d’un
peptide de pp65

Injection prophylactique
à 9 patients

6/9 : expansion in vivo des cellules T
spécifiques anti-CMV post-injection ;
2/9 réactivation CMV résolutive sans
antiviraux

[24]

Culture in vitro CTL polyclonaux Injection prophylactique
à 12 patients

12/12 : reconstitution immunitaire
spécifique anti-CMV post-injection,
durable dans le temps pour 8 patients
4/12 : réactivation CMV résolutive sans
antiviraux pour 2 patients

[25]

Culture in vitro CTL polyclonaux 7 patients avec
antigénémie ou virémie
positive après plus de
2 semaines de traitement
antiviral

5/7 : cytotoxicité anti-CMV dans les 4 à
6 semaines suivant les CTL
2/7 : pas de reconstitution (viabilité des
CTL insuffisante ou poursuite du
traitement immunosuppresseur)

[26]
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Culture in vitro CTL polyclonaux 1 patient recevant
CTL anti-CMV d’un
donneur de CSH
séronégatif pour le

FN� : interféron gamma ; GvH : réaction du greffon contre l’hôte ; pp65 : un

es patients. Dans cette étude, tous les patients avaient
éveloppé une GvH avant l’injection des CTL anti-CMV et

ré
 à
’incidence de la GvH a coïncidé avec une diminution des
oses de corticoïdes, mais la possibilité que les cellules T
uissent avoir causé ou renforcé la GvH ne peut être éli-
inée. Malgré l’avantage de proposer une production de
TL anti-CMV de grade clinique, ce protocole présente
lusieurs limites : le fait que la stimulation ne soit faite que
ar un seul peptide présenté par une molécule HLA donnée
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Diminution de la charge virale CMV [47]

téine immunodominante du CMV.

(HLA-A2) restreint cette thérapeutique aux patients pré-
sentant ce typage HLA et limite le nombre de clones de

lymphocytes T présents dans les CTL à une seule spéci-
ficité, contrairement à ce que l’on peut observer lorsque
l’antigène de stimulation est un ensemble de peptides issus
d’une protéine immunodominante. Enfin, l’absence de lym-
phocytes T CD4+ spécifiques, indispensables au maintien
de la réponse immunitaire dans le temps chez les patients
est une limite importante.
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’est pourquoi la même équipe a ensuite produit des CTL
olyclonaux anti-CMV en utilisant comme CPA des DC
ransduites avec un vecteur adénoviral codant pour la pro-
éine pp65 du CMV. Ils ont injecté en prophylaxie une seule
ose de 2 × 107/m2 CTL anti-CMV, 28 jours après allo-
reffe de CSH chez 12 patients adultes [25]. Seuls quatre
atients ont présenté une réactivation CMV mais avec des
harges virales CMV faibles, ne nécessitant pas la mise
n place d’un traitement antiviral pour deux d’entre eux.
e plus, le taux de survenue d’une GvH suite à l’injection
es CTL n’était pas augmenté par rapport à celui attendu
lassiquement dans ce type d’allogreffe. La présence d’une
mmunité anti-CMV suite à une expansion in vivo des CTL
njectés a été objectivée chez les 12 patients et a été durable
ans le temps pour huit d’entre eux. Enfin, tout récemment,
’équipe de Lucas a rapporté un essai clinique portant sur
ept patients présentant une infection à CMV résistante
u traitement antiviral après plus de deux semaines. Des
TL anti-CMV ont été produits par culture en utilisant un
ode de stimulation que nous évoquerons souvent dans la

uite de cette revue. Les antigènes de stimulation étaient
es pools de peptides synthétiques de 15 acides aminés
e chevauchant tous les 11 acides aminés et recouvrant
a totalité de la protéine pp65 et de la protéine IE1, deux
rotéines immunodominantes du CMV. Les CTL ainsi obte-
us ont été administrés à une dose comprise entre 2,5 et
105/kg. Parmi les sept patients, cinq ont présenté une acti-
ité cytotoxique anti-CMV dans les quatre à six semaines
uivant l’injection. Pour les deux autres patients chez les-
uels aucune immunité spécifique n’a été observée, les
uteurs rapportent que pour l’un la viabilité des CTL injec-
és était très faible et que l’autre était encore sous traitement
mmunosuppresseur (ciclosporine A et corticoïdes) lors de
’injection [26]. Dans cette étude, le fait de disposer de CTL
nti-IE1 permet d’élargir la spécificité antigénique des CTL
nti-CMV compte tenu que seuls 70 à 90 % des CTL recon-
aissent les épitopes de la protéine pp65 et que les cellules T
nti-IE1 sont importantes pour conférer une immunité pro-
ectrice contre le CMV. Il semble de plus que les réponses
mmunitaires anti-IE1 sont plus fortes et soutenues dans le
emps.

es lymphocytes T cytotoxiques
irigés contre plusieurs virus
een et al. ont produit des lignées de CTL tri-virus conte-

ré
 à

 p
ant des CTL spécifiques polyclonaux contre l’EBV, le
MV et l’ADV [27]. Ces lignées de CTL ont été pro-
uites en modifiant génétiquement les monocytes et les
CL transformées par l’EBV (LCL-EBV) avec un vec-

eur adénoviral chimérique Ad5f35 exprimant le transgène
MVpp65:Ad5f35pp65. En utilisant ce protocole, l’équipe
e Leen a activé et amplifié les lignées de CTL avec des
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spécificités appropriées. Avec cette méthode, les auteurs
ont injecté les CTL anti-EBV, anti-CMV et anti-ADV
chez 11 patients [27]. Chaque patient a reçu en médiane
5 × 107 cellules/m2 à J62 post-greffe. Aucun patient n’a
développé de GvH et aucune toxicité n’a été déplorée. La
réponse immunitaire spécifique du CMV a pu être éva-
luée pour dix patients ; une augmentation de la réponse T
IFN� anti-CMV a été observée chez sept d’entre eux dans
les deux semaines qui ont suivi l’infection, ce qui a été
confirmé pour quatre patients avec la technique des Tétra-
mères. In vivo, trois patients ont eu une augmentation de la
charge virale CMV dans les deux à sept semaines suivant
l’injection des CTL. Aucun traitement médicamenteux n’a
été nécessaire, la charge virale étant ensuite devenue néga-
tive en une semaine. La réponse immunitaire spécifique de
l’EBV a pu être évaluée chez 11 patients. Une augmentation
médiane d’un facteur 6 de la réponse IFN� a été obser-
vée en Elispot vis-à-vis de l’EBV dans les deux semaines
suivant l’injection pour dix patients. In vivo, trois patients
ayant présenté une réactivation EBV, dont un avec manifes-
tations cliniques d’un PTLD, quatre à neuf semaines après
l’injection des CTL, ont spontanément résolu l’infection
et les signes cliniques ont disparu, en même temps que se
développaient chez les patients des cellules T spécifiques
de l’EBV. Enfin, parmi les 11 patients, cinq présentaient
des cultures à ADV positives dans le sang, les selles et le
nasopharynx. Les six autres n’étaient pas infectés par le
virus. Pour les cinq patients infectés, les auteurs ont mis
en évidence une expansion des CTL anti-ADV associée à
une diminution de la charge virale. Ils rapportent égale-
ment une amélioration clinique d’un patient qui présentait
une pneumopathie. Quant aux six autres patients non infec-
tés, les auteurs n’ont pas mis en évidence d’expansion des
CTL anti-ADV et ne rapportent aucune infection à ADV
pendant la durée du suivi. Les auteurs concluent que ces
CTL multivirus sont dépourvus d’effet délétère et sont par-
faitement fonctionnels in vivo. L’expansion observée in
vivo des lymphocytes T spécifiques de l’EBV, du CMV
ou de l’ADV, en l’absence d’un changement significatif du
nombre de lymphocytes T global est en faveur d’une contri-
bution réelle des CTL injectés dans le développement de la
réponse immunitaire (tableau 3). La même équipe, ayant
constaté la réactivation CMV chez trois patients, a souhaité
accroître le contrôle des infections CMV en développant,
selon un protocole similaire, des CTL tri-virus en insérant
également dans le vecteur adénoviral le gène codant pour la
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protéine IE1 du CMV [28]. Une étude clinique a été initiée.

Les effets secondaires survenant après l’injection
de lymphocytes T cytotoxiques antiviraux
L’équipe de Cruz a récemment fait le bilan des effets secon-
daires observés après injection de CTL anti-infectieux au
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Tableau 3. Essais cliniques utilisant des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) multivirus et bi-virus, après allogreffe de cellules
souches hématopoïétiques (CSH).

CTL Protocole
d’expansion

Cellules
injectées

Patients traités Résultats cliniques Références

Multivirus
(CMV, EBV, ADV)

Culture
in vitro

CTL
polyclonaux

11 patients (injection
prophylactique pour
10 ; 1 traité pour une
infection à ADV)

3/3 ont contrôlé la réactivation du
CMV sans antiviraux
3/3 : disparition de l’infection à
EBV sans antiviraux
5 patients avec infection et
1 avec maladie
Disparition de la charge virale
ADV post-CTL

[27]

Bi-virus
(ADV, EBV)

Culture
in vitro

CTL
polyclonaux

12 patients avec un
traitement
prophylactique pour
une infection à ADV et

reçu
L en
nnel

10/12 n’ont pas réactivé l’EBV
3/12 : diminution de la charge
virale EBV concomitante à
l’apparition de CTL anti-EBV

[33]
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DV : adénovirus ; EBV : virus d’Epstein-Barr ; CMV : cytomégalovirus ; IFN

ours de dix années d’expérience [29]. Les auteurs ont iden-
ifié un taux d’événements indésirables de 17,3 %, mais
ucun grave. Les événements indésirables étaient dans leur
rande majorité attribuables au cryoprotecteur (le DMSO)
u à la diphenhydramine administrée en prémédication, et
on aux CTL eux-mêmes. Les auteurs concluent qu’une
urveillance du patient d’une heure après l’injection des
TL est suffisante.

es limites de la production de lymphocytes T
ytotoxiques antiviraux par culture cellulaire
algré les résultats extrêmement encourageants qui

nt été rapportés au long cours avec une technique
’immunothérapie par culture cellulaire, plusieurs limites
reinent le développement et la généralisation de cette
pproche.
e temps de production entre quatre et six semaines

voire plus pour la production de la lignée EBV) néces-
ite d’anticiper la production pour tous les patients avant
u au moment de la greffe, sans savoir si le patient réac-
ivera les virus concernés. Cela représente une charge de
ravail considérable, peu compatible avec les structures de
hérapie cellulaire actuellement en place, plus particulière-

ré
 à

 p
ent en France. Un des moyens de contourner cela est le
éveloppement de banques de CTL anti-EBV allogéniques
ettant à disposition de tout patient des CTL préparés à par-

ir de cellules de donneurs volontaires sains, cryoconservés
t sélectionnés pour chaque patient sur la base d’une compa-
ibilité HLA minimale et la validation par une cytotoxicité
n vitro de l’efficacité des CTL vis-à-vis de la lignée EBV
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une 2/12 : réactivation de l’ADV et
diminution de la charge virale
concomitante à l’injection de CTL
anti-ADV

terféron gamma ; GvH : réaction du greffon contre l’hôte.

du donneur de CSH [30, 31]. L’équipe de Haque a mené un
essai de phase II multicentrique portant sur 33 patients ayant
reçu une transplantation d’organe (n = 31) ou de CSH (n = 2)
atteints d’EBV-PTLD résistant aux traitements convention-
nels (réduction de l’immunosuppression, administration de
rituximab ou mise en œuvre d’une chimiothérapie). Aucun
effet secondaire n’a été noté (aucune GvH secondaire à
l’injection des CTL n’a été décrite) et un taux de réponse
(complète et partielle) de 64 % à cinq semaines et de 52 %
à six mois post-injection a pu être observé. Les lignées de
CTL ont été choisies pour leur compatibilité HLA et sélec-
tionnées pour leur forte cytotoxicité contre les LCL-EBV
du donneur et leur faible cytotoxicité contre des cellules du
receveur ne présentant pas l’EBV. La charge virale EBV
a diminué au-dessous d’un seuil de détection pour tous
les patients qui ont répondu au traitement. Cette étude a
révélé de manière significative que les meilleures réponses
cliniques étaient observées avec des CTL contenant une
forte proportion de lymphocytes T CD4+ spécifiques et
lorsque l’incompatibilité HLA était la plus faible avec le
receveur.
L’équipe française de Vié a développé une banque de CTL
anti-EBV et propose dans le cadre d’un protocole clinique
qui se prolonge sur 2012 une administration préventive ou

6

rt
 a

u

curative d’une à trois doses de 5 × 10 CTL anti-EBV/kg
à 28 jours d’intervalle chez des patients séronégatifs pour
l’EBV et présentant un EBV-PTLD post-greffe et une GvH
de grade inférieur à II.
Outre le développement de banques de CTL antiviraux,
il serait intéressant de disposer de techniques rapides
qui pourraient être mises en œuvre dans une stratégie
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e traitement préemptif dès que l’on a connaissance de
’augmentation de la charge virale. Nous présenterons dans
a deuxième partie de cette revue les techniques dévelop-
ées à ce jour.
a deuxième limite concerne le procédé de production
st relativement complexe, nécessitant une bonne exper-
ise des laboratoires le mettant en œuvre et rendant difficile
’obtention d’une autorisation d’application de grade cli-
ique par les instances régulatrices officielles.
a troisième limite concerne la compétition antigénique
urvenant lors de la production de lymphocytes T cyto-
oxiques multi-virus. On observe que les lymphocytes T
roduits réagissent majoritairement vis-à-vis du CMV et
e façon plus faible vis-à-vis de l’EBV et de l’ADV. Cela
st probablement dû à une présentation antigénique des
pitopes CMV ou EBV par les molécules HLA des CPA
e plus haute affinité ou plus stable que celle des épitopes
DV ayant pour conséquence un nombre élevé de lympho-

ytes T circulants spécifiques du CMV comparé au faible
ombre de lymphocytes T spécifiques de l’ADV circulants
1 log de moins en moyenne) [32]. Afin de s’affranchir
e la compétition antigénique apportée par le CMV, Leen
t al. ont proposé la production de CTL bi-virus (EBV et
DV) [33]. La production a été réalisée selon un procédé

imilaire à celui des CTL tri-virus mais en utilisant le vec-
eur Ad5f35. Treize patients ont bénéficié de ces injections
e CTL bi-virus, dont six après une allogreffe en situa-
ion haplo-identique. Une expansion des CTL anti-EBV in
ivo a été observée chez dix des 12 patients évaluables.
hez trois patients ayant réactivé l’EBV, la charge virale

’est négativée spontanément après une augmentation de
a réponse IFN� spécifique anti-EBV. Pour l’ADV, sur les
2 patients évaluables, une expansion de l’immunité spéci-
que de l’ADV n’a été observée que chez les deux patients
yant réactivé l’ADV.
nfin, la dernière limite est relative au coût de production
ssez important mais à mettre en balance avec le coût élevé
es molécules innovantes telles que le rituximab.

roduction des lymphocytes T cytotoxiques
ar sélection immunomagnétique
a sélection immunomagnétique des CTL est réalisée grâce
des colonnes positionnées dans un champ magnétique

système CliniMACS, Miltenyi Biotec), en utilisant des
illes magnétiques couplées à des anticorps dont les cibles

ré
 à

 p
euvent être soit :
– des molécules HLA associées entre elles sous formes
e tétramères et chargées avec un peptide antigénique. Les
ymphocytes T spécifiques de ces couples peptides-HLA
ont ainsi sélectionnés ;

– les lymphocytes T spécifiques qui sécrètent de l’IFN�
près un temps défini de stimulation par l’antigène viral ;
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– les lymphocytes T spécifiques qui expriment après stimu-
lation par l’antigène viral une molécule de co-stimulation
(par exemple, CD137) ou un marqueur d’activation (par
exemple, CD154) (figure 2).
Le très faible nombre de cellules obtenu est réinjecté au
receveur immédiatement après isolement. L’expansion de
ces cellules in vivo est générée par la stimulation liée à la
charge virale.

Sélection immunomagnétique
par le biais de tétramères
L’utilisation de tétramères de molécules HLA a été
rapportée en 2005 pour la production de CTL CD8+
anti-peptide-CMV [34]. Une faible quantité de cellules
sélectionnées (8,6 × 103/kg en médiane) a été injectée à
neuf patients ayant réactivé le CMV dans les quatre heures
suivant la sélection et les CTL CD8+ anti-CMV ont été
détectés chez tous les patients dix jours après l’injection.
Une activité antivirale in vivo a été identifiée puisque la
charge virale CMV s’est négativée chez huit patients même
chez ceux qui avaient présenté une réactivation CMV résis-
tante aux médicaments antiviraux et a diminué chez un
patient (tableau 4). Malgré des résultats très encourageants,
aucune expérience n’a été publiée depuis 2005, les mul-
timères n’étant à ce jour pas produits aux normes good
manufacturing practice (GMP), ce qui limite leur utilisa-
tion.

Sélection immunomagnétique sur la base
de la sécrétion d’IFN� par les lymphocytes T
Plusieurs équipes ont décrit un protocole qui permet de
sélectionner par sélection immunomagnétique les cellules T
CD4+ et CD8+ anti-ADV, anti-CMV et/ou anti-EBV sur la
base de leur sécrétion d’IFN� après stimulation antigénique
ex vivo sur le CliniMACS (Miltenyi Biotec) [36-39].
En 2006, l’équipe de Feuchtinger a rapporté l’injection
de lymphocytes T spécifiques anti-ADV (entre 1,2-
50 × 103/kg) à neuf patients après allogreffe de CSH [36].
Les neuf patients traités présentaient une infection sys-
témique à ADV en échec de traitement conventionnel,
sans immunité cellulaire spécifique anti-ADV détectée. Les
auteurs ont montré la faisabilité de l’essai et ont rapporté la
bonne tolérance de l’immunothérapie. Seul un patient, qui
présentait avant l’injection des CTL anti-ADV une GvH
chronique cutanée, a montré une aggravation de la GvH,
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résolutive sous corticoïdes. Pour cinq des six patients éva-
luables, l’immunothérapie adoptive a été associée à une
diminution ou une disparition de la charge virale et à une
expansion des lymphocytes T spécifiques après injection.
Chez trois patients, les auteurs ont montré une persistance
des lymphocytes T spécifiques au-delà de quatre à six mois
associée à l’absence de détection de la charge virale. Chez
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igure 2. Méthodes d’isolement des lymphocytes T antiviraux.

rois autres patients, l’absence de persistance des lympho-
ytes T spécifiques a été associée à un maintien ou à une
ugmentation de la charge virale ADV conduisant au décès
e deux patients pour adénovirose systémique, le troisième
yant rechuté de son lymphome malin non Hodgkinien.
es échecs du traitement ont été attribués à l’état clinique

ré
 à

 

évère des patients et le stade invasif de l’adénovirose. Sur
ette expérience, les auteurs ont conclu qu’il était préférable
e traiter les patients à haut risque de développer une adé-
ovirose maladie à titre préemptif avant l’apparition de tout
ymptôme. Tous les essais cliniques que nous rapporterons
nt abouti à cette conclusion.
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Une expérience similaire a été menée par Mackinnon et al.,
avec le CMV [37]. Les auteurs mentionnent la production de
CTL anti-CMV sélectionnés par méthode immunomagné-
tique sur la base de la sécrétion d’IFN� par les lymphocytes
T stimulés pendant 20 heures avec la protéine pp65. Les
CTL anti-CMV ont été administrés à sept patients, cinq

après réactivation de la charge virale et deux en prophylaxie.
Une expansion des CTL anti-CMV a été observée chez tous
les patients, qu’il y ait ou non une charge virale CMV détec-
table. Les cinq patients qui avaient réactivé le CMV ont reçu
une thérapie médicamenteuse antivirale concomitante, mais
de courte durée pour quatre d’entre eux.
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Tableau 4. Essais cliniques utilisant des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) antiviraux sélectionnés par méthode
immunomagnétique, après allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH).

CTL Protocole
d’expansion

Cellules
injectées

Patients traités Résultats cliniques Références

CMV Sélection
immunomagnétique

Sélection de
cellules T
CD8+

9 avec virémie CMV ou
post-réactivation

8/9 : charge virale CMV devenue non
détectable ; 1/9 : diminution de la
charge virale

[34]

CMV Culture in
vitro/Sélection
immunomagnétique

CTL
polyclonaux

23 patients avec virémie
(16 ont reçu des CTL
cultivés in vitro ; 7 ont reçu
des CTL-IFN� [5 après
réactivation de la charge
virale et 2 en
prophylactique])

8/16 : négativation de la charge virale
CMV sans antiviraux
8/16 : réactivation du CMV puis
négativation concomitante à l’injection
de CTL
7/7 : expansion des CTL anti-CMV,
qu’il y ait ou non une charge virale
CMV détectable (5/7 ont reçu une
thérapie médicamenteuse antivirale
concomitante, mais de plus courte de
durée pour 4 d’entre eux)

[37]

CMV Sélection
immunomagnétique

CTL
polyclonaux

18 patients avec infection
ou maladie à CMV
recevant des CTL
anti-CMVpp65 de
donneurs de CSH
séropositifs pour le CMV :
n=12 haplo-identiques,
n=3 HLA identiques et
n=1 HLA non identiques

12 patients/16 évaluables : résolution
de l’infection à CMV ou diminution
significative de la charge virale CMV,
expansion in vivo des CTL anti-CMV
Aucun effet secondaire ni aucune GvH

[38]

ADV Sélection
immunomagnétique

CTL
polyclonaux

9 avec une infection
systémique

5/6 patients : résolution complète de
l’infection ou diminution significative de
la charge virale ADV

[36]

EBV Sélection CTL 6 patients avec un PTLD :
coce
dif

2 patients/3 en phase précoce : [39]

A � : in
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immunomagnétique polyclonaux 3/6 à un stade pré

3/6 à un stade tar

DV : adénovirus ; EBV : virus d’Epstein-Barr ; CMV : cytomégalovirus ; IFN

’équipe de Feuchtinger a récemment mené une étude sur
8 patients présentant une infection ou une maladie à CMV
qui il a administré des CTL anti-CMVpp65 à la dose

e 2,13 104 CD3/kg, en moyenne [38]. Dans 83 % des
as, il a observé une résolution complète de l’infection à
MV ou une diminution significative de la charge virale
MV, avec en parallèle une expansion in vivo des CTL
nti-CMV (12 patients sur 16 évaluables). De plus, aucun
ffet secondaire ni aucune GvH n’ont été déplorés.
nfin, l’équipe de Moosmann a traité six patients présentant

ré
 à

 p
n EBV-PTLD avec des CTL anti-EBV produits par sélec-
ion immunomagnétique après stimulation des cellules avec
n pool de peptides EBV [39]. Trois patients atteints d’un
TLD précoce ont présenté une réponse favorable après

njection des CTL anti-EBV, avec négativation de la charge
irale et disparition des symptômes et résolution du PTLD
our deux d’entre eux avec en parallèle une expansion
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et réponse complète (disparition de la
charge virale et des signes cliniques)
3 patients/3 en phase tardive : aucune
réponse

terféron gamma ; GvH : greffon contre l’hôte.

des lymphocytes T spécifiques. Le troisième patient, ayant
une pneumonie idiopathique, est décédé à 96 jours. Trois
autres patients, à une phase tardive du PTLD au moment
de l’immunothérapie, sont décédés. Aucun effet indésirable
ni aucune GvH n’ont été rapportés. À nouveau, les auteurs
suggèrent de traiter les patients présentant un haut risque
de PTLD en prophylaxie, sans attendre de développement
clinique.
La même technologie a été utilisée pour générer rapi-
dement en préclinique des CTL tri-virus, par l’équipe

de Fujita [40]. Les antigènes de stimulation étaient les
mêmes que ceux utilisés par cette équipe pour la généra-
tion de CTL tri-virus par culture cellulaire c’est-à-dire des
lignées EBV (LCL-EBV) modifiées génétiquement avec un
vecteur adénoviral chimérique Ad5f35 exprimant le trans-
gène CMV-pp65:Ad5f35pp65. Aucun essai clinique n’a été
publié pour le moment.
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epuis 2007, notre équipe s’est appliquée à développer,
ur la base des travaux déjà publiés, une technique rapide
e production de grade clinique de CTL anti-ADV [41].
n pool de peptides synthétiques de 15 acides aminés

e chevauchant tous les 11 acides aminés et recouvrant
’intégralité de la protéine Hexon de l’ADV5, le PepTivator-
DV5 Hexon (Miltenyi Biotec) a été comparé à la protéine
exon de l’ADV2 produite sur lignée cancéreuse utili-

ée par l’équipe de Feuchtinger [36]. Nous avons montré,
u’outre le fait que le PepTivator-ADV5 Hexon présente
’avantage d’être synthétique et de grade clinique, ses capa-
ités de stimulation ne sont que très faiblement inférieures
celles de la protéine Hexon de l’ADV2 et que, selon

es donneurs, elles sont même supérieures. Les CMN de
ept donneurs sains différents, dont l’immunité cellulaire
nti-ADV avait été confirmée au préalable, ont été stimu-
ées pendant six heures avec le PepTivator-ADV5 Hexon.
es cellules sécrétant de l’IFN� ont été isolées sur le
liniMACS à l’aide du Cytokine Capture System (Mil-

enyi Biotec). Après sélection, un nombre moyen de
ellules nucléées totales (CNT) de 1,01 ± 0,84 × 106 a
té obtenu. Une majorité des cellules T spécifiques de
’ADV étaient CD4+ (moyenne = 56 ± 5,59 %, rende-

ent = 51 ± 32,43 %) et dans une moindre mesure CD8+
moyenne = 42 ± 27 %, rendement = 56 ± 39,3 %).
ne expansion des lymphocytes T isolés (CTL) a été réali-

ée in vitro en présence d’IL2 et de cellules nourricières
utologues afin de disposer de suffisamment de cellules
our réaliser les contrôles de qualité fonctionnels. À l’issue
e l’expansion, la capacité des CTL amplifiés à sécréter de
’IFN� et à proliférer après re-stimulation par l’antigène
e stimulation a été confirmée. Une cytotoxicité élevée,
un rapport de 10:1, vis-à-vis des cellules cibles auto-

ogues chargées avec un lysat d’ADV2 ou d’ADV5 ou avec
e PepTivator-ADV5 Hexon a été mise en évidence alors
u’une cytotoxicité négligeable a été observée vis-à-vis
es cellules cibles non chargées ou chargées avec un pep-
ide non relevant (PepTivator-CMV pp65). Enfin, nous nous
ommes assurés d’une faible toxicité de ces CTL, c’est-à-
ire de leur faible alloréactivité résiduelle : une diminution
e 1,27 log de l’alloréactivité des CTL vis-à-vis de CMN
e donneurs sains HLA différents a été observée, comparée
celle des CMN avant sélection.

es limites de ces approchesré
 à

 p
i les résultats cliniques rapportés précédemment avec la
élection immunomagnétique soit par le biais des tétra-
ères soit basée sur la sécrétion d’IFN� par les cellules

timulées sont extrêmement prometteurs, ces approches
encontrent des limites.
n effet, la sélection immunomagnétique par le biais des

étramères reste restreinte aux patients qui expriment des
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allèles HLA pour lesquels des peptides viraux sont dispo-
nibles et pour lesquels la fréquence circulante de cellules T
réactives dans le sang périphérique est suffisamment élevée.
Ainsi, les infections associées aux virus (tel que l’ADV),
où la fréquence circulante de cellules T réactives est plus
faible que pour le CMV, ne seront pas concernées par ce
type d’approche [35]. Par ailleurs, seul un clone T spé-
cifique du peptide présenté dans le contexte HLA du soi
peut être sélectionné, ce qui restreint considérablement le
nombre de lymphocytes T et la diversité des lymphocytes
T dans la fraction sélectionnée. Enfin, les lymphocytes T
sélectionnés par cette approche n’ont pas fait la preuve de
leur efficacité, contrairement à ceux sélectionnés sur la base
de la sécrétion d’IFN�.
Concernant la sélection immunomagnétique sur la base de
la sécrétion d’IFN�, les limites apparaissent du fait :
– de l’absence de disponibilité d’antigènes de grade cli-
nique pour tous les agents viraux ;
– de la cinétique de la sécrétion d’IFN� différente selon
l’antigène viral utilisé ;
– de la compétition qui s’exerce entre les différents anti-
gènes viraux lors de la production de CTL multipathogènes.
On assiste actuellement à une disponibilité croissante
d’antigènes de grade clinique pour plusieurs agents viraux,
ce qui rend la production de CTL monospécifiques pos-
sible vis-à-vis de nombreux virus. S’agissant de la cinétique
de sécrétion d’IFN� différente selon l’antigène viral uti-
lisé, trois travaux précliniques récents ont montré qu’il était
possible de sélectionner par méthode immunomagnétique
des CTL multipathogènes en ciblant un marqueur de co-
stimulation ou un marqueur d’activation dont la cinétique
d’apparition est indépendante de l’antigène de stimulation.

Les expériences précliniques
Zandvliet et al. ont rapporté la sélection avec succès de CTL
anti-quadri-virus (CMV, EBV, ADV et influenza [FLU])
sur la base de l’expression du récepteur CD137, la ciné-
tique d’expression de ce marqueur de co-stimulation étant
optimale après 48 heures, quel que soit l’antigène de sti-
mulation utilisé contrairement à la cinétique de la sécrétion
d’IFN� [42].
Parallèlement, Khanna et al. ont proposé la génération de
CTL multipathogènes (ADV, EBV, CMV, Aspergillus fumi-
gatus et Candida albicans) sur la base de l’expression du
CD154 (CD40 ligand, exprimé après activation des lympho-
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cytes T) [43]. Dans ce dernier travail, les auteurs préconisent
une expansion des CTL in vitro afin d’observer la présence
de CTL vis-à-vis de l’A. fumigatus dont la fréquence est
indétectable après sélection. On peut noter que c’est la
première publication qui isole avec succès des CTL anti-
Aspergillus en utilisant un antigène peptidique utilisable
en clinique (un travail préclinique avait été rapporté par
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ramsen et al. utilisant un extrait cellulaire infecté par la
ouche d’A. fumigatus CBS 144-89 après inactivation) [44].
lus récemment, Lugthart et al. sont parvenus à générer
es CTL tri-virus (ADV, EBV et CMV) sur la base de
’expression du CD25 (chaîne � du récepteur de l’IL2,
xprimé après activation des lymphocytes T) après trois
ours de stimulation avec des pools de peptides [45]. Les
uteurs mentionnent que cette stratégie permet également
’enrichissement en cellules T régulatrices qui pourraient
voir un effet bénéfique sur la GvH.
a troisième limite de ces techniques qui est la compétition
ui s’exerce entre les différents antigènes viraux lors de
a production de CTL multipathogènes n’est à ce jour pas
ésolue. En effet, le choix d’une cible telle que le CD154 ou
e CD25 ne permet toutefois pas de s’en affranchir et les
uteurs observent la prédominance de CTL d’une spécificité
onnée aux dépens des autres.

onclusions et perspectives

’immunothérapie adoptive, avec le développement de
echniques rapides et de grade clinique, fait maintenant
artie des alternatives thérapeutiques des infections post-
reffes. Les effets secondaires allogéniques tant redoutés
e semblent pas être fréquents ni graves [46].
outefois, si l’approche est séduisante, son efficacité n’est
as toujours constante. Pour améliorer l’efficacité, tous les
ssais cliniques mentionnent le fait de mettre cette théra-
eutique en œuvre précocement, alors que la charge virale
’est pas trop élevée chez le patient (le seuil restant encore
définir), et que les signes cliniques ne sont pas encore

bservés. Par ailleurs, la production de CTL à partir des
LI suppose que le donneur présente une immunité vis-à-
is de l’(ou des) agent(s) infectieux, bien qu’une équipe soit
arvenue à produire des CTL anti-CMV à partir de donneurs
éronégatifs pour le CMV [47]. Enfin, l’interaction étroite
ntre les infections à Herpesviridae et la survenue d’une
vH conduit souvent à ce que les patients candidats à une

mmunothérapie anti-infectieuse soient simultanément trai-
és par immunosuppresseurs. Bien que la vulnérabilité des
TL antiviraux aux différents immunosuppresseurs n’ait
as été décrite, il est raisonnable de penser que ces derniers
imitent la persistance et l’efficacité des CTL administrés in
ivo. Quelques équipes se sont penchées sur le transfert d’un

ré
 à

 p
ène de résistance aux immunosuppresseurs de la famille
es inhibiteurs de la calcineurine dans les CTL antiviraux
48, 49]. Toutefois, la GvH est généralement traitée par
ne association d’immunosuppresseurs et de mécanisme
’action différents. Ces travaux prometteurs devront être
éclinés aux différentes familles d’immunosuppresseurs
50].
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Conflits d’intérêts : aucun.
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Partie 4 LES SOUS-POPULATIONS DE LYMPHOCYTES T 
 

1. Présentation des sous-populations de lymphocytes T 
Jusqu’en 2011 le compartiment des lymphocytes T était classiquement divisé en quatre sous-

populations :  

- Les lymphocytes T naïfs (TN) qui sont des cellules matures qui n’ont encore jamais rencontré 

un antigène. 

- Les cellules effectrices qui éliminent rapidement des agents pathogènes ou des tumeurs selon 

différentes fonctions effectrices : lymphocytes T effecteurs (TEFF). 

- Les cellules mémoires qui, une fois produites, peuvent être présentes dans l’organisme même 

en l’absence d’antigènes et qui répondent rapidement à une stimulation antigénique 

ultérieure : lymphocytes T à mémoire centrale (TCM) et lymphocytes T à mémoire effectrice 

(TEM)  (Appay et al., 2008).  

L’avènement de la cytométrie en flux multicouleur a permis à l’équipe de Gattinoni de mettre en 

évidence une autre sous-population T mémoire avec des propriétés de cellules souches dites T 

souches mémoires (TSCM) (Gattinoni et al., 2011; Gattinoni et Restifo, 2013). 

 
Figure 10. Sous-populations lymphocytaires T: présentation des caractéristiques phénotypiques et 

fonctionnelles (Gattinoni et Restifo, 2013).  
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L’hétérogénéité des sous-populations lymphocytaires T est définie par leurs marqueurs 

phénotypiques et notamment le CD62L et le CCR7 qui confèrent aux cellules une susceptibilité à 

rejoindre les organes lymphoïdes secondaires. Les cellules dans cette catégorie incluent les TN, sous-

populations la plus abondante chez le donneur sain, ainsi que deux sous-populations ayant déjà 

rencontré l’antigène, les TSCM et les TCM. Les TN et les TSCM expriment l’isoforme RA du CD45 

tandis que les TCM possèdent l’isoforme RO. TN et TSCM se différencient par l’expression du CD95 : 

les TN sont CD95- et les TSCM, tout comme les TCM, sont CD95+. Outre leur localisation dans les 

organes lymphoïdes secondaires ces trois sous-populations ont en commun une forte capacité d’auto-

renouvellement corrélée à leur capacité à produire de l’IL-2 et sont dépourvues de propriétés 

cytotoxiques (Klebanoff et al., 2012). Pendant longtemps, la sous-population TCM a été considérée 

comme la population mémoire «souche» capable d’auto-renouvellement tout au long de la vie de 

l’hôte, douée de multipotence et capable de divisions asymétriques permettant la différenciation en 

lymphocytes T mémoires ou effecteurs mais la mise en évidence de la population TSCM chez la souris, 

le primate et l’homme a repositionné la population TCM comme une population plus engagée dans la 

différenciation. Comparée à la population TCM, cette nouvelle sous-population possède des capacités 

d’auto-renouvellement et de différenciation supérieures, ainsi qu’une résistance à l’apoptose (Lugli 

et al., 2012). En effet, il a été montré concernant la capacité d’auto-renouvellement de ces cellules 

que 60% de cellules issues de TSCM sont de même phénotype que les TSCM de départ contrairement 

aux TCM dont seulement 30% des cellules dérivées gardent le même phénotype. Cet auto-

renouvellement est assuré par une production importante d’IL-2 par ces cellules (Gattinoni et al., 

2011). Ces cellules, grâce à leur caractère de multipotence, sont capables de se différencier en TCM, 

TEM ou TEFF après une seconde exposion à l’antigène. Comparés aux TCM, ils ont une capacité de 

prolifération et de reconstruction rapide du système immunitaire des patients immunodéficients ainsi 

que des propriétés anti-tumorales plus importantes (Gattinoni et al., 2011). Les TSCM diffèrent des TN, 

en terme de fonction, par leur capacité à acquérir rapidement des fonctions effectrices avec 

production d’IFN- et de TNF- (Gattinoni et al., 2011). Ces cellules constituent 2 à 3 % de 

lymphocytes CD8+ et CD4+ circulants. Cependant, elles sont de quantité moindre (inférieure à 1%) 

dans le sang du cordon ombilical (Gattinoni et al., 2011).  

Les TCM, grâce à leur fonction mémoire, peuvent, lors d’une expansion ultérieure au même antigène, 

acquérir une fonction effectrice immédiate avec production d’IFN-, qui va permettre l’élimination 

du pathogène en activant les macrophages ou en contribuant à la dégranulation des lymphocytes T 

effecteurs qui contiennent des enzymes lytiques (Stemberger et al., 2009). Ces cellules peuvent se 
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différencier en TEFF, TEM mais peuvent également redonner naissance aux TCM étant donnée leur 

capacité constante d’autorenouvellement grâce à la production d’IL-2 (Stemberger et al., 2009).  

Les TEM et TEFF  sont CCR7- CD62L- et ainsi se retrouvent préférentiellement au niveau des tissus 

périphériques. Pourvus d’une sécrétion de TNF-α et IFN-γ, ils sont capables d’avoir une  cytotoxicité 

immédiate après une stimulation appropriée. En revanche, ils possèdent des propriétés de 

prolifération limitées et une durée de vie courte corrélées à leur incapacité à produire de l’IL-2 et leur 

faible longueur de télomères. Les TEFF se différencient à partir des TEM par leur réexpression de 

l’isoforme RA du CD45. La réexpression de l’isoforme RA est ici associée au stade de 

différenciation des T le plus tardif (Henson et al., 2012).  Il faut savoir que 90 à 95% des TEFF 

meurent par apoptose après l’élimination de la cellule cible. Cependant, 5 à 10% des lymphocytes 

deviendraient des lymphocytes mémoires. Ces cellules ont une activité cytolytique immédiate avec 

sécrétion d’IFN- et de TNF- mais présentent une capacité de prolifération limitée et une 

inefficacité dans la régression des cancers. De ce fait, elles présentent un intérêt moindre en 

immunothérapie adoptive anti-tumorale (Klebanoff et al, 2012).  

 

2. La différenciation lymphocytaire 
La différenciation des lymphocytes T vers l’une ou l’autre des sous-populations dépend de la qualité 

et de la quantité de la stimulation antigénique, de l’antigène et/ou des cytokines produites lors de la 

phase de contact avec l’antigène. Il a été mis en évidence que selon que les lymphocytes étaient 

stimulés avec l’EBV, ADV ou CMV, les phénotypes des cellules obtenues donc les sous-populations 

obtenues variaient (Appay et al., 2008). 

Bien que non élucidée et sujet à controverse, la différenciation des cellules T suivrait probablement 

l’un de ces deux modèles (Figure 11), compte tenu des propriétés phénotypiques, fonctionnelles, et 

de l’expression génique des sous-populations (Restifo et Gattinoni, 2013) : 

- Modèle ‘ON-OFF-ON / OFF-ON-OFF’: Les lymphocytes T effecteurs peuvent générer les 

lymphocytes T mémoires.  

- Modèle de développement : Toutes les sous-populations lymphocytaires sont issues des TN, 

les TEFF ne peuvent pas donner naissance à des cellules T mémoires.  
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Figure 11. Deux modèles proposés de différenciation des lymphocytes T (Restifo et Gattinoni, 2013). 

 

Une fois que les lymphocytes T mémoire apparaissent, trois modèles principaux ont été proposés 

pour expliquer leur différenciation (Figure 12)(Ahmed et al., 2009):  
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- Modèle de différenciation linéaire : la stimulation antigénique des TN  se traduit par la 

génération de lymphocytes effecteurs comme TEFF qui peuvent soit disparaître, soit générer 

des  TEM  pouvant eux-mêmes donner naissance aux TCM à ½ vie longue et capables d’auto-

renouvellement. 

- Modèle de différenciation bifurcative : la stimulation antigénique des TN se traduit par la 

génération de deux cellules différentes suite à une division asymétrique. L’une donne 

naissance aux lymphocytes TEM et TEFF et l’autre aux lymphocytes TCM. 

- Modèle effecteur avec auto-renouvellement : la stimulation antigénique des TN se traduit 

par la génération des TCM qui donnent naissance aux TEM, eux-mêmes donnant naissance aux 

TEFF. Les TCM possèdent des propriétés d’auto-renouvellement.  

 
Figure 12. Modèles possibles de la différenciation des lymphocytes T mémoires (Ahmed et al., 

2009). 
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Il semble que  la différenciation lymphocytaire soit très complexe. Il est probable que l’ensemble des 

modèles présentés co-existent dans des conditions différentes, notamment lorsque le micro-

environnement diffère.  

Le stade de différenciation cellulaire des lymphocytes T est primordial dans le succès de 

l’immunothérapie : plus les cellules sont indifférenciées plus les TEFF qu’elles engendreront auront 

des propriétés effectrices importantes. Ainsi, les TEFF issus de TN présentent des capacités 

cytotoxiques plus importantes que les TEFF issus des TCM (Hinrichs et al., 2011). 

De même, on observe une corrélation linéaire entre le statut de différenciation des sous-populations 

mémoires et leur efficacité anti-tumorale, les moins différenciées c’est-à-dire les TSCM étant les plus 

efficaces (Klebanoff et al., 2012; Lugli et al., 2013; Hinrichs et al., 2009). 

Outre la stimulation antigénique, l’homéostasie cytokinique jouerait un rôle capital dans la 

différenciation cellulaire. En effet l’IL-2 associée à une stimulation du TCR aboutit à une 

différenciation des T (Pipkin et al., 2010).  De plus, il a été récemment montré que la culture de TN 

en présence d’IL-15 et d’IL-7 entraîne leur différenciation en cellules phénotypiquement proches de 

TSCM (Cieri et al., 2013). 

 

3. Sous-populations T au sein des CTL 
Les équipes qui ont travaillé sur l’immunothérapie adoptive anti-virale se sont intéressées à la 

composition en sous-populations T des cellules spécifiques produites. Depuis les années 2000, 

l’équipe Houston ont étudié la sous-population de CTL-EBV produit par technique de culture 

cellulaire avec marqueur CCR7, CD45RA, CD62L. Ils ont montré que la majorité des lymphocytes T 

CD4 et CD8 sont TEM ou TEFF (CCR7 et CD62L) (Heslop et al., 2010). Une étude sur 20 CTLs en 

2009 montre qu’il y a une moyenne de 55,16± 32,03% de TEM (CD45RA- CD62L-) et de 34,48 ± 

30,87% de TCM (CD45RA- CD62L+) (Leen et al., 2009).  

Feuchtinger a le premier étudié les sous-populations T présentes dans 12 CTL anti-ADV sélectionnés 

par technique immunomagnétique en réalisant un marquage individuel des épitopes CD27, CCR7, 

CD45RA, CD62L ou CD28 (Feuchtinger et al., 2008). Les cellules effectrices peu différenciées 

définies comme étant CD27+, CD28+, CCR7-, CD62L+ et CD45RA+ sont principalement 

retrouvées après sélection.  Cependant, après culture en présence d’IL-2 et de cellules nourricières 

irradiées autologues, les cellules spécifiques de la protéine Hexon de l’ADV sont devenues des 

cellules effectrices très différenciées avec perte d’expression du CD27 et du CD62L (Feuchtinger et 

al., 2008). En 2010, la même équipe a montré avec un marquage par cytométrie en flux multi-
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couleur que les sous-populations TCM (CD45RO+CD62L+) et TEM (CD45RO+CD62L-) étaient 

majoritaires au sein des CTL anti-CMV sélectionnés par technique immunomagnétique tandis que 

les TN représentaient moins de 10% des CD4 et des CD8 (Feuchtinger et al., 2010). Les sous-

populations de CTL spécifiques du virus d’Epstein-Barr ont été étudiées par une équipe chinoise 

avec les marqueurs CD27, CCR7 et CD45RA. Les cellules spécifiques de l’EBV ont été 

sélectionnées, par technique immunomagnétique, sur la base de l’expression du marqueur 

d’activation CD137 ou de sécrétion d’IFN- suite à une stimulation des CMN par la protéine LMP2A 

du virus d’Epstein-Barr. Les auteurs constatent que les cellules fraîchement isolées sont 

principalement composées de lymphocytes TCM alors que les cellules mises en expansion sont 

majoritairement composées de lymphocytes TEM et TEFF. Ils constatent également qu’après expansion, 

les cellules effectrices ont une spécificité antigénique et une activité effectrice plus importante (Han 

et al., 2009). Récemment, notre équipe a identifié pour la première fois la sous-population TSCM 

parmi des CTL anti-EBV sélectionnés par technique immunomagnétique (Wang et al., 2014). Toutes 

les sous-populations y compris la sous-population TSCM ont été observées, avec une prédominance 

des TEM. Une culture in vitro de courte durée (15 jours) en présence d’IL-2 n’a que légèrement 

modifié la répartition des sous-populations, avec une diminution des TN et une augmentation des 

TSCM. 

Certes, l’efficacité de l’immunothérapie adoptive et la reconstitution immunitaire sont d’autant plus 

importantes que la cellule est indifférenciée, mais cette indifférenciation est aussi corrélée au risque 

d’apparition GvHD. En effet l’équipe de Dutt a mis en évidence que les TN étaient responsables de 

GvHD chez l’homme plus sévères et plus rapides que les T mémoires (Distler et al., 2011). Par 

ailleurs, il a été montré que les TSCM étaient les seuls T mémoires capables d’induire une réaction 

xénogénique chez la souris preuve de leur efficacité anti-tumorale (Gattinoni et al., 2011; Cieri et al., 

2013). 

 

La composition du greffon en chaque sous-populations de lymphocytes T de part de leur 

fonctionnalité, leur durée de vie, leur capacité d’auto-renouvellement et d’alloréactivité est donc 

devenue un paramètre essentiel à caractériser afin d’appréhender au mieux l’efficacité de 

l’immunothérapie adoptive.   
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques est devenue un traitement standard 

des hémopathies et des déficits immunitaires primitifs. Cependant, en l’absence de 

reconstitution immunitaire, les infections notamment virales constituent une 

complication sévère et fréquente après allogreffe de CSH. Dans ce contexte d’absence 

de reconstitution immunitaire, la faible efficacité et l’importante toxicité des 

traitements antiviraux utilisés ont conduit à envisager une alternative thérapeutique. 

L’immunothérapie cellulaire adoptive par injection de lymphocytes T antiviraux 

constitue un traitement prometteur en plein essor des infections virales.  

 

Depuis plusieurs années, l’UTCT du CHU de Nancy s’emploie à développer 

l’immunothérapie adoptive antivirale par injection de lymphocytes T cytotoxiques 

(CTL) dans le but de restaurer une immunité spécifique et efficace chez des patients 

allogreffés. Ainsi, depuis 2008 nous avons réussi à produire des CTL anti-ADV par 

une technique de sélection immunomagnétique basée sur la sécrétion de cytokine 

IFN-. Les résultats relatifs à cette étude ont été publiés en 2010 dans un journal 

international. Par la suite un protocole clinique multicentrique a été instauré en 2012. 

Actuellement 10 patients ont déjà été inclus. 

 

C’est dans la continuité de ces travaux réalisés sur l’ADV que nous avons souhaité 

développer une immunothérapie adoptive anti-EBV. Dans cette optique, est au 

préalable nécessaire de déterminer un antigène capable d’induire une stimulation 

optimale des lymphocytes T spécifiques quel que soit le contexte HLA du donneur 

pour permettre la production de CTL anti-EBV. L’objectif à terme étant de réaliser un 

transfert en clinique en initiant un protocole clinique.   

 

Cependant, l’efficacité des CTL produits par technique immunomagnétique réside 

dans leur formidable capacité à s’expandre in vivo chez les patients du fait de la 

stimulation virale. Il nous a paru important de vérifier la composition en sous- 
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populations cellulaires T afin de vérifier que les sous-populations décrites avec un fort 

potentiel d’expansion étaient bien sélectionnées par la technique immunomagnétique. 

En effet, la description récente de la sous-population T souche mémoire (TSCM), 

possédant des capacités d’auto-renouvellement et d’expansion particulièrement 

importantes, en a fait une sous-population critique en immunothérapie adoptive. Cela 

nous a conduit à définir la composition en sous-populations T du CTL produit puisque 

celle-ci influera sur son efficacité et sur le succès de l’injection. Nous nous sommes 

attachés à caractériser les sous-populations T spécifiques de l’ADV et du CMV 

présentes chez le donneur sain, contenues dans les CTL après sélection 

immunomagnétique, mais aussi dans les CTL mis en culture in vitro pendant plusieurs 

jours en présence d’IL-2 afin de déterminer l’impact éventuel de l’homéostasie 

cytokinique. 

 

Un patient allogreffé est particulièrement à risque de développer de multiples 

infections et la possibilité de pouvoir produire des CTL dirigés contre plusieurs 

pathogènes constituerait un bénéfice thérapeutique et financier non négligeable. 

Cependant des études ont pointé du doigt la difficulté de produire des CTL multivirus, 

mettant en évidence une compétition antigénique. 

Nous avons souhaité valider le fait que les propriétés et l’efficacité des CTL 

multivirus était comparable à celle des CTL mono-spécifiques correspondantes. Pour 

cela, nous avons sur les PBMC d’un même donneur réalisé des CTL anti-ADV, des 

CTL anti-EBV et des CTL bispécifiques anti-ADV et -EBV.  

En conclusion, ce travail poursuit 3 objectifs principaux : 

-  La validation pré-clinique d’une technique efficace de production des CTL 

anti-EBV de grade clinique. 

-  La caractérisation des sous-populations des lymphocytes T contenues dans les 

CTL avant sélection, après sélection et après expansion in vitro. 

-  La validation pré-clinique de la production de CTL bispécifiques anti-ADV et 

anti-EBV comparables en termes de spécificité, efficacité et toxicité aux CTL 

mono-spécifiques correspondantes.   
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Utilisation d’une combinaison de pools peptidiques antigéniques latents 

et lytiques issus du virus Epstein-Barr (EBNA1, 3 et BZLF1) afin de 

permettre une stimulation rapide et efficace des lymphocytes T 

spécifiques de l’EBV dans le cadre d’une immunothérapie adoptive . 

Article 1 : 

Combination of Epstein-Barr virus Nuclear Antigen 1, 3 and lytic antigen 
BZLF1 peptide pools allows fast and efficient stimulation of EBV specific T cells 

for adoptive immunotherapy 

Yingying WANG, Lamia AÏSSI-ROTHÉ, Jean Marc VIRION, Marcelo DE CARVALHO 
BITTENCOURT, Neslihan ULAS, Sandra AUDONNET, Alexandra SALMON, Laurence CLEMENT, 
Véronique VENARD, Hélène JEULIN, Jean-François STOLTZ, Véronique DECOT,  Danièle 
BENSOUSSAN.  

Cytotherapy. 2014 Jan;16(1):122-34 
 

OBJECTIF :            

Dans cette étude, nous avons eu pour objectif de mettre au point la production de CTL 

anti-EBV de grade clinique. Pour la production de CTL anti-EBV, comparé aux CTL 

anti-ADV, la difficulté réside dans le fait qu’il existe plusieurs antigènes 

immunodominants. En d’autres termes, la réponse immunitaire varie d’un individu à 

l’autre selon l’antigène de stimulation. Ainsi, il est nécessaire, dans l’optique d’une 

production de CTL anti-EBV, de disposer d’un pool de peptides antigéniques 

permettant de stimuler la réponse immunitaire chez la majorité des individus. Notre 

objectif a donc été dans un premier temps de définir l’antigène et les temps 

d’activation permettant une production optimale de CTL anti-EBV, puis dans un 

second temps, en fonction de ces résultats, de produire des CTL anti-EBV et d’évaluer 

leur efficacité, spécificité et toxicité in vitro.   

Ce travail a fait l’objet d’une collaboration avec la Plateforme Nancytomique du CHU 

de Nancy, avec le Laboratoire de Virologie du CHU de Nancy ainsi qu’avec le service 

d’Epidémiologie et d’Evaluation clinique du CHU de Nancy. 
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MATERIELS ET METHODES : 

A l’aide des antigènes de stimulation nous avons réalisé 6 productions de CTL 

anti-EBV à partir des cellules mononucléées (CMN) de donneurs sains dont la 

réponse immunitaire cellulaire anti-EBV avait été contrôlée in vitro au préalable par la 

technique d’Elispot IFN-. Les CMN ont été stimulées pendant 9 heures avec les 

pools de peptides EBV, puis les cellules ont été récupérées et une sélection 

immunomagnétique des cellules sécrétant de l’IFN-a été réalisée avec le kit clinique 

Cytokine Capture System sur colonne MACS (Miltenyi Biotec). Après la sélection, 

nous avons analysé par cytométrie en flux les cellules isolées puis, nous les avons 

mises en culture en présence d’IL-2 et de cellules nourricières autologues (la fraction 

négative) afin de les amplifier pour en obtenir un nombre suffisant permettant 

d’effectuer des contrôles fonctionnels : le dosage des cytokines intra-cellulaires (ICC), 

l’Elispot IFN-, le test de prolifération lymphocytaire (TTL) après incubation avec 

l’antigène de stimulation, la cytotoxicité et l’étude de l’alloréactivité par culture mixte 

lymphocytaire.  

                         RESULTATS : 

Notre travail s’est en premier lieu centré sur la recherche d’un antigène de stimulation 

qui soit le plus performant possible et qui soit présenté dans la plus large variété de 

typages HLA. Nous avons, tout d’abord, réalisé un Elispot IFN- en stimulant des 

CMN décongelées de 4 donneurs sains avec les LCL autologues et les 3 pools de 

peptides de grade clinique présents sur le marché : les PepTivators : PepT-LMP2A, 

PepT-EBNA1 et PepT-BZLF1 (Miltenyi Biotec) séparément ou simultanément. Nous 

avons obtenu une sécrétion d’IFN- élevée de 2101±911 SFCs/106 PBMC après 

stimulation des CMN avec les LCL et une très faible réponse de 143±165, 18±35, 

33±39 et 51±15 SFCs/106 PBMC après stimulation avec respectivement les 3 

PepTivators-EBV, PepT-LMP2A, -EBNA1 et -BZLF1 (Figure 13).  
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Figure 13. Comparaison entre les pools de peptides « PepTivators-EBV » et les LCL. 

Stimulation des CMN décongelées (n=4) avec les LCL autologues et avec les 3 

PepTivators séparément ou simultanément. Une réponse IFN- élevée a été obtenue 

après stimulation des CMN avec les LCL en comparaison avec les pools de peptides 

« PepTivators-EBV ».  
 
Les CMN décongelées de 12 donneurs sains ont également été stimulées avec 

différentes combinaisons de ces 3 PepTivators. Nous avons observé une réponse 

significativement supérieure après stimulation des CMN avec l’utilisation simultanée 

des 3 PepTivators LMP2A/EBNA1/BZLF1 (121±88 SFCs/106 PBMC) en 

comparaison avec les combinaisons : PepT-LMP2A/-EBNA1 (19±35 SFCs/106 

PBMC, p<0,05), PepT-LMP2A/-BZLF1 (47±52 SFCs/106 PBMC, p<0,05) et 

PepT-EBNA1/-BZLF1 (68±81 SFCs/106 PBMC, p<0,05) (Figure 14).  
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Figure 14. Comparaison entre les pools de peptides « PepTivators-EBV ». Les CMN 

décongelées (n=12) ont été stimulées avec différentes combinaisons des 3 

PepTivators. Une réponse significativement supérieure après stimulation des CMN 

avec les 3 PepTivators simultanément a été observée en comparaison avec les autres 

combinaisons (p<0,05). 

 

Au regard des faibles résultats obtenus avec la stimulation des CMN par les 

PepTivators-EBV par rapport à ce qui a été observé avec les LCL, nous avons pris 

l’initiative de faire synthétiser par la société « JPT Peptide Technologies » un pool de 

peptides que nous avons soigneusement défini à partir de la bibliographie (Hislop et 

al., 2007). Nous avons commandé un pool de 12 peptides immunodominants des 

protéines virales EBNA3A, 3B et 3C de l’EBV (PepMix). Nous avons réalisé un 

Elispot IFNγ en stimulant des CMN décongelées provenant de 8 donneurs sains avec 

5 concentrations différentes du PepMix. Nous avons obtenu une réponse de 224±443, 

264±425, 171±237, 75±111 et 117±113 SFCs/106 PBMC après stimulation des CMN 

avec respectivement 5 µg/ml, 2,5 µg/ml, 1 µg/ml, 0,75µg/ml, et 0,5µg/ml de PepMix, 

(Figure 15). Aucune différence significative n’a été observée entre les 5 

concentrations du PepMix (p>0,05). Nous avons donc choisi de stimuler les CMN 

avec la deuxième concentration qui est de 2,5 μg/ml. 

 
Figure 15. Concentration optimale de l’antigène de stimulation « PepMix ».  Les 

CMN décongelées provenant de 8 donneurs sains ont été stimulées avec 5 

concentrations différentes du PepMix. Il n’y a pas de différence significative entre les 

5 concentrations (p>0,05). 
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Une fois ces informations obtenues, nous avons réalisé des combinaisons des 

différents pools de peptides afin de définir dans un test Elispot celle qui permettrait 

d’obtenir la meilleure sécrétion d’IFN-. Nos résultats publiés ont montré que la 

combinaison PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1 engendrait une stimulation 

significativement supérieure à celle observée avec les autres combinaisons testées. 

Avant de débuter la sélection immunomagnétique des CTL anti-EBV, il était 

nécessaire de définir le temps optimal de stimulation pour obtenir la sécrétion d’IFN- 

la plus importante. Pour cela, nous avons réalisé une cinétique en stimulant des CMN 

fraîches de 3 donneurs sains présentant une réponse immunitaire cellulaire vis-à-vis 

de l’antigène de stimulation EBV (PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1), pendant 3, 6, 9, 

12 ou 16 heures. Le test de Cytokine IFN-γ Detection assay (CDA) a permis de mettre 

en évidence que le taux de CD4+IFN-+ et de CD8+IFN-+ (respectivement, 0,45±0,51% 

et 0,27±0,33%) était maximal après 9 heures de stimulation. Malgré l’absence de 

différence significative (p>0,05) probablement du fait d’écarts types importants liés 

au faible échantillon (n=3), nous avons retenu ce temps pour toutes les manipulations 

ultérieures (Figure 16). 
 

 

Figure 16. Détermination du temps optimal de stimulation avec l’antigène EBV 

(PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1). Il n’y pas de différence significative entre les 

différents temps de stimulation (p>0,05).  

 

Pour les donneurs pour lesquels nous disposions du typage HLA de classe I (n=17), 

nous avons comparé la production d’IFN- par technique Elispot en réponse aux 
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différents antigènes de stimulation : PepMix seul, PepT-BZLF1 seul, PepT-EBNA1 

seul et la combinaison des trois : PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1 (n=5). Les résultats 

sont synthétisés dans le tableau XII. On observe pour les 4 donneurs ayant un typage 

HLA de classe I ne permettant pas la présentation de peptides du PepMix une 

fréquence négative de 0 à 3 SFC/106PBMC. Pour les 5 donneurs dont le typage HLA 

est connu et pour lesquels l’association PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1 a été utilisée, 

on observe que la réponse IFN- est proche de la somme des réponses IFN- 

observées avec chacun des antigènes. 

Tableau XII. Sécrétion d’IFN-évaluée par Elispot en réponse aux différents 

antigènes EBV (donneurs avec typage HLA classe I connu). 

 
 
Ces travaux préliminaires, nous ont permis de réaliser 6 productions de CTL 

anti-EBV à partir de 100 à 200×106 CMN issues de donneurs sains, stimulées pendant 

9 heures avec l’antigène de stimulation défini précédemment,. Nous avons observé 

après stimulation en moyenne 0,07±0,07% CD4+IFN-γ+ parmi les lymphocytes T 

CD4+ et 0,14±0,07% CD8+IFN-γ+ parmi les lymphocytes T CD8+. Après sélection, 

nous avons obtenu en moyenne 0,53±0,25×106 CNT, avec un enrichissement de 

24,77±18,01% en cellules CD4+IFN- parmi les lymphocytes T CD4+ et de 

51,42±26,92% en CD8+IFN-γ+ parmi les lymphocytes T CD8+. Après amplification et 

stimulation avec les pools de peptides de l’EBV, nous avons mis en évidence par 

technique ICC, une spécificité antigénique des cellules sélectionnées avec une 

importante proportion de CD4+IFN-γ+ (50,11±23,58% parmi les lymphocytes T 

CD4+et des CD8+IFN-γ+ (60,12±21,11% parmi les lymphocytes T CD8+). De plus, 

PepMix RLR RPP QAK RYS YPL IVT TYS VEI QPR RRIY KEH
3 40 A2 A33 B44 B50 2 83 30
4 307 A2 A23 B44 B50 2 0 10
5 3 A3 A26 B55 B65 0 0 17
6 0 A3 A1 B18 B51 0 68 13
7 0 A2 A26 B38 B51 0 17 15
8 60 A3 A33 B7 B58 2 0 7
9 407 A2 A24 B18 B50 2 697 7
10 43 A1 B8 1 280 40 280
11 203 A2 B44 B18 2 117 37 330
12 0 A2 A68 B27 B57 1 0 3
13 363 A23 A24 B44 B18 4 53 20 663
17 63 A24 A26 B38 B62 1 0 0
18 587 A2 A11 B27 B51 2 10 7 227
19 97 A1 A24 B44 B35 5 33 0 155
20 207 A3 A24 B7 B28 4 0 33
21 0 A1 A33 B14 B52 0 17 10
33 60 A2 A24 B44 4 10 40
34 40 A2 A26 B55 B61 0 973 0 0

Nombre de SFCs/106 PBMC
Nombre de

SFCs/106

PBMC Pool de peptides (PepMix) présentées en classe I    Nombre de

peptides       pr

ésentés/11

PepT-

BZLF1

PepT-

EBNA1

PepMix+PepT-

BZLF1/-EBNA1
Donneur HLA classe I
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cette spécificité a été confirmée par technique Elispot IFN- mais aussi par un test 

TTL qui a mis en évidence une forte capacité de prolifération des CTL amplifiés 

vis-à-vis de l’antigène de stimulation en comparaison à la capacité de prolifération des 

PBMC avant sélection.  

L’étude de la cytotoxicité vis-à-vis de blastes autologues chargés avec l’antigène de 

stimulation au rapport 10/1, a permis d’observer une lyse spécifique en moyenne de 

57,6±11,5%, et également une lyse spécifique en moyenne de 18,3±7 ,3% contre 

l’EBV-LCL autologue. En revanche, la cytotoxicité des CTL sélectionnés est de 

moins de 10% vis-à-vis de cibles chargées avec des antigènes non relevants ou des 

cibles autologues non chargées. L’étude de l’alloréactivité a mis en évidence une 

réduction moyenne de 94,7±3,3% de la prolifération allogénique des CTL anti-EBV 

vis-à-vis de PBMC des donneurs comparée à celle des CMN avant sélection vis-à-vis 

de ces mêmes PBMC.  

CONCLUSION : 

Nous avons montré par ce travail qu’il était possible d’isoler, en utilisant des 

antigènes d’origine synthétique, des CTL anti-EBV ayant une cytotoxicité importante 

et spécifique vis-à-vis de cibles autologues chargées avec les peptides EBV et de 

faible alloréactivité résiduelle. La technique utilisée est rapide et, si nous ne pouvons 

affirmer à ce stade que les CTL produits sont entièrement de grade clinique du fait de 

l’utilisation d’un pool de peptides qui ne dispose pas de cette appellation, nous avons 

apporté la preuve qu’il est absolument nécessaire de disposer de peptides issus des 

protéines latentes EBNA 3A, 3B et 3C pour obtenir une stimulation efficace. 

De plus, l’analyse des sous populations lymphocytaires composant les CTL anti-EBV 

a montré pour la première fois la présence de la population souche mémoire (TSCM) 

qui du fait de ses propriétés d’auto-renouvellement et d’expansion présente un intérêt 

tout particulier en immunothérapie adoptive. 
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Combination of Epstein-Barr virus nuclear antigen 1, 3 and lytic
antigen BZLF1 peptide pools allows fast and efficient stimulation of
Epstein-Barr virus-specific T cells for adoptive immunotherapy
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Abstract
Background. Epstein-Barr virus (EBV) infection is a major cause of morbidity following hematopoietic stem cell trans-
plantation. EBV-infected B cells may not respond to rituximab treatment and may lead to a life-threatening post-trans-
plantation lymphoproliferative disorder. Adoptive cellular immunotherapy using EBV-lymphoblastoid cell lines (LCL) as
stimulating antigen has proved effective in restoring specific immunity. However, EBV presents several immunodominant
antigens, and developing a swift and effective clinical-grade immunotherapy relies on the definition of a Good Manufacturing
Practices (GMP) universal stimulating antigen. Methods. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from six donors with
a cellular immune response against EBV were immunoselected after stimulation with a new EBV antigen associated with an
EBNA3 peptide pool. Results. After immunoselection, a mean of 0.53 � 0.25 � 106 cells was recovered consisting of a mean
of 24.77 � 18.01% CD4þ-secreting interferon (IFN)-g and 51.42 � 26.92% CD8þ-secreting IFN-g. The T memory stem
cell sub-population was identified. EBV-specific T cells were expanded in vitro, and their ability to secrete IFN-g and to
proliferate after re-stimulation with EBV antigen was confirmed. A specific lysis was observed against autologous target cells
pulsed with EBV peptide pools (57.6 � 11.5%) and against autologous EBV-LCL (18.3 � 7.3%). A mean decrease of 94.7�
3.3% in alloreactivity against third-party donor mononuclear cells with EBV-specific T cells was observed compared with
PBMCs before selection. Conclusions. Our results show that a combination of peptide pools including EBNA3 is needed
to generate EBV-specific T cells with good specific cytotoxicity and devoid of alloreactivity, but as yet GMP grade is not
fully achieved.

Key Words: adoptive immunotherapy, EBV-specific T cells, Epstein-Barr virus infection, post-transplantation lymphoproliferative
disorder (PTLD), T memory stem cells (TSCM)
Introduction

Epstein-Barr virus (EBV) is a latent human virus that
infects >90% of the adult population (1). In healthy
carriers, it is controlled in the latent state by the
immune system, especially by EBV-specific T cells
(2,3). During the first 6 months after hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT), while immune
reconstitution is not fully achieved (4) and immu-
nosuppressive drugs are used to prevent or treat
graft-versus-host disease (GVHD), patients are
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highly immunocompromised and susceptible to
reactivation of EBV. Without immune control, EBV
infection may lead to an aggressive and potentially
life-threatening malignancy known as post-trans-
plantation lymphoproliferative disorder (PTLD).
The cumulative incidence of PTLD ranges from
0.2e8.1% depending on the number of risk factors,
such as anti-thymocyte globulin therapy, matched
unrelated donor transplant, or age at transplantation
s, CHU de Nancy, All�ee du Morvan, 54511 Vandoeuvre-lès-Nancy, France.
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Anti-Epstein-Barr virus cytotoxic T cell production 123
(�50 years old). PTLD is associated with significant
morbidity and mortality (4,5).

Immune reconstitution by donor-origin EBV-
specific T cells after HSCT is essential to control
associated viral disease. A dual approach of viral
monitoring and regular checks of the specific im-
mune status has been developed for decades and
should permit precise distinction between patients
requiring pre-emptive anti-viral therapy and patients
having efficient specific immune reconstitution to
control infection, avoiding unnecessary imple-
mentation of anti-viral treatments (6).

Therapies that affect the balance of infected B cells
and specific cytotoxic T cells have been successfully
developed, including preventive treatment combining
donor B-cell and T-cell depletion before HSCT (7)
and curative treatment with donor lymphocyte infu-
sion (8). Donor lymphocyte infusion is now obsolete
in this field because of the low number of specific
T cells infused and the associated risk of GVHD
occurrence. More recently, monoclonal anti-CD20
antibody (rituximab) has become the usual treatment
for post-HSCT EBV infections. This treatment is not
devoid of side effects, mainly affecting B-cell immune
reconstitution, and treatment failure is observed in
>30% of patients (9,10). It has been reported that for
some viruses anti-viral drug therapy was ineffective
without concomitant immune reconstitution (11).

To restore specific anti-EBV immunity, adoptive
transfer of donor virus-specific cytotoxic T lympho-
cytes (CTLs) was successfully performed. Since 1993,
Brenner’s group has developed an adoptive immu-
notherapy aimed at preventing and curing EBV-
induced lymphoproliferative syndromes (12,13). In
2010, these investigators reported their experience in
treating EBV-PTLD prophylactically in 101 patients
who did not develop EBV-PTLD and curatively in 13
patients, 11 of whom are in complete remission (14).
They also reported the absence of severe toxicity
related to donor CTLs and the absence of GVHD,
even with in vitro alloreactivity (15,16). In these
studies, EBV-specific T cells for infusion were
generated by repetitive stimulation of the donor T
cells with donor EBV-lymphoblastoid cell lines (LCL)
as the stimulating antigen; this required a cell culture
time of >2 months. Despite the encouraging results
reported with this process, there have been setbacks in
the development of this approach. First, because it
takes 2 months to culture EBV-specific T cells and
they should be available when EBV-DNAemia in-
creases following HSCT, cell culture should be star-
ted at the time of HSCT. Second, laboratory facilities
are required to perform such long cultures in Good
Manufacturing Practices (GMP) conditions (17).

To overcome these problems, different strategies
have been developed including allogeneic anti-EBV
156
CTL banks that make cryopreserved CTLs available
to all patients. Encouraging results with a complete
or partial response rate of 52% at 6 months after
allogeneic CTL infusion have been reported
(18,19). In the last few years, immune-magnetic
selection techniques based on interferon (IFN)-g
secretion were developed using the CliniMACS
device (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many), providing virus-specific CTLs from donor
cells within 2 days. Feuchtinger et al. (20,21) first
reported successful clinical experiences with anti-
adenovirus (ADV) CTLs and anti-cytomegalovirus
(CMV) CTLs. Moosmann et al. (22) reported
treating six patients with EBV-PTLD (three early-
stage and three late-stage PTLD) with EBV-specific
T cells produced by immune-magnetic selection
after stimulating donor cells with an EBV peptide
pool (23 synthetic peptides of 8e15 amino acids
from 11 EBV antigens). For the three patients in
early-stage PTLD who could be assessed, the
adoptive immunotherapy was associated with clear-
ance of the viral load, disappearance of clinical
symptoms and, for two of these patients, an expan-
sion of specific T lymphocytes after infusion. More
recently, Icheva et al. (23) reported using either
EBNA1 recombinant protein or a GMP-grade
EBNA1 peptide pool to stimulate IFN-g secretion by
EBV-specific T cells. Among 10 patients with EBV
infection or PTLD treated with IFN-g selected cells,
seven showed clinical and virologic responses. No
adverse events or de novo GVHD were reported in
those two trials. These approaches were the first to
enable rapid selection of EBV-specific T cells using
defined peptide pools as the stimulating antigen,
making it easier to obtain authorizations from regu-
latory agencies to manufacture clinical-grade cells.

So far, three overlapping EBV peptide pools,
covering the whole proteins EBNA1, LMP2A, and
BZLF1, have been developed for clinical-grade ap-
plications. However, among latent EBV proteins,
although EBNA1 has been shown more recently to
be important for generating EBV-specific T cells
(24), EBNA3 proteins are also known to be highly
immunogenic as LCL-stimulated cultured CTLs,
dominated by EBNA3-specific CD8þ T cells, which
have proved effective against PTLD (14,25,26).

In this study, we aimed first to define the peptide
pool combination allowing optimal specific T-cell
stimulation. Generation of EBV-specific T cells was
performed secondarily, and their in vitro efficiency was
checked.Wealso showed that to generateEBV-specific
T cells with good specific cytotoxicity against EBV
targets and reduced alloreactivity, we had to use a non-
fully clinical grade stimulating peptide pool combina-
tion because the EBNA3 peptide pool required for
optimal stimulation is not yet available in GMP grade.
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Table I. PepMix composition: 12 EBV peptides from three
proteins—EBNA3A, 3B and 3C.

Short
name

Amino acid
sequence Protein

HLA
restriction

RLR RLRAEAQVK EBNA3A A0301
RPP RPPIFIRRL EBNA3A B0702
QAK QAKWRLQTL EBNA3A B0801
RYS RYSIFFDYM EBNA3A A2402
YPL YPLHEQHGM EBNA3A B3501
IVT IVTDFSVIK EBNA3B A1101
TYS TYSAGIVQI EBNA3B A2402
VEI VEITPYKPTW EBNA3B B44
QPR QPRAPIRPI EBNA3C B0702
RRIY RRIYDLIEL EBNA3C B2702/04/05
KEH KEHVIQNAF EBNA3C B4402
PAPQ PAPQAPYQGYQEPPAPQAPY EBNA3C DR1/DR4
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Materials and Methods

Peptide pools and Epstein-Barr virus antigens

Three EBV peptide pools, PepTivator-EBNA1
(PepT-EBNA1), PepTivator-LMP2A (PepT-
LMP2A) and PepTivator-BZLF1(PepT-BZLF1),
consisting of 15-mer sequences with 11 amino acids
overlap, covering the whole protein of EBNA1,
LMP2A and BZLF1 (Miltenyi Biotec) and an EBV
peptide mix, PepMix-EBNA3A,3B,3C, consisting
of the previously described 11 human leukocyte an-
tigen (HLA) class I-restricted epitopes and one HLA
class II-restricted epitope from EBNA-3A,-3B,-3C
latent antigens (JPT Peptide Technologies, Berlin,
Germany) (Table I) were used alone or in combi-
nation for EBV-specific CTL stimulation (22,27,28).
Additional peptide pools of the immunodominant
ADV hexon and CMV pp65 proteins (PepTivator-
ADV5 Hexon and PepTivator-CMV pp65; Miltenyi
Biotec) were used as irrelevant antigens for func-
tional characterization of generated EBV-specific
T cells.
Donor selection

The different EBV peptide pools were initially tested
in a large number of consecutive healthy donors
(37e46 donors) from a French blood collection cen-
ter, who gave informed consent but were not selected
for their EBV-cellular immune response. With
informed consent, the peripheral blood from six EBV-
positive healthy volunteers was collected in a French
blood collection center. Donors were selected based
on the presence of an anti-EBV cellular immune
response evidenced by IFN-g enzyme-linked immu-
nosorbent spot analysis (ELISpot) assay.
Generation of EBV-specific T cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from donor peripheral blood by Lympho-
prep density gradient centrifugation (Abcys, Paris,
France). Recovered PBMCs were washed twice, and
1 to 2 � 108 PBMCs were suspended in RPMI-1640
(Eurobio, Courtaboeuf, France) supplemented with
10% human AB serum at 1 � 107 cells/mL and
incubated for 9 h with the stimulating antigen Pep-
MixþPepT-EBNA1/-BZLF1 (0.6 nmol/peptide/mL
for PepTivators; 2.5 mg/mL for PepMix). After an-
tigen stimulation, IFN-g-secreting cells were
enriched using the Cytokine Capture System, as
previously described, via magnetic cell separation
(Miltenyi Biotec) (29). Briefly, cells were labeled
with an anti-IFN-g monoclonal antibody conjugated
to a CD45-antibody and diluted and incubated for
45 min. Next, cells were washed and magnetically
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labeled with anti-IFN-g micro-beads during 15 min.
Finally, these labeled cells were selected using Mid-
iMACS (Miltenyi Biotec). The positive fraction
eluted from the column was enriched in EBV-specific
T cells. Positive and negative control stimulations
were simultaneously carried out on 10 � 106 PBMCs
with 20 mg/mL Cytostim (Miltenyi Biotec) and cul-
ture medium, respectively.
Detection of EBV-specific T cells by IFN-g ELISpot
assay

ELISpot assays were performed as previously
described (6). Briefly, after overnight coating of
96-well Multiscreen Immobilon R-P plates (MAIPS;
Millipore, Bedford, MA, USA) with a monoclonal
anti-human IFN-g antibody, 1-D1K (Mabtech,
Stockolm, Sweden), donor PBMCs or EBV-specific
T cells were added in triplicate wells at concentra-
tions of 1 � 106 or 1 � 104 cells/mL and incubated
with stimulating antigens, a mitogen as positive con-
trol (phytohemagglutinin [PHA]; Oxoid, Dardilly,
France) and culture medium as negative control.
After undisturbed incubation for 20 h at 37�C with
5% CO2, the cells were discarded, and revelation was
performed using a second biotinylated anti-human
IFN-g 7B 6-1 biotin (Mabtech), a streptavidin con-
jugated alkaline phosphatase (Mabtech) and an
alkaline phosphatase-conjugate substrate kit (Bio-
Rad, Richmond, CA, USA). Finally, the reaction
was stopped, and the plates were washed and air-
dried. Dark spots were counted using an automated
ELISpot reader, Bioreader 4000 PRO-S (BIO-SYS,
SERLABO, Entraigues sur la Sorgues, France). The
number of antigen-specific T cells expressed as
specific spot-forming cells (SFCs) per 106 PBMCs
was calculated after subtracting negative control
values.
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Phenotypic analysis and intracellular cytokine staining by
flow cytometry

Antigen-stimulated T cells were stained before and
after magnetic enrichment with the following anti-
bodies: APC-H7-anti-CD4 (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), APC-anti-CD8 (BD Biosciences),
PE-anti-IFN-g antibody (Miltenyi Biotec) and
FITC-anti-CD14 (Beckman Coulter, Villepinte,
France). CD14þ cells and dead cells identified by
7AAD (Beckman Coulter) staining were removed
from analysis. At least 100,000 lymphoid cells were
analyzed on a Canto 1 flow cytometer using the
DIVA software (BD Biosciences). Intracellular
staining was performed to check the response of
expanded EBV-specific T cells to antigen stimula-
tion. Briefly, expanded EBV-specific T cells were
stimulated with EBV antigen for 16 h, and Brefeldin
A was added for the last 12 h. The following day,
Perm/Fix Solution (BD Biosciences) was added, and
the cells were stained with APC-H7-anti-CD4, APC-
anti-CD8, PE-anti-IFN-g antibody and PerCP-
Cy5.5-anti-IL-2 antibody (BD Biosciences). Phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA; 2 mg/mL; Sigma-
Aldrich, L’Isle D’Abeau Chesnes, France), com-
plemented with ionomycin (5 mg/mL; Calbiochem,
San Diego, CA, USA) was used as positive control.
Flow cytometry analysis was performed on 50,000
events per sample on a Canto 1 analyzer.
Analysis of T-cell differentiation sub-populations

Freshly selected EBV-specific T cells (n ¼ 1), 10-day
expanded EBV-specific T cells (n ¼ 1) and thawed
EBV-specific T cells expanded for 1 week longer
(n ¼ 4) were stained by LIVE/DEAD AQUA fluo-
rescent-reactive dye (Life Technologies, Saint Aubin,
France), ECD-anti-CD4 (Beckman Coulter), APC-
Alexa Fluor 700 anti-CD8 (Beckman Coulter), APC-
Alexa Fluor 750 anti-CD3 (Beckman Coulter),
V450-anti-CD45RA (BD Biosciences), FITC-anti-
CD27 (BD Biosciences), PE-Cy7-anti-CD197
(CCR7) (BD Biosciences), PE-Cy5-anti-CD95 (Bio-
legend, San Diego, CA, USA) and PE-anti-IFN-g
antibody (Miltenyi Biotec). Expression of CD27,
CCR7, CD45RA and CD95 was analyzed on
CD3þCD4þIFN-gþ andCD3þCD8þIFN-gþ gatedT
cells. Flow cytometry acquisition was performed on
500,000 events per sample on a Navios cytometer
(Beckman Coulter). Kaluza software (v1.2; Beckman
Coulter) was used for analysis.
EBV-specific T-cell expansion

After phenotypic analysis, the remaining EBV-
specific T cells were cultured for a mean of 2 weeks
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in RPMI-1640 supplemented with 10% human AB
serum and 100 IU/mL of interleukin (IL)-2 (Pepro-
Tech, TEBU, Paris, France) in a culture flask. Irra-
diated autologous feeder cells from the negative
fraction were added at day 0 and day 7 at a ratio of
100:1 and 10:1, respectively. Cultures were fed with
fresh culture medium every 2 days.
Proliferative assay

Specific proliferationwas studiedby incubating 1� 105

PBMCs or expanded EBV-specific T cells in the pres-
ence of different peptide pool antigens or PMA/ion-
omycin over 4 days at 37�C. 3H-Thymidine (1mCi;GE
Healthcare, Orsay, France) was added for the last 18 h
of culture. At the end of the test, cells were harvested
onto a filter plate, and the counts per minute (cpm)
were determined using a liquid scintillation counter
(Top Count; PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
Proliferative responses are expressed in cpm.
Cytotoxicity assay

Autologous and allogeneic PHA-blasts were gener-
ated from 5 � 106 PBMCs stimulated by 1 mg/mL
PHA on day 0 and with 100 IU/mL IL-2 on day 3
and every 2 days for a median of 7 days. Autologous
PHA-blasts were pulsed for 16 h with different EBV
peptide pools and an irrelevant peptide pool. LCL
were generated in vitro by infecting PBMCs with
B95-8 EBV supernatant, as previously reported (6).
Autologous and allogeneic LCL were also used as
target cells (n ¼ 4).

EBV-specific T-cell cytotoxicity was measured
in a standard 4-h chromium-51 release assay, as
previously described, using effector-to-target cell
ratios of 10:1 in triplicate (with 1 � 104 target cells),
with EBV-specific T cells as effector cells (29). The
percentage of specific lysis was calculated as follows:
(experimental release � spontaneous release)/
(maximum release � spontaneous release) � 100.
Mixed lymphocyte reaction

Expanded EBV-specific T cells were plated with
irradiated allogeneic or autologous PBMCs (25 Gy;
1 � 105 of each cell type; responder to stimulator
ratio 1:1) for 6 days at 37�C, 5% CO2, and 3H-
thymidine incorporation was evaluated as described
previously for the proliferative assay.
Statistical analysis

A comparison of IFN-g responses with the four
antigens (PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1, PepMixþ
PepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A, PepMix alone and
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PepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A) was performed
by the non-parametric Kruskal-Wallis test (P <
0.05). The comparison between each antigen
and the PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 was also
performed with this test (P < 0.0167). The data
analysis was generated using SAS/STAT software,
Version 9.2 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
A paired Student t test was applied to compare
the specific lysis against antigen-loaded target
cells and non-loaded target cells and the specific
lysis against autologous LCL and allogeneic LCL.
The same statistical test was carried out to
compare proliferative response between EBV-spe-
cific T cells and PBMCs before selection against
different antigens. P values < 0.05 were consid-
ered significant.
Results

Combination of PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 allows
optimal specific T-cell stimulation

PBMCs from different healthy donors were stimu-
lated with different combinations of EBV peptide
pools, and the release of IFN-g was evaluated using
Figure 1. Determination of optimal peptide pool combination allowing f
response was evaluated after stimulation by different EBV peptide po
EBNA1/-BZLF1/-LMP2A (n ¼ 46), PepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A (n
(n ¼ 37) and PepT-BZLF1 (n ¼ 40). Medians are shown as dark lines. R
was observed between the four different combinations of peptide pool
induced significantly higher IFN-g secretion than the other antigen c
BZLF1/-LMP2A (P ¼ 0.0980).
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ELISpot assay. Altogether, we tested three peptide
pools individually, PepT-EBNA1 (n ¼ 40), PepT-
LMP2A (n ¼ 37) and PepT-BZLF1 (n ¼ 40), and
four combinations, PepMix-EBNA3A,3B,3C (n ¼
40), PepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A (n ¼ 40),
PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A (n ¼ 46)
and PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 (n ¼ 43). We
noted a low IFN-g secretion after stimulation with
each individual PepTivator, especially with PepT-
LMP2A, where the mean response was 16 � 30
SFCs/106 PBMCs (Figure 1), with only two donors
showing IFN-g secretion >100 SFCs/106 PBMCs.
Among the four different combinations of all these
peptide pools, significantly different IFN-g secre-
tions were observed (P < 0.001). The PepMix
generated an IFN-g secretion of 163 � 395 SFCs/
106 PBMCs. Antigen stimulation was significantly
higher using a PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1
combination (380 � 465 SFCs/106 PBMCs) than
with other antigen combinations (P < 0.0001)
except PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1/-LMP2A
(248 � 355 SFCs/106 PBMCs, P ¼ 0.0980), sug-
gesting that addition of PepT-LMP2A does not
improve IFN-g secretion and even seems to
decrease it.
or EBV-specific T-cell stimulation by IFN-g ELISpot assay. IFN-g
ols: PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 (n ¼ 43), PepMixþPepT-
¼ 40), PepMix (n ¼ 40), PepT-EBNA1 (n ¼ 40), PepT-LMP2A
esults are expressed as SFCs/106 PBMCs. A significant difference
s (P < 0.05). The PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 combination
ombinations (*P < 0.0167) except for PepMixþPepT-EBNA1/-
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Figure 2. Expansion of isolated EBV-specific T cells. A mean of
2.24 Log expansion is observed after about 2 weeks of in vitro
expansion in the presence of IL-2 and irradiated autologous feeder
cells. Results are shown on a Log 10 scale on the y axis.
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EBV-specific T-cell isolation by IFN-g capture immune-
magnetic technique

As previously described, we stimulated 100e200 �
106 PBMCs from six healthy donors with the previ-
ously defined antigen PepMixþPepT-EBNA1/-
BZLF1. After 9 h of stimulation, 0.07 � 0.07% of
CD4þIFN-gþ and 0.14 � 0.07% of CD8þ IFN-gþ

among CD4þ and CD8þ cells, respectively, were
detected before isolation. These cells were immu-
noselected with the clinical Cytokine Capture Sys-
tem on the MidiMACS system (Miltenyi Biotec),
and a mean number of 0.53 � 0.25 � 106 cells was
recovered. Among these isolated cells, a mean of
24.77 � 18.01% of CD4þ cells secreting IFN-g and
a mean of 51.42 � 26.92% of CD8þ cells secreting
IFN-g were obtained. Mean viability of these isolated
cells was 59.43 � 12.16% (Table II).
Expansion of selected EBV-specific T cells

After isolation, a mean of 0.42 � 0.22 � 106 EBV-
specific T cells was expanded in culture with autol-
ogous, irradiated negative fraction cells as feeder cells
and IL-2 to perform functional assays. After a mean
of 2 weeks, 81 � 23 � 106 total cells were generated,
and a mean of 2.24 Log expansion was observed
(Figure 2).
Antigen specificity of expanded cells

EBV specificity of these expanded cells was checked
using intracellular cytokine staining, proliferative
assay and IFN-g ELISpot assay. With intracellular
cytokine staining, a mean of 50.11 � 23.58% of
EBV-specific CD4þ T cells gated on CD4þ cells and
a mean of 60.12 � 21.11% of EBV-specific CD8þ T
cells gated on CD8þcells were observed after re-
stimulation by PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1 for
16h. A marked increase in the proportion of
Table II. Generation of EBV-specific T cells from six healthy donors: r

Before isolation

Assay
No.

TNC
(106)

CD4
(%)a

CD4þIFN-gþ

(%)b
CD8
(%)a

CD8þIFN-gþ

(%)b
T
(1

1 60.40 39.60 0.04 20.10 0.15 0
2 116.80 48.28 0.11 6.98 0.16 0
3 94.00 41.30 0.04 21.70 0.21 0
4 163.20 40.07 0.03 15.47 0.10 0
5 171.20 28.42 0.20 16.87 0.19 0
6 118.08 42.93 0.03 18.32 0.01 0
Mean 120.61 40.10 0.07 16.57 0.14 0
SD 41.78 6.53 0.07 5.20 0.07 0

SD, standard deviation.
aPercentage of CD4þ and CD8þ cells refers to the total number of viab
bPercentage of CD4þIFN-gþ and CD8þIFN-gþ cells refers to the total
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CD4þIFN-gþ was observed among CD4þ cells
except in two cases, whereas weak variations in the
proportion of CD8þIFN-gþ were detected among
CD8þ cells except in one case. The highest increase
in the proportions of CD4þIFN-gþ and CD8þIFN-
gþ during expansion was observed starting with the
lowest enriched population after selection. There was
greater expansion of CD8þcells than of CD4þcells
(5.1% versus 3.8% after selection and 39.49% versus
8.59% after expansion). A small population of IFN-
g-secreting and IL-2-secreting T cells was observed
with a mean of 0.38 � 0.57% CD4þIL-2þIFN-gþ

and 5.25 � 8.39% CD8þIL-2þIFN-gþ. The negative
control with culture medium and the control with
irrelevant antigens showed neither IFN-g nor IL-2
response (Table III).

EBV specificity of expanded cells was confirmed
by IFN-g ELISpot assay after stimulation by
different peptide pools. We observed a median 316-
fold increase in IFN-g secretion against Pep-
MixþPepT-EBNA1/-BZLF1 compared with
PBMCs before selection (147,725 versus 633 SFCs/
106 cells) (Figure 3). This increase was similar to that
observed by cytometry analyses with a median 373-
fold increase. A weak IFN-g secretion was observed
against irrelevant antigens.
esults before and after immune-magnetic selection.

After isolation

NC
06)

CD4
(%)a

CD4þIFN-gþ

(%)b
CD8
(%)a

CD8þIFN-gþ

(%)b
Viability
(%)

.53 9.80 14.40 10.50 53.34 56.10

.93 5.73 10.28 1.75 35.52 74.00

.56 1.70 11.21 3.90 62.50 72.04

.24 0.82 49.02 2.05 84.14 57.95

.63 1.99 46.57 10.47 65.90 55.50

.27 3.11 17.16 2.03 7.12 41.00

.53 3.86 24.77 5.12 51.42 59.43

.25 3.37 18.01 4.23 26.92 12.16

le cells (7AAD-negative population).
number of CD4þ and CD8þ cells.
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Table III. Intracellular cytokine staining after expansion.

Assay
(No.)

CD4
(%)a

CD4þIFN-gþ

(%)b
CD4þIL-2þ

(%)b
CD4þIFN-gþIL-2þ

(%)b
CD8
(%)a

CD8þIFN-gþ

(%)b
CD8þIL-2þ

(%)b
CD8þIFN-gþIL-2þ

(%)b

1 0.28 44.52 ND ND 38.65 43.51 ND ND
2 1.17 26.41 ND ND 33.06 29.83 ND ND
3 7.00 91.40 0.00 0.00 71.90 76.20 0.00 0.90
4 22.50 57.20 0.20 1.20 20.30 86.30 0.00 1.90
5 4.50 29.40 0.40 0.00 46.20 56.10 0.10 0.40
6 16.10 51.70 0.10 0.30 26.80 68.80 0.00 17.80
Mean 8.59 50.11 0.18 0.38 39.49 60.12 0.03 5.25
SD 8.87 23.58 0.17 0.57 18.26 21.11 0.05 8.39

ND, not detectable; SD, standard deviation.
aPercentage of CD4þ and CD8þ cells refers to the total number of cells (ungated population).
bPercentage of CD4þIFN-gþ, CD4þIL-2þ, CD4þIFN-gþIL-2þ, CD8þIFN-gþ, CD8þIL-2þ and CD8þIFN-gþIL-2þ cells refers to the
total number of CD4þ and CD8þ cells.
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Finally, specific proliferation of expanded EBV-
specific T cells against PepMixþPepT-EBNA1/-
BZLF1, PepT-BZLF1, PepMix or PepT-EBNA1
alone was confirmed in a proliferative assay, and after
incubation with the first two EBV antigens, a
significantly increased proliferative response was
achieved compared with PBMCs before selection
(P < 0.05). In contrast, the increase in proliferative
response was not significant with the last two EBV
antigens. Significantly lower proliferation was
detected after stimulation by irrelevant antigens or by
PMA/ionomycin compared with PBMCs before
selection (P < 0.05) (Figure 4).
Efficacy of expanded EBV-specific T cells in killing
specific target cells

Autologous and allogeneic PHA-blasts and LCL,
loaded or not, were used as target cells for expanded
EBV-specific T cells in a cytotoxic chromium assay.
According to an effector-to-target cell ratio of 10:1,
the EBV-specific T cells showed a high specific lysis
against stimulating peptide pool-loaded target cells
(57.6 � 11.5%). A mean significant specific lysis of
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Figure 3. IFN-g ELISpot assay of EBV-specific T cells after
expansion and PBMCs before selection. IFN-g response was
evaluated after stimulation by PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1.
Results are expressed as SFCs/106 PBMCs. A high increase in
IFN-g secretion was observed compared with PBMCs before
selection.
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39.5 � 22.3% and 42.7 � 24.1% was achieved when
target cells were loaded with PepT-BZLF1 and
PepMix, respectively, compared with unloaded
autologous target cells (P < 0.05). Low lysis was
observed against PepT-EBNA1-loaded autologous
target cells (9.2 � 12.0%; P > 0.05), irrelevant
peptide pool-loaded autologous target cells or allo-
geneic target cells. A significant specific lysis of 18.3
� 7.3% (range, 10.5e28%) was observed against
autologous LCL compared with allogeneic LCL (3.8
� 3.5%; P < 0.05) (Figure 5).
Depletion of alloreactive T cells

Mixed lymphocyte reaction was used to study the
residual alloreactivity of expanded EBV-specific T
cells. PBMCs before selection and EBV-specific T
cells after expansion were co-cultured with irradiated
PBMCs from two or three third-party donors for 6
days. PBMCs before selection showed a strong pro-
liferative response against these third-party irradiated
lymphocytes. A marked reduction of 94.7 � 3.3% of
alloreactivity was achieved for EBV-specific T cells
after expansion (Figure 6). These results were
confirmed by the absence of specific lysis against
allogeneic targets in the cytotoxicity assay (Figure 5).
T-cell differentiation sub-populations

The T-cell sub-populations of EBV-specific T cells
and their evolution were studied. However, although
CD27 was highly expressed after selection, we
noticed a marked decrease in its expression after
expansion. To compare T-cell sub-populations after
selection and after expansion, we decided to elimi-
nate CD27.

For one donor, after isolation of EBV-specific
T cells, all the T-cell sub-populations previously
described (30) were observed among
CD3þCD4þIFN-gþ and CD3þCD8þIFN-gþ T
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Figure 4. Proliferation assay: comparison between EBV-specific T cells and PBMCs before selection. Proliferative response was tested using
the stimulating antigen, each component of the stimulating antigen or an irrelevant peptide pool as negative control. A significant increase in
proliferative response was observed with stimulating antigen and one component of stimulating antigen: PepT-BZLF1 (*P < 0.05). The
increase in proliferative response with the other two components, PepT-EBNA1 and PepMix, was not significant (P > 0.05). A significant
decrease in proliferative response was observed in the presence of irrelevant antigen or PMA/ionomycin (P < 0.05).
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cells. The effector memory T-cell compartment
(TEM, CD45RA�CCR7�) was the largest in both
CD3þCD4þIFN-gþ and CD3þCD8þIFN-gþ T cells
(79.14% and 86.01%, respectively). However, the
T memory stem cell compartment (TSCM,
CD45RAþCCR7þCD95þ) was also identified in both
CD3þCD4þIFN-gþ and CD3þCD8þIFN-gþ T cells
(0.45% and 0.60%, respectively). TSCM represented
80% of the CD45RAþCCR7þCD3þCD8þIFN-gþ T
cells. Naïve T cells (TN, CD45RAþCCR7þCD95�)
were present, mainly in CD3þCD4þIFN-gþ T cells
(3.51%) (Figure 7).

After 10 days of culture with autologous feeder
cells and IL-2, re-stimulated expanded EBV-specific
T cells showed almost the same distribution reported
after selection, with a 2-fold increase in TSCM. The
main difference observed was the decrease in the
naïve CD3þCD4þIFN-gþ T cell compartment
(0.05%).

Four samples of previously expanded EBV-spe-
cific T cells were thawed and further expanded for 1
week longer and then re-stimulated with stimulation
antigen. Immunophenotyping showed that TEM was
the main sub-population in both CD3þCD4þIFN-
gþ and CD3þCD8þIFN-gþ T cells (97.02% and
98.84%, respectively). A marked decrease in TCM
Figure 5. Cytotoxicity assay of expanded EBV-specific T cells. Specific l
PHA-blasts loaded with PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1, PepT-BZLF1,
Non-loaded target cells or cells loaded with an irrelevant peptide pool we
against target cells loaded with the stimulating antigen or two componen
autologous LCL compared with non-loaded target cells or allogeneic L
specific T cells was observed using allogeneic target cells.
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and TSCM frequencies was observed, and TN were no
longer detected.
Discussion

Adoptive transfer of EBV-specific T cells has been
reported as efficient and safe in preventive and
curative treatment of PTLD (14,22,23). Long-term
specific immune reconstitution was described, and in
a curative setting the latter was concomitant to EBV
viral load clearance. Until 2010, most infused EBV-
CTLs were produced using a time-consuming cul-
ture technique requiring dedicated facilities. More
recently, a rapid immune-magnetic technique of
EBV-specific T-cell production using a synthetic
stimulating peptide pool antigen was reported (22).
Moosmann et al. (22) reported good results with a
non-clinical grade peptide pool from a large spec-
trum of EBV proteins, showing the importance of a
wide panel of antigens to stimulate specific T cells
efficiently. Icheva et al. (23) reported good clinical
results with the PepT-EBNA1 stimulating peptide
pool, the only clinical-grade peptide pool available at
the time. On the basis of our successful experience of
generating clinical-grade ADV-CTLs, we were
interested in producing clinical-grade EBV-specific
ysis was tested against target cells: autologous or allogeneic LCL or
PepMix or PepT-EBNA1 at an effector-to-target cell ratio of 10:1.
re used as negative control. A significant specific lysis was observed
ts of the stimulating antigen, PepT-BZLF1 and PepMix, or against
CL, respectively (*P < 0.05). Absence of alloreactivity of EBV-
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Figure 6. Detection of alloreactive proliferation of EBV-specific T cells compared with PBMCs before selection. Residual alloreactivity was
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T cells (29). The first step of this study consisted of
choosing the antigen to stimulate EBV-specific T
cells. In contrast to ADV or CMV, expressing one
(Hexon protein for ADV) or two (pp65 and IE1
proteins for CMV) immunodominant proteins
regardless of HLA typing, EBV presents several
immunodominant proteins (nine latent proteins
such as EBNA1, EBNA2, EBNA3A, 3B, 3C, LMP2
and many lytic proteins) with wide variations of
specific immune response according to HLA typing
(27). The immunodominance hierarchy of latent
EBV proteins was defined as EBNA1 > EBNA3/
LMP2 for CD4þ and EBNA3 > LMP2 > EBNA1
for CD8þ T cells (27,28). Donor EBV-LCL ex-
presses the same spectrum of latent cycle antigens as
PTLD patient tumor cells and proved to be an effi-
cient stimulating antigen for the production of anti-
viral CTLs by cell culture (14). Although EBV cell
lines express a wide spectrum of latent antigens,
regardless of HLA typing, making EBV-LCL a
“generic stimulating antigen,” it can hardly be used
in a clinical setting because it requires almost 1e2
months to be generated (unless available in alloge-
neic cell banks).

As previously reported, a stimulating antigen
composed of 15-mer peptides with 11 amino acid
overlap and covering a whole immunodominant
protein remains as flexible as a protein, without
having production-related drawbacks, allowing for
GMP-grade products (29,31). However, immuno-
dominant EBV latent proteins are different depend-
ing on HLA typing (27). To define a generic antigen,
a combination of peptide pools from different EBV
latent proteins seemed necessary. It was reported
that PTLD patient tumor cells could undergo lytic
cycles, suggesting that selection of lytic antigen-
specific T cells could be useful. We first tested
the different peptide pools available for clinical
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use (PepTivator-EBNA1, PepTivator-LMP2A and
PepTivator-BZLF1; Miltenyi Biotec). The mean
IFN-g secretion observed was very low (82 � 109
SFCs/106 PBMCs) compared with our previously
reported results with EBV-LCL from healthy EBV-
seropositive donors (1997 � 813 SFCs/106 PBMCs)
or even with PepTivator-ADV5 Hexon, where a low
immune response is expected (135 � 141 SFCs/106

PBMCs) (6,29). In contrast to Icheva et al. (23) who
used PepT-EBNA1 in a clinical setting, we observed
that only a few healthy donors among the 40 tested in
ELISpot assays showed IFN-g secretion. Because
EBNA3 proteins are known to be highly immuno-
genic, we decided to evaluate the same EBNA3
peptides reported by Moosmann et al. (22) to which
was added an EBNA3C peptide restricted to class
II HLA DR1/DR4, a frequent HLA polymorphism
in the white population (32). We observed that
the combination of this PepMix with clinical-grade
PepTivators available significantly increased ELI-
Spot results. Considering the absence of any
improvement in results after addition of PepT-
LMP2A and even a trend to impairment, we finally
concluded that PepMixþPepT-EBNA1/-BZLF1
was the optimal combination to stimulate EBV-
specific T cells.

In the present study, we report rapid immune-
magnetic selection of EBV-specific T cells, per-
forming stimulation with the combination of three
EBV synthetic peptide pools (two out of three with
GMP-grade products: PepTivator-EBNA1 and
PepTivator-BZLF1), and the possibility of isolation
with the CliniMACS device, all the procedures being
performed in a closed system. After isolation, we
obtained a mean of 51.42 � 26.92% of CD8þ cells
secreting IFN-g and 24.77 � 18.01% of CD4þ cells
secreting IFN-g. These enrichment results are very
similar to results reported by Moosmann et al. (22)
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Figure 7. Phenotypic analysis of EBV-specific T cells. EBV-specific T cells before isolation (n ¼ 1), after isolation (n ¼ 1), after 10-day
expansion (n ¼ 1) and after thawing followed by a further week of expansion (n ¼ 4) were analyzed with different markers. Data shown are
gated on viable T lymphocytes, identified as LIVE/DEAD AQUA fluorescent-reactive dye negative and CD3 positive cells (not shown).
Among CD4þ and CD8þ T cells, we defined CD4þIFN-gþ and CD8þIFN-gþ EBV-specific T cells. Different T-cell sub-populations were
identified according to their expression of CD45RA, CCR7 and CD95 among the gated EBV-specific T cells. Naïve T cells (TN) were
defined as CD45RAþCCR7þCD95�, T memory stem cells (TSCM) were defined as CD45RAþCCR7þCD95þ, central memory T cells
(TCM) were defined as CD45RA�CCR7þ, effector memory T cells (TEM) were defined as CD45RA�CCR7� and effector T cells (TEFF)
were defined as CD45RAþCCR7�. (A and C) EBV-specific CD4þ T cells and CD8þ T cells before and after selection and after expansion
(n ¼ 1); EBV-specific T-cell sub-populations are also reported. (B and D) Comparison of frequencies between EBV-specific CD4þ and
CD8þ T cells before and after expansion (n ¼ 1) and after thawing followed by 1 week of expansion (n ¼ 4).
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with a mean of 50 � 15% and 26 � 20% of CD8þ

and CD4þ cells secreting IFN-g. Except for CTL-
6, more EBV-specific CD8þ T cells than EBV-
specific CD4þ T cells were selected. As previously
shown by Hislop et al. (27), there is a higher fre-
quency of EBV-specific CD8þ T cells than CD4þ T
cells in circulating blood of healthy people after
EBV infection. We also report for the first time a
single result for distribution of T-cell differentiation
sub-populations, including the more recently
described TSCM, among IFN-gþ EBV-specific T
cells after isolation. TN, TSCM, TCM, TEM and TEFF

were identified. Similar results were obtained by
Feuchtinger et al. (21) with CMV-specific T cells,
although they had not studied the IFN-gþ popula-
tion or TSCM (not described by then). TSCM, a long-
lived memory sub-population, with a high
164
proliferative potential and an enhanced capacity for
self-renewal, is of great interest in adoptive immu-
notherapy for the treatment of cancer and infectious
diseases (30,33). The frequency of TSCM observed
among CD45RAþCCR7þCD3þCD8þ EBV-specific
T cells corresponds with the frequency of TSCM re-
ported among CD45RAþCCR7þCD3þCD8þ CMV-
specific T cells in healthy donors (30). Although the
number of isolated EBV-specific T cells available for
infusion to patients is low, the presence of TSCM al-
lows for a high in vivo expansion potential on antigen
stimulation.

Expansion of isolated T cells in the presence of
IL-2 and autologous feeder cells was performed to
obtain enough cells for functional assays. However,
this expansion step is not required in the event of
infusion to a patient because the viral load is
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considered to contribute to in vivo CTL expansion
(20). After a mean culture of 2 weeks, a mean of 2.24
Log expansion of total nucleated cells was achieved.
IL-2 was chosen because it has been used for a long
time, and it was reported more recently that adding
gc chain-receptor linking cytokines such as IL-7, IL-
15 or IL-21 does not improve expansion compared
with IL-2 (34,35). Additionally, it was reported that
IL-2 changes neither the phenotypic (IL7Ra, CD27,
CD28 and CD62L) profile nor cytokine secretion
function (INF-g and tumor necrosis factor-a) of
CD4þ and CD8þ T cells (34). We performed a T-
cell differentiation sub-population study on a single
case after a 10-day expansion in the presence of IL-2.
Our results showed a similar distribution of memory
T cells compared with selection, with a 2-fold in-
crease in TSCM and TCM, although TN decreased
markedly, especially in CD3þCD4þIFN-gþ T cells.
However, an increased expansion time with IL-2
promoted TEM in both CD3þCD4þIFN-gþ and
CD3þCD8þIFN-gþ T cells at the expense of TSCM

and TN, which completely disappeared. Such results
confirm that infused EBV-specific T cells and
expanded EBV-specific T cells used for functional
assays present the same distribution of T-cell differ-
entiation sub-populations, provided that the expan-
sion step does not exceed 2 weeks. Nevertheless, an
impact of cryopreservation cannot be excluded. In a
culture process of CTL production, Fujita et al. (35)
described improved expansion of virus-specific T
cells with IL-15, and Gerdemann et al. (36) reported
that an IL-4 and IL-7 combination induced selective
expansion of polyclonal TH1-polarized T cells
among CD4þ and CD8þ T cells.

After expansion, we reported a marked increase
in the proportion of CD4þIFN-gþ among CD4þ

cells and weak variations in the proportion of
CD8þIFN-gþ among CD8þ cells. However, in
contrast to CD4þ cells, the proportion of CD8þ cells
increased significantly during expansion, leading to a
marked absolute increase in specific CD8þ T cells.
Comparing CTL-3 and CTL-4 CD4þ cell com-
partments, we observed that in the first case,
expansion was nearly exclusively in the EBV-specific
population, whereas in the latter, expansion con-
cerned both EBV-specific and non-specific T cells.
Also, for CTL-4, we observed a population of T cells
secreting both IFN-g and IL-2 (1.2% among CD4þ

cells and 1.9% among CD8þ cells). In CTL-6, a high
proportion of CD8þ T cells secreted both cytokines
(17.8%). These poly-functional T cells have been
shown more recently to be very important for im-
mune protection against EBV, and their presence in
CTL may be beneficial (28). CTL-4 and CTL-3
showed the highest proliferative response to the
stimulating antigen in vitro (97788 cpm and 115696
165
cpm, respectively). Expanded EBV-specific T cells
exhibited a high specific cytotoxic lysis against targets
loaded with the stimulating antigen (57.6 � 11.5%),
at an effector-to-target cell ratio of 10:1. We were
pleasantly surprised by the cytotoxic lysis observed
against autologous EBV-LCL: 18.3 � 7.3%, at the
same ratio. Because EBV-LCL expresses all latent
proteins encountered in PTLD, this result indicates
that EBV-specific T cells have every chance of being
efficient in vivo. Confirmation in the literature is
difficult because the only in vitro studies relying on
an EBV protein or peptide pool stimulation concern
multi-pathogen CTL generation. However, Fujita
et al. (35) reported that at the same ratio multi-virus-
specific T cells stimulated with an Ad5f35-LMP2
vector presented a cytotoxic lysis of <5% against
LCL and less than 10% against LCL loaded with
LMP2. Such low results were explained by the
occurrence of antigenic competition during stimu-
lation. Khanna et al. (37) reported EBV-specific T-
cell generation on the basis of CD154 expression
after stimulation with an LMP2 peptide pool. The
authors observed a cytotoxic lysis of 20% at a ratio of
20:1. Gerdemann et al. (36) generated multi-path-
ogen CTL with a culture technique using 15-mer
peptide pools for stimulation. EBV stimulation was
performed with EBNA1, LMP2 and BZLF1 peptide
pools. For one donor, they reported specific
lysis <10% with PHA-blasts pulsed with a peptide
pool after 9 days of culture at a ratio of 40:1. This
lysis increased to 30% after 16 days of expansion.
Finally, Lugthart et al. (38) proposed multi-pathogen
CTL generation based on CD25 expression with a
peptide pool stimulating antigen. For EBV, they used
the peptide pool previously designed by Moosmann
et al. (22). They observed specific cytotoxicity against
autologous LCL of 32.2% at a ratio of 30:1 but also
of 11.5% against allogeneic LCL.

As previously mentioned in previous immuno-
magnetic CTL generation protocols, alloreactivity
was significantly reduced after selection and expan-
sion. In our study, we report a 94.7 � 3.3% reduc-
tion in alloreactivity compared with PBMCs before
selection. We did not observe any cytotoxic lysis
against allogeneic loaded target cells or allogeneic
LCL. Taking into account such low alloreactivity
and the low dose of CTL usually infused for adoptive
transfer (around 104 CD3þ cells/kg body weight), the
risk of inducing GVHD is very low, and GVHD is
nearly never reported (15,16).

In conclusion, we could not generate clinical-
grade EBV-specific T cells because GMP-grade
EBNA3 family peptide pools are not yet available.
However, the EBNA3 peptide pool is part of a pool
that has already been used in a clinical study. Never-
theless, we showed that generating EBV-specific
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T cells with a combination of peptide pools including
EBNA3 family peptides is efficient in vitro, providing
good specific cytotoxicity and practically devoid of
alloreactivity. Additionally, we describe here for the
first time the TSCM sub-population in IFN-gþ EBV-
specific T cells, which is of great interest for adoptive
immunotherapy. We hope that our results will
convince peptide manufacturers that EBNA3 peptide
pools are essential to stimulate T cells effectively for
IFN-g-based CTL isolation and will encourage
manufacturers to produce such a peptide pool under
GMP conditions. Allogeneic EBV-specific T cells
could be produced under GMP conditions, with
good reactivity in the event of EBV infection or early-
stage EBV-PTLD.
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OBJECTIF : 

Ce travail a été initié lors de ma dernière année de thèse, dans la continuité des 

résultats préliminaires qui avaient été obtenus avec les CTL-EBV. Le but de notre 

étude a été de déterminer le phénotype des lymphocytes T composant les cellules T 

spécifiques anti-virales (Virus Specific T cells : VSTs). Par la suite nous utiliserons 

indifféremment les abréviations CTL et VSTs. Nous avons caractérisé les différentes 

sous-populations présentes dans le sang périphérique de donneurs sains avant et après 

sélection immunomagnétique de CTL, et comparé la composition de l’échantillon de 

CTL sélectionnés avant et après expansion in vitro en présence d’IL-2. Nous avions 

également pour objectif de déterminer si les conditions de culture peuvent influer sur 

le phénotype des CTL et en conséquence biaiser les résultats des tests qualités. Cette 

étude a été réalisée sur tous les échantillons de CTL obtenus en recherche (CTL-CMV) 

ou en recherche clinique (CTL-ADV) en complément de l’analyse cytométrique de 

contrôle qualité. Ce travail a fait l’objet d’une collaboration avec la Plateforme 

Nancytomique du CHU de Nancy. Pour la conception de la stratégie d’analyse, nous 

avons bénéficié des conseils du Dr Sauce (INSERM U1135-UPC UMRS CR7, Paris 

6). 

MATERIELS ET METHODES : 

Les VSTs -ADV et -CMV ont été marqués par les anticorps de cytométrie anti-CD4, 
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anti-CD8, anti-CD3, anti-CD45RA, anti-CD197 (CCR7), anti-CD95, anti-IFN-ainsi 

que par le marqueur de viabilité LIVE/DEAD AQUA fluorescent, avant et après 

sélection immunomagnétique. La sélection des VSTs a été effectuée comme décrit 

précédemment (Aïssi-Rothé et al., 2010 ; Wang et al., 2014). Une fois sélectionnés, 

les VSTs-ADV ont été amplifiés in vitro en présence d’IL-2 puis marqués de façon 

extracellulaire et intracellulaire après perméabilisation membranaire, par les anticorps 

précédemment cités. L’expression des marqueurs CCR7, CD45RA, et CD95 au sein 

des populations T CD3+CD4+IFN-γ+ et T CD3+CD8+IFN-γ+ viables a été analysée sur 

un cytomètre de type Navios (Beckman Coulter). Les lymphocytes TN, TSCM, TCM, 

TEM, et TEFF ont été définis comme étant respectivement : CD45RA+CCR7+CD95-; 

CD45RA+CCR7+CD95+; CD45RA-CCR7+; CD45RA-CCR7-; CD45RA+CCR7-. 

L’acquisition d’un grand nombre d’évènements (500 000 évènements) a permis une 

analyse fine de chaque sous-population avec une stratégie de fenêtres successives. Les 

analyses ont été effectuées via le logiciel d’analyse « Kaluza » (Beckman Coulter).  

 

RESULTATS : 

Dans le sang circulant de donneurs sains, la fréquence des lymphocytes T CD4 et 

CD8 anti-ADV (n=2) et anti-CMV (n=7) est faible mais cohérente avec la littérature. 

Toutes les sous-populations ont pu être identifiées au sein des lymphocytes T 

spécifiques CD3+IFN-+ selon une répartition relativement homogène, même si le 

nombre d’évènements observés dans la fenêtre CD45RA+CCR7+ était parfois 

insuffisant pour effectuer une discrimination entre TN et TSCM sur l’expression du 

CD95. Cette distinction entre ces deux sous-populations a pu être faite dans 2 cas, 

montrant une bonne représentation de la population TSCM (de l’ordre de 20%). Après 

sélection immunomagnétique, la concentration des sous-populations les plus matures, 

est observée. En effet, au sein des VSTs-ADV sélectionnés (n=5), les TEM sont 

majoritaires, avec en moyenne 93,31±4,48% des CD4+IFN-+ et 70,94±19,25% des 

CD8+IFN-+. Les TEFF, quant à eux, représentent respectivement 3,67±3,81% et 

26,94±19,46% des lymphocytes T CD4+IFN-+et T CD8+IFN-+. Tout comme les 

VSTs-ADV, les VSTs-CMV sélectionnés sont majoritairement composés de TEM 
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(CMV-1: 94,07%; CMV-2: 93,13% pour les CD4+IFN-+). Cependant et 

contrairement aux VSTs-ADV, cette nette pré-dominance des sous-populations TEM 

disparaît au profit des TEFF pour les CD8+ IFN-γ+ (respectivement 40,57% et 57,11% 

de TEM pour CMV-1 et CMV-2). Enfin, la sous-population 
TSCM n’a pas été identifiée 

parmi les VSTs-ADV CD4
+
IFN-


alors qu’elle est présente dans les CD8

+
IFN-


 à 

une fréquence de 0,75±1,14%. En comparaison cette fréquence est particulièrement 

élevée dans les CD8+IFN-+ des VST-CMV-1 (11,39%). Nous avons émis l’hypothèse 

que le système immunomagnétique concentrait les populations les plus matures, 

c’est-à-dire celles qui sécrètent le plus d’IFN-. Il est probable que les populations les 

moins différenciées présentent une intensité de sécrétion d’IFN- qui soit certes 

suffisante pour une détection par cytométrie en flux mais insuffisante pour une 

sélection immunomagnétique. Toutefois, le même profil n’étant pas observé avec le 

CMV, ni avec l’EBV (cf article précédent), on peut supposer que l’intensité de 

sécrétion d’IFN- des sous-populations les moins différenciées après stimulation par 

un virus latent est très supérieure à ce qui peut être observé avec l’ADV. Nous avons 

également soulevé dans cet article le fait surprenant que la population TN soit présente 

au sein de VSTs qui sécrètent de l’IFN- et nous pensons qu’il s’agit de lymphocytes 

T en cours de transition vers un phénotype mémoire ayant déjà acquis une partie des 

fonctions des T mémoires. Cette observation renforce l’hypothèse d’un modèle 

progressif où les sous-populations les moins différenciées donnent naissance aux plus 

différenciées.  

Après une expansion de plusieurs jours en présence d’IL-2, une analyse phénotypique 

des CTL anti-ADV, a été effectuée. Une disparition de la sous-population TN a été 

observée aussi bien parmi les lymphocytes T CD4+
IFN-

 que les lymphocytes T 

CD8+IFN-+. De même, les CD8+IFN-+ TSCM ne sont plus présents après expansion 

in vitro. Les TEM restent quant à eux largement représentés et constituent la 

sous-population majoritaire avec en moyenne 99,30±0,52% de CD4+IFN-γ+ TEM et 

98,43±2,90% de CD8+ IFN-γ+ TEM. Enfin, il a été observé que l’expansion in vitro en 

présence d’IL-2 entraîne au sein de l’échantillon de CTL sélectionnés, une 
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augmentation des sous-populations TEM (65,53% vs 98,43%) et une diminution des 

sous-populations TEFF (32,31% vs 0,93%) CD8+IFN-+ T. 

 
                          CONCLUSION : 
Ce travail a permis de caractériser les sous-populations lymphocytaires des VSTs 

présentes in vivo chez les donneurs sains en prenant en considération les sous 

populations mémoires les moins différenciées. En revanche, la sous-population  

TSCM  est très minoritaire dans le produit d’immunothérapie adoptive antivirale où 

sont principalement concentrées les sous-populations les plus différenciées. Toutefois, 

la population TSCM, même faiblement représentée peut suffire à maintenir une réponse 

immunitaire chez les patients le temps qu’ils reconstituent leur immunité à partir du 

greffon de CSH, compte tenu de ses potentiels d’autorenouvellement et d’expansion 

particulièrement intéressants. La culture cellulaire en présence d’IL-2 semble aboutir 

à des modifications phénotypiques des CTL. L’impact de l’homéostasie cytokinique 

au cours d’une expansion in vitro de CTL devra être confirmé par des études 

complémentaires utilisant d’autres cytokines telles que l’IL-15 et l’IL-7. 
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ABSTRACT 

Due to its efficacy in restoring anti-viral immunity and its absence of toxicity, adoptive 

anti-viral cellular immunotherapy by infusion of virus-specific T cells (VSTs) is becoming 

an alternative treatment of viral infection after hematopoietic stem cell transplantation. The 

recently described Stem cell-like memory T cell subset (TSCM) plays a crucial role in 

immunotherapy, exhibiting self-renewal and multipotency properties required for 

sustained efficacy in vivo. We identified TSCM in adenovirus (ADV)- and cytomegalovirus 

(CMV)- specific IFN-+T cells before and after IFN-based immunomagnetic selection. 

Moreover, we analyzed the distribution of the main T-cell subsets in VSTs: Naive T cells 

(TN), TSCM, Central memory T cells (TCM), Effector memory T cells (TEM) and Effector T 

cell (TEFF) after selection. In this study, we report that healthy donors present with a panel 

of heterogeneous VSTs, while the IFN-based immunomagnetic selection system sorts the 

most differentiated T-cell subsets. Comparing T-cell sub-population profiles before and 

after in vitro expansion, we observed that in vitro cell culture with IL-2 facilitates the 

differentiation process towards the most mature memory stages. 
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Adoptive immunotherapy, IFN- based immunognetic isolation, T cell subsets, T 

memory stem cells (TSCM), Virus-specific T cells  
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ABBREVIATION   

ADV, adenovirus  

CMV, cytomegalovirus  

EBV, Epstein-Barr virus  

GvHD, Graft versus Host Disease  

GMP, Good Manufacturing Practice 

HSCT, hematopoietic stem cell transplantation 

PBMCs, Peripheral blood mononuclear cells  

TN, naive T cells  

TEFF, effector T cells  

TSCM,T memory stem cells 

TCM,T central memory cells 

TEM,T effector memory cells  

VSTs, virus-specific T cells  
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1．INTRODUCTION 
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the standard treatment 

for malignant and non-malignant hematological disorders and primary 

immunodeficiencies. However, after HSCT, patients are deeply immunocompromised 

and susceptible to viral infections which are a major cause of morbidity and mortality. 

Combining viral load determination and specific anti-viral immune monitoring can 

help to implement pre-emptive anti-viral treatment before any onset of clinical signs 

which is important to control viral infection [1]. Nevertheless, although anti-viral 

agents are now available for most types of viral infections, they are not devoid of side 

effects and their efficacy is sometimes limited in the absence of concomitant anti-viral 

immune reconstitution [2]. A promising alternative is to reconstitute the recipient’s 

specific anti-viral immunity with donor’s virus-specific T cells (VSTs), either 

produced by cell culture during 2 to 8 weeks, or isolated by rapid immunomagnetic 

selection of IFN-γ secreting T cells within less than 48 hours [3,4].  

These approaches have been proved feasible, and effective as prophylaxis and 

curative treatment of Epstein-Barr virus (EBV)[3,5,6], cytomegalovirus (CMV)[7] 

and adenovirus (ADV)[8] infections. They are rarely associated with adverse events 

or Graft versus Host Disease (GvHD)[9,10]. IFN-based immunomagnetic isolation 

exhibits the advantage of being a fast Good Manufacturing Practice (GMP)-grade 

procedure. Up to now, 48 patients have been reported in the literature to have been 

treated by IFN+ VSTs (ADV n=14; EBV n=16; CMV n=18) with doses ranging 

from 0.15 to 166 x103 IFN-+ T cells /kg in five clinical studies[5-8,11]. Among the 

38 evaluable patients, 31 experienced reduction or complete clearance of viral load 

(81.6%) and simultaneous in vivo expansion of VSTs.   

As very few VSTs are available after isolation for infusion into the recipients, 

efficiency may depend both on an immediate cytotoxic effect to quickly decrease viral 

load and on high in vivo expansion of VSTs which restore anti-viral immunity, 

repopulating the memory T cell compartment and generating new cytotoxic T cell 

effectors. 
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T cells are heterogeneous with three main different compartments: naive T cells (TN), 

memory T cells and effector T cells (TEFF). Different subsets have been described in 

the memory T cell compartment: T memory stem cells (TSCM); T central memory cells 

(TCM); T effector memory cells (TEM) [12]. All these sub-populations present different 

functions such as proliferation mainly in TSCM and cytotoxicity mainly in TEM, and are 

important for successful anti-viral immunotherapy [13]. According to the recently 

reported T cell linear developmental model, TN directly differentiates into memory T 

cells, differentiating first into TSCM, then TCM, and TEM. Finally, these memory T cells 

can develop into terminal effector T cells, TEFF which die rapidly after cytotoxicity 

[14]. The previous competing model named the “Off-On-Off model”, where TEFF 

were aimed either to die or to enter into the TEM compartment, still co-exists. The 

recently described TSCM memory subset has similar features to stem cells, possessing 

high self-renewal ability, proliferative capacities estimated 10 to 100 fold higher in 

comparison to TCM and TN, and strong potential to generate other T cell compartments 

[12,15]. Indeed, it is thought to play a prominent role in successful T cell therapy. 

TSCM has been shown to support a long life-span in vivo and sustained efficacy of 

infused T cells for anti-virus or anti-tumor cellular immunotherapy [13].    

Thus, it seems relevant to identify T-cell subset distribution among VSTs after IFN- 

based immunomagnetic selection. IFN- selected VSTs sub-populations were first 

studied in ADV-specific T cells by Feuchtinger et al., in 2008 [16]. Using an 

individual staining, the authors concluded to an intermediate effector phenotype. In 

2010, the same group identified in CMV-specific T cells that TCM (CD45RO+CD62L+) 

and TEM (CD45RO+CD62L-) were the main subsets of the CD3+ T cell compartment 

(containing 65±31 % IFN-+), while TN (CD45RO-
 CD62L-) cells represented less than 

10% in both CD4+ and CD8+ T cells after selection [7]. Another study performed on 

IFN- selected EBV-specific T cells showed that the TCM (CCR7+CD45RA-) was the 

most important sub-population observed after selection among CD4+ and CD8+ T 

cells, whereas after a 2-week expansion, the TEM (CCR7-CD45RA-) and TEFF 

(CCR7-CD45RA+) sub-populations were predominant [17]. More recently, our group, 

using another stimulating antigen, identified TEM as the main sub-population among 
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CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+ EBV-specific T cells and described for the first time, 

the presence of the TSCM sub-population [18]. After a 10-day cell culture, T-cell 

sub-populations retained a similar profile to that before expansion with a slight 

decrease in TN and an increase in TSCM. 

In this study, our aim was to identify the different T-cell subsets among 

IFN--selected VSTs. Considering TSCM importance in cellular immunotherapy, we 

were interested in identifying this sub-population. Moreover, as functional controls of 

virus-specific IFN-+ T cells are performed after in vitro IL-2-expansion, we 

investigated whether the T-cell sub-population profile was maintained during 

expansion.  

2. MATERIALS & METHODS 

2.1 Virus-specific T cells production and expansion 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy donor 

peripheral blood by Lymphoprep density gradient centrifugation (Abcys, Paris, 

France) or from leukapheresis collections after informed consent. Recovered PBMCs 

were stimulated for 6 hours with synthetized antigens: PepTivator-ADV5 Hexon or 

PepTivator-CMVpp65 (Miltenyi Biotec). These cells were subsequently processed 

using the IFN- based immunomagnetic technology as previously described [18, 20]. 

Finally the VSTs were obtained. Then after immediate phenotypic analysis, the 

remaining VSTs were cultured for 2 to 4 weeks in RPMI-1640 supplemented with 

10% human AB serum and 100 IU/mL of interleukin (IL)-2 (Pepro-Tech, TEBU, 

Paris, France) in a culture flask. Irradiated autologous feeder cells from the negative 

fraction were added at day 0 and day 7 at a ratio of 100:1 and 10:1, respectively. 

Cultures were fed with fresh culture medium every 2 days.  

 

2.2 Virus-specific T-cell Sub-population analysis 

VSTs in healthy donors (CMV-1，CMV-2, ADV-1 and ADV-2), freshly selected 

VSTs (n=2 for CMV and n=5 for ADV) and expanded ADV-specific T cells (n=4) 

after specific antigenic restimulation, were stained by LIVE/DEAD AQUA 

fluorescent-reactive dye (Life Technologies, Saint Aubin, France), ECD-anti-CD4 
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(Beckman Coulter), APC-Alexa Fluor 700 anti-CD8 (Beckman Coulter), APC-Alexa 

Fluor 750 anti-CD3 (Beckman Coulter), V450-anti-CD45RA (BD Biosciences), 

PE-Cy7-anti-CD197 (CCR7) (BD Biosciences), PE-Cy5-anti-CD95 (Biolegend, San 

Diego, CA, USA) and PE-anti-IFN- (Miltenyi Biotec) antibodies. For expanded cells, 

extracellular staining was performed first, followed by cell fixation and 

permeabilization then intracellular IFN- cytokine staining. Viable T cells were 

identified as CD3+ and LIVE/DEAD AQUA-. Among these cells, virus-specific 

CD4+ and CD8+ T cells were identified as CD3+CD4+IFN-+ and CD3+CD8+IFN-+. 

Then CCR7, CD45RA were used to identify four groups of these VSTs: T naive-like 

cells (TN-like) were defined as CD45RA+CCR7+; T central memory cells (TCM) as 

CD45RA-CCR7+; T effector memory cells (TEM) as CD45RA-CCR7- and T effector 

cells (TEFF) as CD45RA+CCR7-. Finally, CD95 staining was used to discriminate 

between T naive cells (TN): CD45RA+CCR7+CD95- and T memory stem cells (TSCM): 

CD45RA+CCR7+CD95+ (Figure 1). These analyses were performed by flow 

cytometry with acquisition of 500,000 events per sample on a Navios cytometer 

(Beckman Coulter). Kaluza software (v1.2; Beckman Coulter) was used for analysis. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Frequency of VSTs in circulating lymphocytes 

ADV-specific CD4+ and CD8+ T cell frequency was determined in two healthy 

donors after stimulation with the Peptivator-ADV5 Hexon peptide pool before 

immunomagnetic selection: ADV-1 (0.04% and 0.08%, respectively) and ADV-2 

(0.17% and 0.05%, respectively). This frequency is consistent with previously 

reported results with cytokine detection assay (Miltenyi Biotec) among healthy donors 

using the same stimulation antigen. Zandvliet observed a frequency of 0.01-0.12% 

and 0.00-0.51% for ADV-specific CD4+ and CD8+ T cells respectively in six donors 

[19]. Our group previously reported a frequency of 0.04-0.58% for ADV-specific 

CD4+ T cells and 0.02-0.72% for ADV-specific CD8+ T cells in ten healthy donors 

[20].  

CMV-specific CD4+ and CD8+ T cell frequency was determined in seven different 
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healthy donors after stimulation with the Peptivator-CMV pp65 peptide pool. A 

frequency of 0.03-0.43% for CMV-specific CD4+ T cells and 0.006-0.57% for 

CMV-specific CD8+ T cells was observed. Using the same stimulation antigen in 

60 healthy donors, Nager et al, reported a similar frequency of CMV-specific CD4+ T 

cells with a median of 0.15% (range : 0.06-0.61%) but a higher frequency of 

CMV-specific CD8+ T cells with a median of 0.31% (range: 0.14-1.06%)[21]. 

Although detection was performed by intra-cellular staining assay, the difference may 

result from individual variation.  

The distribution of these four subsets: TN–like (CD45RA+CCR7+), TCM, TEM and TEFF 

was shown for CMV- and ADV-specific CD3+ T cells, respectively (Figure 2a). The 

TN-like compartment represents nearly a quarter of virus-specific CD3+ T cells 

regardless of the antigen used, except for ADV-2 where it is the main sub-population 

(41.54%). The TCM compartment ranges from 5.78% to 18.48%. The TEM 

compartment represents nearly 30% of virus-specific CD3+ T cells regardless of the 

antigen used, except for CMV-2 where it is the main sub-population (46.67%). Finally, 

TEFF ranges from 13.85% to 31.25% in CMV- and ADV- donors. Thus, all the four 

subsets mentioned above could be identified with a relatively homogeneous 

distribution. Presence of TEFF can be related to previous viral-antigen stimulation [22]. 

For two donors, a relevant number of events was acquired in the CD45RA+CCR7+ T 

cell gate, making it possible to discriminate between TN and TSCM sub-populations 

based on CD95 expression. The TSCM sub-population represented 24.9% of ADV- and 

17.5% of CMV-specific CD3+ T cells (ADV-2 and CMV-2). To our knowledge, this is 

the first report quantifying this critical compartment among VSTs in healthy donors. 
 

3.2 Impact of IFN- based immunomagnetic isolation on the distribution of VSTs 

subsets 

After isolation, a similar modification of T-cell subset distribution was observed in 

both ADV- and CMV- specific T cells. All four CD3+ T-cell compartments were still 

present. However, TEM underwent marked enrichment after isolation up to 82%. The 

TEFF sub-population was the second dominant subset with a similar proportion as that 
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observed before isolation in healthy donors (range: 12 to 20%). Conversely, a 

dramatic proportional decrease in less differentiated T cells (TN-like and TCM) occurred 

(Figure 2a). As recently reported, the less differentiated T cells (TN-like and TCM) 

secrete less IFN- compared to the more differentiated T cells (TEM and TEFF) [23]. 

Furthermore, this IFN- based immunomagnetic selection system sorts preferentially 

highly IFN-secreting cells. One explanation could be that although less 

differentiated T cells secrete IFN-and can be identified by flow cytometry,secretion 

intensity may be too low to enable effective immunomagnetic selection.   

 

3.3 Compartmentalization of virus-specific CD4+ and CD8+ T cells   

After isolation, thanks to the enrichment in VSTs, sub-population analysis could be 

performed on virus-specific CD4+ and CD8+ T cells. Acquisition of a relevant 

number of cells in the CD45RA+CCR7+ T cell gate allowed for identification of the 

TSCM sub-population among the TN-like.  

In ADV-specific T cells (n=5), we confirmed that TEM was the major compartment in 

both CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+ T cells, with a mean of 93.31±4.48% and 

70.94±19.25%, respectively. TEFF represented a mean of 26.94±1 9.46% of 

CD8+IFN-+ compared to a mean of 3.67±3.81 % of CD4+IFN-+ (Figure 2b).  

Interestingly, no TSCM were detected in CD4+IFN-+ T cells, while anti-ADV immune 

response relies mainly upon CD4+ T cells [24].  

Although naive, memory and effector phenotypes have been identified in CD4+ T 

cells, association to a specific function is less obvious than for CD8+T cells [25]. 

Indeed, depending on the cytokine environment and the type of antigenic challenge, 

CD4+ T cells differentiate into either TH1, TH2, TH17 or Treg. It has been recently 

reported that TH17, but not TH1, share a stem-cell-like molecular signature with TSCM 

[26]. However, only TH1 cells secrete high levels of IFN- and are isolated by the 

MACS device. Otherwise, TN cells were identified in CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+ T 

cells. Although this population retained a naive phenotype, it may no longer consist in 

real TN cells as it was identified among IFN- secreting cells that encountered the 

antigen. Hence, this population acquired memory functions moving into a transition 
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stage [27]. This compartment should be called TN-IFN-+. 

In CMV-specific T cells (n=2), although we confirmed that TEM was the major 

compartment in CD4+IFN-+ T cells (CMV-1: 94.07%; CMV-2: 93.13%), this was no 

longer the case for CD8+IFN-+ T cells, where TEM was decreased to the benefit of 

TEFF (CMV-1: 40.57%; CMV-2: 57.11%). Unlike ADV-specific T cells, TSCM was 

detected in both CD4+ and CD8+IFN-+ T cells and noticeably in  high levels in the 

CD8+IFN-+ T cells of CMV-1 (11.39%). Indeed, TSCM frequency of 0.45% and 

0.60% in CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+ T cells, respectively, was previously reported 

in IFN- selected EBV-specific T cells [18]. Finally, it seems that for latent viruses 

like EBV and CMV with a relatively high frequency of VSTs, IFN- secretion 

intensity of CD4+TSCM cells could be high enough to promote good capture by 

immunomagnetic beads resulting in the presence of TSCM in both EBV- and 

CMV-specific CD4+IFN- T cells.   
 
3.4 Impact of cell culture on compartmentalization of ADV-specific CD4+ and 

CD8+ T cells 

After expansion, the extinction of TN in both ADV-specific CD4+ and CD8+ T cells, 

as well as that of TSCM in CD8+ T cells, was observed. Surprisingly, emergence of a 

small TSCM sub-population in CD4+IFN-+ T cells occurred. According to the linear 

developmental model, this population probably comes from the TN-IFN+ compartment 

[14]. Using IL-2 for expansion promotes T cell differentiation, leading the less 

differentiated cells to move into more differentiated stages. Conversely, an IL-7 and 

IL-15 cocktail was shown to maintain self-renewal of less differentiated T cells [25, 

28].   

In both CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+ T cells, the TEM was the predominant 

compartment with a mean of 99.30±0.52% and 98.43±2.90%, respectively. In contrast 

with this remarkable increase in TEM in CD8+IFN-+ T cells (65.53% vs 98.43%), a 

dramatic decrease in TEFF in CD8+IFN-+ T cells (32.31% vs 0.93%) was observed 

(Figure 2c). In vivo contraction of TEFF by apoptosis after pathogen elimination is 

estimated at approximately 95% [29]. The remaining 5% forms the memory T-cell 
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population according to the Off-On-Off model [14]. During in vitro expansion, in the 

absence of viral antigen, the decrease in TEFF could result from such a contraction into 

TEM. Finally, expansion leads to a different T-cell sub-population profile from that 

after selection, with exclusive TEM representation, which may introduce a bias; 

functional assays performed on expanded cells may not reflect exactly the capacity of 

VSTs after selection. However, the clinical experience of infusion of EBV-specific T 

cells marked with the retroviral vector GINa in 26 patients highlighted in vivo 

persistence of gene-marked cells that could be detected in peripheral blood for as long 

as 105 months after CTL infusion [3]. The long persistence of infused EBV-specific T 

cells may rely on the self-renewability of the CD62L+ less differentiated memory 

subset which is still weakly identified after a 4-week culture with IL-2.  

 

4. CONCLUSION:  

In this study, we demonstrated the presence of all T-cell subsets in IFN- selected 

virus-specific CD3+ T cells, especially the TSCM sub-population in vivo, while it was 

only weakly selected by the IFN- based immunomagnetic device. This was probably 

because of the low intensity of IFN-secretion mainly against viruses generating a 

mild T cell response such as ADV. However, even when slightly represented, TSCM 

could be sufficient, though the minimum number of these stem cells required to 

enable persistence of anti-viral immunity in vivo in immunocompromised patients 

until onset of immune reconstitution is not yet known. TEM was always the major 

T-cell subset after isolation and especially after expansion both in ADV- and 

CMV-specific T cells. The presence of TEM is important in establishing a cytotoxic 

effect after VSTs infusion. Monitoring the fate of infused VSTs during clinical trials 

will provide information on the critical number of each subset required for sustained 

efficacy.   
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Figure legends 

Figure 1. Analysis strategy of T cell subsets.  
Data shown are gated on viable T lymphocytes, identified as LIVE/DEAD AQUA 
fluorescent-reactive dye negative and CD3 positive cells, after elimination of 
non-singlet cells. CD4+ and CD8+ T cells were also identified. Afterwards, IFN+ 
VSTs were gated either on CD3+, CD4+, or CD8+ T cells. Finally different T-cell 
subsets were identified according to their expression of CD45RA, CCR7 and CD95 
among these gated virus-specific CD3, CD4 and CD8 T cells. Naive T cells (TN) were 
defined as CD45RA+CCR7+CD95-, T memory stem cells (TSCM) as 
CD45RA+CCR7+CD95+, central memory T cells (TCM) as CD45RA-CCR7+, effector 
memory T cells (TEM) as CD45RA-CCR7- and effector T cells (TEFF) as 
CD45RA+CCR7-. 
 

Figure 2. Virus-specific T cell subset distributions 
(a) Virus-specific CD3+ T cell subset distributions before and after isolation. Before 
selection, CMV-specific T cells (CMV-1 and CMV-2) were analyzed in two donors, 
and ADV-specific T cells (ADV-1 and ADV-2) in other two. The four T-cell 
compartments: TN-like, TCM, TEM, TEFF were present in variable proportions in 
CMV-specific T cells and ADV-specific T cells. After isolation, ADV-specific T cells 
were analyzed in five donors. The four T-cell compartments were still present. 
Enrichment in TEM was observed, in association with a decrease in less differentiated 
sub-populations such as TN-like and TCM in these VSTs. (b) Distribution of 
ADV-specific CD4+ and CD8+ T cell sub-populations before expansion. Before 
expansion (n=5), except for undetectable ADV-specific CD4+ TSCM, all the T-cell 
subsets were present. TEM was always the major compartment with more than 90% in 
CD4+IFN-+ or CD8+IFN-+. (c) Distribution of ADV-specific CD4+ and CD8+ T 
cell sub-populations after expansion. After expansion for 2-4 weeks (n=4), extinction 
of TN-IFN+ and emergence of TSCM in CD4+IFN-+ were observed, whereas TN-IFN+ 

and TSCM were undetectable in CD8+IFN-+. A decrease in TEFF was noted in 
CD4+IFN-+ and CD8+IFN-+.  
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Partie 3: Generation of bi-specific 
Cytotoxic T Lymphocytes (CTL) against 
Epstein-Barr virus and Adenovirus for 

adoptive immunotherapy 
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Génération de lymphocytes T cytotoxiques (CTL) bispécifiques 

anti-adénovirus (ADV) et anti-Epstein-Barr-virus (EBV) 

Article en préparation:  

1. Introduction 

Notre équipe après avoir mis au point une technique d’immunosélection rapide et de 

grade clinique des CTL anti-ADV (Aïssi-Rothé et al., 2010) et des CTL anti-EBV 

(Wang et al., 2014) a souhaité développer la production de CTL bispécifiques 

anti-ADV et anti-EBV (CTL-ADV/EBV), avec les mêmes antigènes peptidiques de 

stimulation utilisés pour l’obtention de CTL mono-spécifiques: le Peptivator ADV5 

Hexon (PepT-ADV5, Miltenyi Biotec) et le pool de peptides EBV 

(PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1). La production de CTL-ADV/EBV bispécifiques 

permettrait d’envisager de traiter après allogreffe de CSH des infections ADV ou 

EBV ou les deux simultanément. Outre l’avantage en terme de coût de production, 

injecter des CTL bispécifiques permet de limiter les risques de réactions alloréactives 

comparé à deux injections de CTL mono-spécifiques. Cependant, nous devons au 

préalable nous assurer que les CTL bispécifiques CTL-ADV/EBV présentent une 

efficacité contre chaque virus similaire à celle des CTL mono-spécifiques ADV ou 

EBV et qu’il n’existe pas de compétition entre les deux antigènes de stimulation 

utilisés au dépend de l’activité anti-ADV ou anti-EBV. C’est l’objet de ce travail. 

2. Matériels et Méthodes 

Les cellules mononucléées (CMN) (200×106) provenant de trois donneurs sains 

présentant une réponse cellulaire spécifique vis à vis de l’ADV et de l’EBV confirmée 

au préalable, ont été stimulées par le PepT-ADV5 Hexon et le 

PepMix+PepT-EBNA1/BZLF1 pendant, respectivement, 6 et 9 heures. Les CTL 

spécifiques de ces deux virus ont ensuite été sélectionnés par technique 

immunomagnétique via le kit de sélection Cytokine Capture System (Miltenyi 

Biotec). 
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Une fois les CTL bispécifiques obtenus, une analyse phénotypique par cytométrie en 

flux a été effectuée. Les cellules restantes ont ensuite été mises en culture selon le 

protocole précédemment décrit (Wang et al., 2014). 

Les méthodes utilisées étant pour la plupart similaires à celles présentées dans l’article 

1, nous nous attacherons à ne présenter ici que les tests de prolifération, de 

cytotoxicité et d’alloréactivité. En effet, à la différence de l’article 1, ce sont des 

techniques froides qui ont été utilisées.  

Test de prolifération ou Test de Transformation Lymphocytaire (TTL) : 

Le test de prolifération ou test de transformation lymphocytaire, est un test permettant 

de s’assurer de la spécificité des cellules sélectionnées, par mise en évidence d’une 

nette augmentation de la prolifération des CTL en présence de leur antigène, 

comparativement à la prolifération des CMN vis-à-vis du même antigène et à la 

prolifération des CTL vis-à-vis d’antigènes non relevants. 

Pour cela, les CMN du donneur et les CTL isolés, sont incubés 4 jours (37°C, 5% CO2) 

à la concentration de 1 x 105 cellules/puits dans une plaque de 96 puits à fonds plats, 

en présence de l’antigène cible ou d’un antigène non relevant. Des contrôles négatifs 

(absence d’antigène (témoin négatif), de BrdU (Background), de cellules (Blanc)) et 

positifs (remplacement de l’antigène par les mitogènes PMA/Ionomycine (Phorbol 

12-Myristate 13-Acetate, Sigma-Aldrich, L’Isle D’Abeau Chesnes, 

France/Ionomycine, EMD Biosciences, San Diego, USA) ou PHA) sont réalisés en 

parallèle. 

Les tests de proliférations lymphocytaires sont effectués avec le kit de Recherche : 

DELFIA® Cell Proliferation kit (PerkinElmer, USA). Cette technique 

d’immunofluorescence est basée sur l’incorporation d’un analogue de la pyrimidine, 

le 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), dans les brins d’ADN nouvellement synthétisés 

au cours de la prolifération des cellules. Le BrdU est ainsi incorporé à une 

concentration de 10µM/puits durant 18h (37°C, 5% CO2). La plaque subit ensuite une 

centrifugation à 300g pendant 10min. Le surnageant est éliminé par retournement, et 

la plaque est séchée durant 2 heures à température ambiante.  
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Le BrdU est détecté en utilisant un anticorps monoclonal marqué à l’europium 

(Anti-BrdU-Eu). Pour permettre cette détection, les cellules sont fixées et leur ADN 

est dénaturé en utilisant une solution de fixation à 100µL/puits (Fix Solution). La 

plaque est ensuite laissée à température ambiante 30 minutes avant de retirer le 

surnageant des puits par retournement. Après un séchage d’une heure, l’anticorps 

anti-BrdU couplé à l’Europium est ajouté à hauteur de 100µL/puits (0,5µg/mL) 

pendant 1 heure à température ambiante. Les anticorps non liés sont éliminés par 6 

lavages successifs avec 300µL de solution de lavage. Après une étape de séchage, 

200µL/puits de DELFIA Inducer (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent 

ImmunoAssay Inducer) sont ajoutés pendant 15 minutes à l’obscurité et sous agitation. 

Les ions europium sont alors libérés dans la solution et forment un chélate hautement 

fluorescent avec les composants du DELFIA Inducer.  

La fluorescence mesurée en coup par minute (cpm) est proportionnelle à la synthèse 

d’ADN des cellules de chaque puits. La lecture des plaques est réalisée sur le 

Victor
TM

X4 (PerkinElmer, USA). 

Test d’alloréactivité ou Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) : 

Bien que le principe du test d’alloréactivité soit identique au test TTL précédemment 

décrit, l’objectif en est différent. En effet, ici, il s’agira de mettre en évidence une 

éventuelle alloréactivité des CTL sélectionnés en détectant ou non, une prolifération de 

ceux-ci en présence d’antigènes allogéniques. Pour cela des CMN, issues de donneurs 

autres que le donneur de CTL, sont irradiées à 25 Gy et auront pour vocation d’être des 

antigènes de stimulation. Pendant 6 jours (37°C, 5% CO2), ces CMN sont mises en 

co-culture à la concentration de 1 x 105 cellules/puits dans 100 µl, avec les CMN du 

donneur de CTL avant sélection, ou avec les CTL après expansion, à la concentration 

de 1 x 105 cellules/puits dans 100 µl. Après incubation et avant ajout du BrdU, les 

cellules sont transférées sur une plaque à fonds plats. Les étapes de révélation et de 

lecture de la plaque sont identiques à celles décrites pour le test TTL. 

Test de cytotoxicité : 

 Production des cellules cibles autologues et allogéniques : 
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Les cellules cibles utilisées dans le test de cytotoxicité sont des Blastes PHA comme 

décrit dans l’article 1, pré-incubés ou non (NP) avec différents antigènes pendant 16h. 

 Le kit DELFIA® Cell cytotoxicity permet de mesurer la cytotoxicité cellulaire. Il 

s’agit d’une alternative non-radioactive au test conventionel avec le chrome 51 

(
51

Cr). Deux types de cellules sont utilisés au cours de ce test : les cellules cibles et 

les cellules effectrices (CTL). L’activité cytotoxique des CTL est testée contre les 

cellules cibles qui sont préalablement chargées avec un ester acétoxyméthyle de 

BATDA (1µL de DELFIA BATDA reagent pour 1x10
6 
cellules cibles). Le ligand 

pénètre rapidement dans la membrane cellulaire durant le temps d’incubation de 

20min (37°C, 5% CO2). Dans la cellule, les liaisons ester sont hydrolysées pour 

former un ligand hydrophile (TDA), qui ne passe plus à travers la membrane 

cellulaire. 

Quatre étapes de lavage des cellules cibles sont ensuite effectuées à 400g pendant 5min 

avec un milieu composé de 2mM de sulfinpyrazone dissout par du DMSO. Les cellules 

sont alors distribuées sur une plaque à fonds V. Chaque puits contient 100µL de 

cellules cibles (de concentration 1x10
5
 cellules/mL), et le volume nécessaire de cellules 

effectrices (les CTL après amplification) est variable selon les rapports cellules 

effectrices/cellules cibles suivants : 40 :1, 20 :1, 10 :1, et 5 :1.  

Après 2 heures d’incubation (37°C, 5% CO2) nécessaires au contact des cellules cibles 

avec les cellules effectrices, la plaque est centrifugée à 500g pendant 5min. Suite à cette 

centrifugation, 20 µL de surnageant sont transférés sur une plaque de lecture à fonds 

plats. Deux cents microlitres de solution Europium sont ajoutés au surnageant et 

incubés pendant 15 minutes à l’obscurité sous agitation. Lorsque les cellules cibles sont 

lysées par une cellule effectrice, le TDA est libéré hors de la cellule dans le surnageant 

et forme un chélate stable hautement fluorescent avec l’Europium. A l’inverse, si les 

cellules sont intactes, le TDA restera dans la cellule et ne pourra se chélater avec 

l’Europium. Le signal de fluorescence mesuré en coups par minute (cpm) est donc 

directement corrélé à la quantité de cellules lysées. La lecture est effectuée par 

Victor
TM

X4 (PerkinElmer, USA).  

197



La lyse spécifique des cellules cibles par les cellules effectrices est exprimée selon la 

formule suivante : 

   % de lyse spécifique = (relargage expérimental-relargage spontané) / 

(relargage total – relargage spontané) x 100  

Le relargage expérimental correspond à la fluorescence émise par les cellules cibles 

en présence des cellules effectrices, exprimée en nombre moyen de cpm. 

Le relargage spontané (RS) correspond à la fluorescence émise spontanément par les 

cellules cibles lorsqu’elles sont cultivées uniquement en présence de SAB, exprimée en 

nombre moyen de cpm.  

Le relargage total (RT) correspond à la fluorescence maximale émise par les cellules 

cibles en présence de 100µL de Triton 1%, exprimée en nombre moyen de cpm.  

Comparaison entre les CTL bispécifiques et mono-spécifiques : 

Afin de pouvoir comparer les résultats, les pourcentages de lymphocytes T 

anti-ADV, anti-EBV ainsi que les lymphocytes T anti-ADV/anti-EBV ont été 

rapportés au même nombre de cellules nucléées totales : avant et après sélection, 

ce nombre de référence est de 1x106 CNT.   

3. Résultats  

 Fréquence des lymphocytes T spécifiques vis-à-vis de l’ADV et de l’EBV: 

La difficulté principale que nous ayons rencontrée a été la sélection de donneurs 

présentant une réponse IFN-γ suffisante, à la fois pour l’ADV, et pour l’EBV. Les 

CMN du sang total ont été stimulées avec le PepT-ADV5 ou le PepMix + 

PepT-EBNA1/-BZLF1, respectivement pendant 6h et 9h. Les résultats obtenus par 

Elispot-IFN-γ ont permis de sélectionner les donneurs présentant les meilleures 

réponses immunitaires vis-à-vis de l’ADV et l’EBV. 

La réponse immunitaire cellulaire vis-à-vis de l’ADV a été en moyenne de 

161±91SFCs/10
6
CMN (la moyenne observée sur 43 donneurs sains étant de: 

135±141SFCs/10
6
CMN) (Aissi Rothé et al., 2010). La réponse immunitaire cellulaire 
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observée vis-à-vis de l’EBV a été en moyenne de 406±176 SFCs/10
6
CMN (la moyenne 

observée sur 43 donneurs sains étant de : 380±465 SFCs/10
6
CMN) (Wang et al., 2014).  

Par ailleurs, l’analyse par cytométrie en flux montre que le nombre de lymphocytes T 

CD3IFN-
après stimulation par le PepT-ADV5 et le PepMix + 

PepT-EBNA1/-BZLF1 est en moyenne, respectivement, de 448±118/10
6
 cellules et 

258±162/10
6
 cellules (Tableau XIII). Les résultats des tests Elispot sont supérieurs à 

ceux obtenus en cytométrie en flux pour la réponse immunitaire EBV et inférieurs à 

ceux obtenus en cytométrie en flux pour la réponse immunitaire ADV. 

Tableau XIII. Fréquence des lymphocytes T spécifiques anti-ADV et anti-EBV chez 

les 3 donneurs sains évaluée par la cytométrie en flux et par technique Elispot (tous les 

résultats sont rapportés à 1x10
6 
CNT). 

   

CNT 
(106) 

CD4 
(%) 

CD4+ 

IFN-+ 
(%) 

CD4+ 
IFN-+ 

CD8 
(%) 

CD8+ 

IFN-+ 
(%) 

CD8+ 
IFN-+ 

CD3+ 
IFN-+ 

   Elispot 
(SFCs/106 cells) 

ADV 
1 1 40,22 0,09 361,98 6,16 0,17 104,72 467 184 
2 1 43,95 0,05 219,75 20,20 0,05 101,00 321 60 
3 1 45,90 0,08 380,93 22,66 0,07 174,47 555 238 

EBV 
1 1 52,65 0,02 105,30 6,33 0,22 139,26 245 527 
2 1 42,93 0,03 128,79 18,32 0,01 18,32 147 203 
3 1 46,00 0,05 216,24 22,72 0,07 165,88 382 487 

ADV 

/EBV 

1 1 51,08 0,27 1399,0 6,73 0,90 606,30 2006  
2 1 47,73 0,06 295,9 16,08 0,12 194,6 491  
3 1 44,37 0,09 417,1 23,09 0,33 768,8 1186  

Mean ADV             448 161 
  EBV              258 406 
 ADV/EBV       1227  

 

 Comparaison phénotypique entre les CTL mono-spécifiques et les CTL 

bispécifiques: 

Deux cents millions de CMN fraîches issues du sang total de trois donneurs ont été 

stimulées par l’antigène ADV ou EBV pour la production de CTL mono-spécifiques 

(CTL-ADV et CTL-EBV). Par ailleurs, 200 millions de CMN ont été stimulées par 

l’association de l’antigène ADV et EBV pour la production de CTL bispécifiques. Les 

temps de stimulation par l’antigène ont été de 6 heures et 9 heures, respectivement pour 
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l’ADV et l’EBV. Un enrichissement moyen de 54,27±21,53 % en lymphocytes T 

CD4+INF-+ et de 40,02±26,84% lymphocytes T CD8+IFN-+ a été obtenu pour les 9 

CTL produits (3 CTL-ADV, 3 CTL-EBV, et 3 CTL bispécifiques).   

Nous nous attacherons, ici, à présenter uniquement les résultats obtenus pour les CTL 

bispécifiques. En moyenne 0,14±0,11% des lymphocytes T CD4 et 0,45±0,40% des 

lymphocytes T CD8 étaient respectivement CD4+IFN-et CD8+IFN-avant 

sélection. Un nombre moyen de 0,56±0,50×106 cellules a été obtenu après isolement 

sur aimant midiMACS (Miltenyi Biotec). Après sélection, une pureté moyenne de 

60,62±20,25% de CD4+IFN-et de 60,72±20,55% de CD8+IFN-a été observée 

(Tableau XIV).  

Tableau XIV. Résultats de production de CTL bispécifiques anti-ADV et anti-EBV. 
   Avant sélection Après sélection 

Essai 

No 

CNT 

(106) 

CD4 

(%) 

CD4+ 

IFN-+ 

(%) 

CD8 

(%) 

CD8+ 

IFN-+ 

(%) 

CNT 

(106) 

CD4 

(%) 

CD4+ 

IFN-+ 

(%) 

CD8 

(%) 

CD8+ 

IFN-+ 

(%) 

1 110,40 51,08 0,27 6,73 0,90 0,30 8,91 77,71 6,39 75,35 

2 83,20 47,73 0,06 16,08 0,12 0,24 4,69 65,91 3,04 37,23 

3 152,80 44,37 0,09 23,09 0,33 1,13 14,55 38,25 12,25 69,59 

Moyenne 115,47 47,73 0,14 15,30 0,45 0,56 9,38 60,62 7,23 60,72 

Ecart type 35,08 3,35 0,11 8,21 0,40 0,50 4,95 20,25 4,66 20,55 

 

Le nombre de CTL antiviraux rapporté à 1x106 CNT résultant de la somme des CTL 

mono-spécifiques d’une part ou des CTL bispécifiques d’autre part semble montrer, 

que la quantité totale de CTL ayant des propriétés anti-ADV et anti-EBV avant et après 

sélection varie d’un donneur à l’autre. Parmi les lymphocytes T CD8+, avant et après 

sélection, la quantité de CTL antiviraux issue des CTL bispécifiques est 

systématiquement supérieure ou au moins égale, à la quantité des CTL antiviraux issue 

de la somme des CTL mono-spécifiques (Figure17). Parmi les lymphocytes T CD4+, le 

même phénomène se retrouve avec les donneurs 1 et 2 mais n’est pas vérifié avec le 

donneur 3. 
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Figure 17. Comparaison des valeurs absolues des VSTs en mono-spécifique et en 

bispécifique. a : La comparaison du nombre de cellules spécifiques avant séléction; b : 

La comparaison du nombre de cellules spécifiques après séléction.  

 

On observe que les donneurs présentant une forte réponse immunitaire vis-à-vis des 2 

virus (donneur 1 et 3, Tableau XIII) présentent, avant sélection, une quantité de CTL 

antiviraux plus importante en CTL bispécifiques qu’en CTL mono-spécifiques 

additionnés. Cependant, cette constatation n’est pas vérifiée après sélection. 

Par ailleurs, le donneur 2 qui possède une faible immunité vis-à-vis des 2 virus, 

présente avant sélection et après sélection, une quantité équivalente de CTL antiviraux 

correspondant à l’addition des CTL mono-spécifiques ou aux CTL bispécifiques. 

 

 Comparaison de l’expansion et de la spécificité antigénique: 

L’ensemble des CTL produits, à la fois mono-spécifiques et bispécifiques, présente une 

expansion d’un facteur médian de 52,5 (de 6 à 242). Après une deuxième stimulation 

antigénique nous avons observé par analyse des cytokines intra-cellulaires (ICC), que 

l’ensemble des CTL, qu’ils soient bispécifiques ou mono-spécifiques, sécrétait de 
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l’IFN-ce qui traduit la conservation de leur spécificité antigénique. Une expansion des 

lymphocytes T CD3+IFN- d’un facteur médian de 295 (de 58 à 8350) a été observée 

(Tableau XV).  

Tableau XV. Facteur d’expansion (Le pourcentage de CD3 IFN- a été calculé sur le 

nombre de CNT). 

    
Avant expansion Après expansion 

Facteur 

d’expansion 

Spécificité 

antigénique 
Essai 

CNT 

 (avant 

sélection) 

(106) 

CNT 

 (après 

sélection) 

(106) 

Pourcentage 

des CNT 

isolées (%) 

CD3+ 

IFN-

(106) 

CD3+ 

IFN- 

(% 

calculé) 

CNT 

(106)  

CD3+ 

IFN- 

(106) 

CD3+ 

IFN- 

(% 

calculé) 

CNT 

 

CD3+ 

IFN- 

ADV 

1 130,4 0,6 0,46 0,03 5,0 19,5 6,57 33,66 32,53 219 

2 122,4 0,48 0,39 0,01 2,1 52,8 20,57 38,96 110,00 2057 

3 155,2 0,4 0,26 0,04 10,0 21,0 11,8 56,19 52,50 295 

EBV 

1 124 0,76 0,61 0,01 1,3 4,6 1,29 28,29 6,00 129 

2 118,08 0,27 0,23 0,002 0,7 62,4 16,7 26,76 231,11 8350 

3 158,4 0,3 0,19 0,02 6,7 20,8 9,51 45,72 69,33 475,5 

ADV/EBV 

1 110,4 0,3 0,27 0,04 13,3 8,9 2,33 26,24 29,60 58,25 

2 83,2 0,24 0,29 0,010 4,2 58,0 11,85 20,43 241,67 1185 

3 152,8 1,13 0,74 0,2 17,7 44,4 18,97 42,73 39,29 94,85 

  Médiane 124 0,4 0,29 0,02 5 21 11,8 33 52,5 295 

 

Par ailleurs des lymphocytes T CD4+ IFN-et T CD8+ IFN-ont été détectés dans 

tous les CTL. 

En comparant les facteurs d’expansion des lymphocytes T CD4 et T CD8 spécifiques 

de l’ADV parmi les CTL mono-spécifiques et les CTL bispécifiques, il a été observé 

une moindre expansion des lymphocytes T CD4+IFN-+ bispécifiques par rapport à 

celle des lymphocytes T CD4+IFN-+ mono-spécifiques mais une expansion 

comparable des CD8+IFN-+ (Tableau XVI) .  

Pour les CTLs spécifiques de l’EBV, la disparité d’expansion observée entre les 3 

donneurs ne permet pas de dégager une tendance. 
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Tableau XVI. Comparaison de la capacité d’expansion des lymphocytes CD4+IFN-+ 

et CD8+IFN-+ bi et mono-spécifiques (exprimé en facteur d’expansion : ratio par 

rapport à après sélection). 
  Essai CNT CD4+ CD4+IFN-+ CD8+ CD8+IFN-+ 

CTL-ADV 

1 32,5 214,1 181,3 68,6 253,5 
2 110,0 1001,2 1552,0 269,0 1067,7 
3 52,5 283,7 292,5 107,3 159,7 

CTL-EBV 

1 6,0 13,7 3,5 24,5 255,4 
2 231,1 1195,7 3700,1 3046,6 37649,6 
3 69,3 39,0 20,5 1415,5 1726,4 

CTL-ADV/EBV 

1 29,6 40,0 7,0 247,7 163,6 
2 241,7 762,0 520,3 2199,1 4660,2 
3 39,3 31,6 41,7 156,2 122,3 

ADV 1 29,6 34,3 7,5 1251,9 94,8 
ADV2 241,7 1363,1 492,8 2333,5 1395,7 
ADV3 39,3 59,5 38,5 528,9 169,4 
EBV1 29,6 255,7 15,3 141,4 1033,6 
EBV2 241,7 2236,5 1368,6 2983,7 27025,4 
EBV3 39,3 145,3 9,1 724,7 330,6 

 

La spécificité des CTL mono-spécifiques a été confirmée par Elispot IFN-Figure 

n effet, après expansion et stimulation antigénique une réponse moyenne de 

53115±32533 SFCs/106 cellules pour les CTL-ADV et de 331643±187947 SFCs/106 

cellules pour les CTL-EBV, a été observée. La réponse IFN-des CTL 

mono-spécifiques après stimulation antigénique est augmentée d’un facteur moyen de 

322±85 pour les CTL-ADV et 1169±1215 pour les CTL-EBV, comparée aux CMN 

avant sélection. Cette réponse a été confirmée en ICC avec une moyenne de 

33100±27183 CD3IFN-106 cellules pour les CTL-ADV et 36423±8041 

CD3IFN-106 cellules pour les CTL-EBV(Tableau XVII).  
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Tableau XVII. Comparaison de spécificité antigénique en ICC et en Elispot IFN- 

    
ICC  

(CD3IFN- cellules) 
Elispot IFN-

SFCs/106 Cellules 

CTL-ADV 
Essai1 3144 77166 
Essai2 39960 16098 
Essai3 56196 66081 

CTL-EBV 
Essai1 31437 142857 
Essai2 32133 518738 
Essai3 45699 333334 

CTL-ADV/EBV 

Essai 1 ADV 2451 225958 
Essai 1 EBV 25187 196868 
Essai 2 ADV 7770 50390 
Essai 2 EBV 19214 203021 
Essai 3 ADV 17719 60570 
Essai 3 EBV 16316 126583 

    Les CTL bispécifiques montrent également une augmentation de la réponse IFN- 

après stimulation antigénique par rapport aux CMN avant sélection. En effet, la 

réponse à la stimulation par le PepT-ADV et le PepMix+PepT-EBNA1/-BZLF1 ont 

été respectivement de 112306±98557 et 175491±42467 SFCs/106 cellules en Elispot 

IFN- ce qui équivaut à une augmentation d’un facteur moyen de 774±490 pour les 

CTL-ADV et 544±398 pour les CTL-EBV par rapport aux CMN avant sélection. 

Cette réponse spécifique a été aussi évaluée par ICC et montre que la fréquence des 

CD3IFN- spécifiques anti-ADV et anti-EBV est en moyenne de 9313±7750 et 

20239±4523 sur 1x106 cellules (Tableau XVII).  
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Figure 18. Comparaison de la réponse IFN- après stimulation antigénique pour les 

CTL mono-spécifiques et bispécifiques après expansion et les CMN avant sélection. 

 

 Comparaison de la capacité proliférative en présence de l’antigène spécifique: 

La quantité de BrdU incorporée a été mesurée pour permettre une évaluation de la 

prolifération des CTL bi et mono-spécifiques après expansion puis stimulation 

antigénique in vitro. 

Qu’ils soient bispécifiques ou mono-spécifiques, les CTL ont montré une forte capacité 

proliférative en présence d’antigènes spécifiques (Figure 19). Par ailleurs, la réponse 

des CTL vis-à-vis d’un antigène non relevant (PepT-CMV) est négligeable. 

La prolifération vis-à-vis de l’ADV des CTL bispéciques est similaire à celle observée 

avec les CTL mono-spécifiques, à l’exception du donneur 3. Cependant, avec l’aide du 

tableau XVII, on s’aperçoit que parmi les 1x105 CNT présents dans les puits du test de 

prolifération, le nombre de CD3IFN- est de 3310±2718 pour les CTL anti-ADV 

mono-spécifiques et de 931±775 pour les CTL bispécifiques. Cette différence de 

fréquence de cellules spécifiques peut expliquer la différence de réponse proliférative 

observée, notamment pour le donneur 3.  

Une diminution de la réponse proliférative vis-à-vis de l’EBV pour les CTL 

bispécifiques a été observée comparée à celle observée avec les CTL monospécifiques 

(CTL-EBV). Cependant, on constate à nouveau que dans les puits, le nombre de 

CD3IFN- est de 3642±804 pour les CTL anti-EBV mono-spécifiques et de 2024±452 

pour les CTL bispécifiques. 
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Figure 19. Réponse proliférative des CTL vis-à-vis des antigènes spécifiques et d’un 

antigène non relevant.  

 

 Comparaison de la cytotoxicité des CTL bispécifiques et mono-spécifiques : 

La capacité à lyser les cellules cibles in vitro par les CTL mono et bispécifiques a été 

mesurée par l’essai de cytotoxicité DELFIA.  

Au rapport cellules effectrices/cellules cibles de 40/1, il a été mis en évidence que les 

CTL mono-spécifiques anti-ADV présentaient une capacité de lyse moyenne de 31±4,0% 

contre les blastes chargés par PepT-ADV (Figure 20). En comparaison, une lyse 

moyenne plus faible de 21,3±5,1% a été observée avec les CTL bispécifiques vis-à-vis 

de blastes chargés avec le PepT-ADV. Cependant, avec l’aide du tableau  XVII, on 

s’aperçoit qu’au rapport 40/1, le nombre de CD3IFN-dans les puitsest  

de132400±108720 pour les CTL anti-ADV mono-spécifiques alors qu’il est de 

37252±31000 pour les CTL bispécifiques. Cette différence en fréquence de cellules 

effectrices peut expliquer la différence de cytotoxicité observée. 

Dans les mêmes conditions, une lyse moyenne de 59,3±22,5% et de 48,7±27,2% contre 

les blastes chargés par PepMix+PepT-EBNA1/BZLF1 a été observée avec 

respectivement les CTL-EBV mono-spécifiques et les CTL bispécifiques (Figure 20). 

A nouveau, avec l’aide du tableau XVI, au rapport 40/1, le nombre de CD3IFN- est de 

145692±32164 dans les CTL-EBV mono-spécifiques et de 80956±18092 dans les CTL 

bispécifiques. Une lyse moindre pour les CTL bispécifiques peut s’expliquer par le plus 

faible nombre de CD3IFN-dans les CTL bispécifiques que dans les CTL 

mono-spécifiques.   
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Figure 20. Cytotoxicité des CTL mono-spécifiques et bispécifiques à un rapport de 

40:1 après expansion in vitro.  

 

Une lyse spécifique contre les blastes PHA présentant le PepT-ADV ou le pool EBV a 

été observée pour les CTL mono-spécifiques (CTL-ADV et CTL-EBV), ainsi que pour 

les CTL bispécifiques (CTL-ADV/EBV). En revanche, une lyse faible, inférieure à 

10%, a été obtenue contre les blastes chargés avec un antigène non relevant et les 

blastes allogéniques pour tous les CTL qu’ils soient mono-spécifiques ou bispécifiques.   

NP (Blastes non chargés). 

 

 Comparaison de l’alloréactivité résiduelle entre les CTL bispécifiques et les CTL 

mono-spécifiques : 

L’alloréactivité des CTL a été évaluée avec le test de prolifération DELFIA décrit 

précédemment. Les CTL et les CMN avant sélection ont été mis en co-culture avec des 

CMN irradiées issues de trois donneurs différents pendant 4 jours.  

Suite à cet essai, il a été mis en évidence que l’ensemble des CTL, qu’ils soient bi ou 

mono-spécifiques, présente une réponse proliférative allogénique moindre que celle 

obtenue avec les CMN non sélectionnées (Figure 21). De plus les CTL bi et 

mono-spécifiques présentent une prolifération allogénique similaire. 

Par ailleurs, la proportion de cellules spécifiques (CD3IFN-+) a été évaluée par 

cytométrie en flux après technique ICC et il en est ressorti que les CTL après expansion 

présentent une pureté de  74,33±9,24% pour les CTL-ADV; 75±2% pour les 

CTL-EBV et de 56,33±12,22% pour les CTL-ADV/EBV sur tous les lymphocytes T 

CD3. En d’autres termes, les CTL qu’ils soient bi ou mono-spécifiques, présentent un 

nombre comparable de cellules non spécifiques pouvant être responsables de la réponse 

allogénique résiduelle. 

Ces résultats sont confirmés par la faible cytotoxicité observée vis-à-vis des blastes 

allogéniques non chargés (Figure 20). 
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Figure 21. Test d’alloréactivité. Une évaluation de la prolifération alloréactive des 9 

CTL après expansion et des CMN avant sélection a été réalisée en présence de CMNs 

irradiées issues de trois de donneurs HLA différents. Une diminution de la 

prolifération alloréactive a été observée pour les CTL comparée à celle des CMN.  

 

4. Discussion  

Il n’est pas rare chez des patients profondément immunodéprimés après allogreffe de CSH 

d’être en présence simultanément de plusieurs agents infectieux. Parmi les plus fréquents, 

on peut mentionner l’EBV, l’ADV et le CMV. Nous nous sommes dans un premier temps 

intéressés à la sélection de CTL bispécifiques ADV/EBV. En effet, la production des CTL 

anti-ADV et anti-EBV séparément pose quelques problèmes : d’une part l’augmentation du 

nombre de lymphocytes T alloréactifs réinjectés augmentant le risque de survenue d’une 

GvHD et d’autre part un problème de coût : les techniques de séparation 

immunomagnétique étant très couteuses. 

Si l’alternative des CTL bispécifiques est séduisante en permettant de résoudre ces 

problèmes, certaines questions restent posées. D’une part, la compétition antigénique a 

souvent été évoquée (Kedl et al., 2000; Leen et al., 2006). Ce point semble écarté avec 

l’utilisation de pools de peptides (Khanna et al., 2011; Papadopoulou et al., 2014). Dans 

notre étude nous nous sommes concentrés sur des virus engendrant des réponses 

immunitaires faibles ou modérées, comparée à celle engendrée par le CMV. D’autre part, 

aucune étude jusqu’ici n’a comparé sur un même prélèvement les propriétés fonctionnelles 
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des CTL mono-spécifiques et bispécifiques afin de vérifier que la qualité des CTL injectés 

en bispécifiques est équivalente à celle des CTL mono-spécifiques. 

Notre étude se propose de réaliser cette comparaison sur 3 productions réalisées à partir de 

3 donneurs sains présentant une bonne réponse immunitaire vis-à-vis de l’ADV et de 

l’EBV. 

1- Les limites de la technique des CTL bispécifiques 

- La stimulation avec deux antigènes simultanément: compétition ou non ?  

Le problème de la compétition antigénique avait été évoqué par Leen avec des antigènes de 

CMV générant une forte réponse immunitaire (Leen et al., 2006; Leen et al., 2009). De plus, 

le type d’antigènes utilisés, comme des antigènes protéiques nécéssitant un processing, 

pouvait être responsable de ce phénomène de compétition. Plus récemment, les travaux 

réalisés sur les CTL multipathogènes utilisant des pools de peptides comme antigène de 

stimulation ont souligné l’absence de compétition (Gerdemann et al., 2012; Papadopoulou 

et al., 2014). Nous avons pu observer dans notre expérience qu’avant sélection le nombre 

de CD3 IFN- spécifiques était systématiquement supérieur après stimulation avec les deux 

pools de peptides d’ADV et d’EBV simultanément comparé à la somme des deux 

stimulations séparées. Ce résultat est en faveur d’une absence de compétition antigénique 

entre les deux antigènes utilisés dans ce travail. Cela ne préjuge pas de ce qui peut se passer 

lorsqu’on utilise un antigène générant une réponse immunitaire importante comme le CMV.  

- Nous avons observé que les donneurs présentant une forte réponse immunitaire vis-à-vis 

des 2 virus présentent, avant sélection, une quantité de CTL antiviraux plus importante en 

CTL bispécifiques qu’en CTL mono-spécifiques additionnés. Cependant, cette constatation 

n’est pas vérifiée après sélection. C’est le contraire qui est rapporté pour un donneur de 

faible réponse immunitaire. Cette constatation est peut-être la conséquence du système de 

sélection basé sur la sécrétion d’IFN- qui ne peut retenir efficacement que des populations 

de faible fréquence. La stimulation par 2 antigènes augmentant en haut de colonne la 

quantité de cellules d’intérêt a probablement pour conséquence de diminuer les 

performances de la sélection, les évènements IFN-+ étant plus fréquents. 
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2- Comparaison des propriétés anti-ADV des CTL bispécifiques avec les CTL-ADV 

mono-spécifiques. 

On observe un facteur d’expansion des lymphocytes T CD4+IFN-+ bispécifiques par 

rapport à celle des lymphocytes T CD4+IFN-+ mono-spécifiques, alors que cette expansion 

est comparable pour les lymphocytes T CD8+IFN-+. Paradoxalement, le nombre de 

cellules T spécifiques évaluées par ICC ou par Elispot IFN- est parfois plus important 

après expansion dans les CTL bispécifiques que dans les CTL monospécifiques 

probablement du fait d’un nombre de cellules spécifiques après sélection souvent plus élevé. 

Toutefois, l’analyse par Elispot IFN-montre un facteur moyen d’expansion de 322±85 

pour les CTL-ADV mono-spécifiques, comparé aux CMN avant sélection et de 

774±490 pour les CTL-ADV bispécifiques.  

Sur le plan de la capacité proliférative et de la cytotoxicité, les résultats semblent inférieurs 

avec les CTL bispécifiques comparés à ceux des CTL mono-spécifiques. Cependant, le 

nombre de CD3 IFN- spécifiques de l’antigène présent dans les puits de ces tests est plus 

faible pour les CTL bispécifiques, ce qui peut être à l’origine de ces différences. Ainsi, on 

peut supposer que pour un nombre de CD3IFN- spécifique égal, on n’observerait plus de 

différence notable entre les propriétés des CTL mono-spécifiques anti-ADV et bispécifiques. 

Enfin, une alloréactivité résiduelle similaire est observée avec les CTL mono- et 

bispécifiques. 

3- Comparaison des propriétés anti-EBV des CTL bispécifiques avec les CTL-EBV 

mono-spécifiques. 

Concernant les contrôles qualité fonctionnels, le même phénomène que précédemment 

décrit avec les CTL anti-ADV est observé avec les CTL anti-EBV. En effet, la capacité 

proliférative et la cytotoxicité vis à vis de l’EBV des CTL bi-spécifiques semblent plus 

faibles que celles des CTL anti-EBV mono-spécifiques. Cependant, si l’on s’intéresse au 

nombre de CD3IFN- effectivement présents dans les puits de ces tests, on s’aperçoit qu’ils 

sont bien moins nombreux dans les CTL bispécifiques. Ce nombre plus faible peut 

expliquer les résultats en apparence diminués par rapport aux CTL monospécifiques. Enfin, 

à nouveau, une alloréactivité résiduelle similaire est observée avec les CTL mono- et 

bispécifiques. 
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En conclusion, on n’observe pas de différence de capacités fonctionnelles entre les 

CTL mono-spécifiques et les CTL bispécifiques anti-ADV et anti-EBV produits par la 

techniques immunomagnétique en utilisant des pools de peptides synthétiques comme 

antigène de stimulation. Les CTL bispécifiques présentent une spécificité antigénique, 

une efficacité et une absence de toxicité. En conséquence, dans un souci de réduction 

des coûts de production, il est envisageable de produire des CTL bispécifiques 

anti-ADV et -EBV. Toutefois, pour les donneurs présentant une immunité très 

importante vis-à-vis des deux virus, l’enrichissement risque d’être altéré et moins 

performant qu’avec deux productions monospécifiques séparées, le Cytokine Capture 

System étant dédié aux populations de faible fréquence. Cependant, cela ne semble pas 

avoir d’impact sur les contrôles fonctionnels. 
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Les cellules spécifiques anti-virales (VSTs) qui ont démontré leur efficacité clinique, 

constituent un traitement prometteur des infections virales après allogreffes de 

cellules souches hématopoïétiques. 

Les VSTs peuvent être obtenues par culture cellulaire, par technique 

immunomagnétique ou par une technique combinée utilisant les deux procédés. Elles 

peuvent être préparées de façon extemporanée ou subir, après sélection, une étape 

d’expansion en présence de cytokines avant d’être réinjectées au patient.  

La préparation de VSTs doit répondre aux normes GMP mais également obtenir le 

meilleur ratio bénéfice/coût. De plus, le produit d’immunothérapie doit contenir un 

nombre suffisant de cellules capables de reconstituer une immunité sur le long terme, 

le temps que le patient reconstitue une immunité fonctionnelle à partir des cellules 

souches du greffon. 

1. Application clinique des VSTs 

- Nécessité de réactifs de grade clinique 

 Antigènes de stimulation : 

La production de VSTs anti-EBV nécessite l’utilisation d’antigènes de 

stimulation répondant aux normes GMP. Au début de nos recherches trois 

pools de peptides de grades cliniques, correspondant à des protéines latentes 

ou lytiques de l’EBV, étaient disponibles et commercialisés par la société 

Miltenyi Biotec. Cependant, ces peptides présentaient de faibles capacités de 

stimulation et ne permettaient pas d’obtenir une sélection optimale de VSTs. 

Ainsi, nous avons décidé d’associer, aux deux pools de peptides correspondant 

aux protéines EBNA1 et BZLF1, l’antigène PepMix décrit dans l’article 1. La 

majorité des peptides des protéines EBNA3A, 3B et 3C qui composaient cet 

antigène étaient présents dans le mélange de peptides utilisé en clinique par 

l’équipe allemande de Kolb (Moosmann et al., 2010). L’antigène de 

stimulation que nous avons utilisé et validé comme engendrant la meilleure 

sécrétion d’IFN- est l’association PepMix+PepT-EBNA1/BZLF1. 

Récemment, un pool de peptides EBV appelé PepTivator® EBV Consensus a 
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été développé par la société Miltenyi Biotec. Notre équipe a comparé ce 

nouvel antigène avec celui que nous utilisions jusqu’à présent et que nous 

avions validé pour la production de VSTs anti-EBV. Une réponse 

IFN-vis-à-vis du PepTivator® EBV Consensus équivalente voir supérieure à 

celle de la combinaison de peptides EBV validée, a été observée (Figure 22). 

L’utilisation d’antigènes synthétiques permet de diminuer les risques 

génétiques et infectieux pouvant être rencontrés au cours des productions de 

VSTs utilisant des antigènes génétiquement modifiés ou des LCL. De plus, 

l’utilisation d’antigènes synthétiques permet une activation lymphocytaire 

rapide, que ce soit les lymphocytes CD4+ comme les lymphocytes CD8+, les 

peptides pouvant être recoupés in vivo par des peptidases afin d’intégrer le 

sillon des molécules HLA de classe I (Maecker et al., 2001).   

 

 

Figure 22. Comparaison de la réponse IFN- après stimulation antigénique par ces 

deux pools de Peptides par technique Elispot IFN- chez donneurs saints.  
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 Le Milieu utilisé au cours de la production : 

Jusqu’à présent le milieu RPMI+10% SAB était utilisé à l’UTCT pour la 

production des VSTs. Cependant, les modifications récentes des 

réglementations Européennes de la thérapie cellulaire ayant entrainé 

l’attribution du statut de médicament aux VSTs et non plus de préparations de 

Thérapie cellulaire, ont modifié la donne. En effet, c’est tout l’aspect qualité 

de production qui est remis en cause, obligeant les établissements concernés à 

subir de nombreuses modifications afin de se conformer aux Bonnes Pratiques 

de Fabrication pharmaceutiques. Si le sérum humain AB utilisé par l’UTCT et 

produit par l’Etablissement Français du Sang (EFS), pouvait 

réglementairement persister dans la composition du milieu de stimulation des 

VSTs, nous avons été confrontés à un arrêt complet de la production de SAB 

de grade clinique en France. Il est alors devenu indispensable de disposer d’un 

milieu de production des VSTs GMP, produit de manière industrielle. Nous 

avons alors comparé le milieu de culture cellulaire récemment commercialisé 

par Miltenyi Biotec, le TexMACS, au RPMI+10% SAB selon les conditions 

suivantes : RPMI + 10% SAB; TexMACS + 10% SAB et TexMACS seul, 

pour à terme substituer le TexMACS au RPMI et au SAB.  

Dans ce but, les CMNs de trois donneurs ont été stimulés par un pool de 

peptides spécifiques du CMV, le PeptiVator CMV-pp65, pendant 6 heures et 

selon les trois conditions précédemment énoncées. Les CTL anti-CMV ont 

ensuite été sélectionnés par technique immunomagnétique. La stimulation par 

le CMV a été choisie ici car elle engendre un nombre élevé de cellules 

spécifiques. Or, nous avons comparé les 3 milieux sur un même prélèvement 

pour chacun des 3 donneurs et avons de ce fait réalisé les sélections sur de 

petites quantités de cellules.  

Une comparaison de la pureté des VSTs après sélection mais aussi de leur 

efficacité, toxicité, spécificité in vitro après expansion a permis de mettre en 

évidence que l’utilisation du TexMACS ne modifiait pas la qualité de la 

production des VSTs que ce soit d’un point de vue qualitatif ou quantitatif. 
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L‘efficacité a été évaluée in vitro par le biais test de cytotoxicité (Figure 23).  

 
Figure 23. Comparaison de cytotoxicité pour les CTLs produits avec les différents 

milieux de culture. 

 

Dans la conclusion de notre article 1, nous déplorions de devoir utiliser un pool de 

peptides qui n’était pas GMP et espérions que nos résultats encourageraient les 

industriels à produire un tel antigène de grade clinique. Nous sommes rassurés de 

constater que cet antigène est en développement et qu’il donne des résultats 

particulièrement satisfaisants. Nous sommes maintenant en mesure de produire des 

CTL anti-EBV de grade clinique sous réserve de l’obtention d’une autorisation de 

protocole clinique par l’ANSM. 

- Méthode de production conforme à la réglementation européenne 

Bien qu’utilisée en première intention par certaines équipes, notamment celle de 

Huston (USA) qui a recours à ses propres antigènes de stimulation (LCL pour 

l’EBV, vecteur ADV modifié par CMV (Ad5f35pp65) ou encore des plasmides 

intégrant des gènes viraux), la technique de sélection par culture cellulaire reste 

peu utilisée en France en raison des risques et contraintes qu’elle entraîne. En 

effet, malgré les progrès techniques réalisés ces dernières années avec notamment 

le développement de bioréacteurs comme le G-REX et l’optimisation cytokinique 

permettant une réduction de la durée du procédé, la sélection par culture cellulaire 
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reste une technique longue et difficile à mettre en œuvre que ce soit par le temps 

qu’elle nécessite et qui entraine inévitablement une augmentation du risque de 

contamination ou par la difficulté à qualifier ce procédé. Par ailleurs, l’apparition 

en 2004 d’une technique de sélection immunomagnétique de VSTs basée sur la 

sécrétion d’IFN- a donné naissance à une alternative de sélection à la technique 

de culture cellulaire. Mise en place par l’équipe de Feuchtinger, elle a prouvé son 

efficacité pour la production de VSTs anti-ADV (2006, 2013), anti-CMV (2010) et 

anti-EBV (2010, 2012). Cette technique rapide, sûre et de grade clinique, a été 

préférée à la culture cellulaire par notre équipe pour la production de CTLs 

antiviraux.  

Récemment, la société Miltenyi Biotec a développé et mis sur le marché une 

nouvelle génération de CliniMACS : le CliniMACS Prodigy. Cet automate doté 

d’un système clos permet non seulement de réaliser l’étape de sélection 

immunomagnétique mais aussi celles ayant lieu en amont de la sélection : la 

stimulation antigénique, les lavages et les deux marquages cellulaires par les 

anticorps (anticorps bivalent anti CD45 / anti-IFN-et anticorps anti-IFN- couplé 

à une bille immunomagnétique). Ce système clos et automatique réduit les risques 

de contamination au cours de la production de VSTs et augmente la 

reproductibilité. Ce type d’automate nous permettrait d’améliorer la qualité de 

notre production car malgré notre expérience acquise au fil du temps sur la 

production de VSTs, par la mise en place d’un protocole clinique et par les 

multiples essais réalisés avant son instauration, la reproductibilité n’a pas toujours 

été optimale. 

Par la modification du cadre réglementaire encadrant les Médicaments de Thérapie 

Innovante, qui désormais demandent une production conforme aux Bonnes Pratiques 

Pharmaceutiques, le processus de production des CTLs se doit d’être fiable simple et 

dépourvu de risques biologiques.  

 

- Les conditions de mise en œuvre de la sélection immunomagnétique  

Afin d’avoir une production suffisante, il faut que le donneur présente une réponse 
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cellulaire spécifique. L’équipe de Feuchtinger rapporte un critère pour le choix du 

donneur, pour la production de CTL anti-ADV, CMV ou EBV, qui est une fréquence 

de CTL spécifiques du virus donné supérieure à 0,01% (Feuchtinger et al., 2008; 2010 

et 2012). Cependant, si la fréquence des CTL antiviraux chez le donneur paraît être un 

critère important, il est nécessaire de prendre également en considération l’intensité de 

la sécrétion d’IFN-. En effet, lorsque cette intensité est faible, la détection par 

cytométrie en flux est possible mais le système immunomagnétique n’est pas 

suffisamment performant pour sélectionner ces cellules. Nous avons pu observer que 

les cellules sécrétant avec une faible intensité l’IFN et présentant en cytométrie en 

flux une intensité moyenne de fluorescence faible n’étaient pas sélectionnées par le 

système et se retrouvaient dans la fraction négative (Figure 24). 

 

Figure 24. Les cellules sécrétant IFN- en faible intensité ne sont pas sélectionées par 

le système immunomagnétique. 

En contrôlant la réponse immunitaire du donneur par Elispot IFN-, les réglages du 
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lecteur Bioreader étant réalisés afin de ne compter que les spots de taille suffisante, 

nous quantifions ainsi les cellules spécifiques sécrétant l’IFN- avec une bonne 

intensité. C’est ainsi que dans le cadre d’une manipulation clinique, nous avons 

observé une fréquence de 0,109% de CTL anti-ADV (CD3IFN-) du donneur sur les 

CD3 alors qu’une fréquence de 31 SFC/106PBMC a été obtenue en Elispot. La 

sélection immunomagnétique a échoué ne permettant pas un enrichissement suffisant 

en cellules spécifiques (Figure 25). 

 

Figure 25. Exemple de donneur présentant une sécrétion d’IFN- de faible intensité 

en réponse à la stimulation par l’antigène : enrichissement insuffisant dans la fraction 

positive 

Nous avons pu montrer que les lymphocytes T les plus différenciés étaient ceux qui 

sécrétaient l’IFN- avec la plus grande intensité et qui étaient majoritairement 

sélectionnés par le système immunomagnétique. Il est probable que lorsque les 

populations différenciées sont en trop faible nombre, l’intensité de sécérétion 

d’IFN-est alors insuffisante pour permettre une sélection correcte. 

En conséquence, la prise en compte de la fréquence des CTL antiviraux chez le 
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donneur doit être assortie d’une estimation de l’intensité moyenne de sécrétion 

d’IFN- soit par l’évaluation de l’Intensité moyenne de fluorescence en cytométrie en 

flux, soit par la réalisation d’un test Elispot IFN-. 

 

2. Les Sous-populations lymphocytaires T 

La composition des VSTs en chaque sous-population de lymphocytes T présentant 

une fonctionnalité, une durée de vie, des capacités d’auto-renouvellement et 

d’alloréactivité particulières, est devenue un paramètre essentiel à caractériser afin 

d’appréhender au mieux l’efficacité de l’immunothérapie adoptive. En effet, le 

compartiment cellulaire T est un compartiment extrêmement hétérogène où le degré 

de différenciation des cellules induira des propriétés plus ou moins fortes de 

cytotoxicité et d’auto-renouvellement.  

Ainsi, les lymphocytes T les plus indifférenciés présentent de fortes capacités 

d’auto-renouvellement corrélées à leur capacité à produire de l’IL-2 et sont 

dépourvues de propriétés de cytotoxicité immédiate dues à une faible capacité de 

sécrétion d’IFN-. Ces populations faiblement différenciées qui comprennent les 

sous-populations TN, TSCM et TCM assurent, via leur propriété proliférative et leur 

longue demi-vie, la reconstitution immunitaire antivirale sur le long terme chez le 

patient. De plus, il est à noter qu’une de ces sous-populations a été décrite comme 

jouant un rôle primordial dans le domaine de l’immunothérapie cellulaire antivirale et 

anticancéreuse : les TSCM. En effet, cette sous-population par son caractère de cellule 

souche est capable de donner naissance à l’ensemble des sous-populations T et en 

conséquence est à l’origine de la reconstitution immunitaire sur le long terme.  

Comme nous l’avons décrit dans la première partie, l’immunothérapie cellulaire 

adoptive idéale consisterait à favoriser l’effet GvL ou anti-infectieux sans générer de 

GvHD. Plusieurs auteurs se sont intéressés au rôle des cellules indifférenciées 

CD45RA+ dans la génération de la GvHD. Une étude fondamentale menée par 

l’équipe de Herr en 2010 a montré que les lymphocytes T responsables de l’effet GvL 

et de l’effet GvHD sont dérivés des cellules T CD45RA+ (Disler E et al., 2010). Cette 
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étude a consisté à identifier par cytométrie en flux les 4 sous-populations composant 

les lymphocytes T CD4 et T CD8 à l’aide des marqueurs CD45RA, CD45RO, CD62L 

et CCR7. Ces cellules ont été mises en co-culture avec des K562 transfectés avec 

différents allèles du système HLA et des Blastes issus de leucémies aiguës myéloïdes. 

La prolifération alloréactive a été détectée par la sécrétion de cytokine IFN-. Le 

nombre de cellules effectrices allogéniques vis-à-vis du système HLA était en 

médiane 7,2 et 16,6 fois plus faible respectivement pour les populations T CD8 

CD45RA- et T CD4 CD45RA- comparativement à l'ensemble des lymphocytes T 

CD4 et CD8. En conséquence, éliminer des greffons les populations T CD45RA+ 

pouvait s’avérer intéressant dans le but de minimiser le risque de survenue de GvHD. 

Par ailleurs, cette même équipe a effectué une déplétion de grade clinique de 

lymphocytes T CD45RA+ par le système CliniMACS en utilisant un anticorps 

anti-CD45RA couplé à une bille immunomagnétique. Six déplétions ont été réalisées 

avec plus de 99.9% des cellules CD3 CD45RA+ qui ont été éliminées de l’échantillon 

cellulaire. Une médiane de 47,1% (39,8–59,6%) de cellules CD3 CD45RA- isolées a 

été observée. La comparaison de l’échantillon déplété vis-à-vis de l’échantillon non 

déplété montre un ratio plus important de CD4/CD8 dans l’échantillon CD45RA- par 

rapport à l’échantillon contenant des cellules CD45RA+. Les cellules de la fraction 

positive sont majoritairement les lymphocytes T mémoires effecteurs et centraux. La 

même sécrétion d’IFN-vis-à-vis des antigènes synthétiques spécifiques du CMV, de 

l’EBV, de Candida albicans et d’Aspergillus fumigatus a été observée montrant 

l’absence de perte de spécificité anti-virale secondaire à la déplétion en cellules CD45 

RA+. Par ailleurs, il a été noté une diminution du nombre de lymphocytes T CD8 

alloréactifs au sein de l’échantillon dépourvu de cellules CD45RA+. En revanche, 

cette observation n’a pas été mise en évidence pour les lymphocytes T CD4. Cette 

constatation est probablement liée aux réactivités croisées avec les infections virales 

(Teschner et al., 2014). Une autre étude de Bleakley a confirmé cette possibilité 

d’immunothérapie par une déplétion de lymphocytes T CD45RA+ en gardant les 

lymphocytes spécifiques contre les pathogènes (Bleakley et al., 2014). 

222



Toutefois, ces protocoles de déplétion de lymphocytes T CD45RA+ entraînent à la 

fois la déplétion des lymphocytes T naïfs et aussi des TSCM. Or, le rôle des TSCM dans 

le déclenchement de la GvHD n’est pas encore parfaitement identifié. Cieri et al, 

après avoir démontré que les TSCM étaient capables de déclencher une xeno-GvHD 

après injection chez la souris, ont analysé les lymphocytes circulants chez 10 patients 

un mois après allogreffe de CSH (Cieri et al., 2012 ; Cieri et al., 2013). Parmi les T 

CD8+, une accumulation significative des TSCM a été décrite comparée à des témoins 

sains. Les auteurs ont montré une corrélation entre le nombre de TSCM et l’incidence et 

la sévérité de la GvHD. Le taux de TSCM s’est même révélé prédictif de la survenue 

ultérieure d’une GvHD. Les patients avec des taux élevés de TSCM ont nécessité des 

doses d’immunosuppresseurs significativement plus élevées. Enfin, lorsque les GvHD 

ont été résolues, les taux de TSCM ont été réduits de manière très importante. Bien que 

ces observations portent sur un petit échantillon, elles plaident en faveur d’un effet 

alloréactif important des TSCM. 

Cette étude tend à montrer que ce sont les populations les plus indifférenciées qui 

seraient à l’origine de l’effet GvHD alors que ce sont ces mêmes cellules qui, par leur 

forte capacité d’auto-renouvellement, permettront de reconstituer une défense 

immunitaire sur le long terme chez le patient. Toutefois, au sein des VSTs, on peut se 

poser la question de la nécessité du caractère durable de l’immunité cellulaire 

transmise. En effet, cette immunité adoptive est cruciale pendant la période 

d’immunosuppression du receveur. Cependant, le patient est amené à reconstituer une 

immunité à partir des cellules souches du greffon. En conséquence, les VSTs injectés 

doivent permettre de couvrir cette période d’immunodépression, le temps qu’une 

immunité durable se reconstitue chez le receveur. Sur la base de ces hypothèses, on 

peut déduire que les VSTs produits par technique immunomagnétique : -qui conduit à 

une suspension cellulaire concentrée en cellules les plus différenciées, alors que les 

sous populations T les moins différenciées sont très peu représentées - répondent aux 

objectifs : reconstitution d’une immunité temporaire et faible risque de générer une 

GVHD. Toutefois, la quantité de VSTs obtenus par cette technique étant très faible, 

leur efficacité repose sur leur formidable capacité d’expansion. Or l’on sait que la 
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meilleure capacité d’expansion est détenue par la sous-population TSCM. Est-il alors 

envisageable que le très faible nombre de TSCM contenu dans les VSTs suffise pour 

observer une telle expansion in vivo ? La poursuite des études préliminaires réalisées 

sur les sous populations T, notamment corrélées à une efficacité clinique apportera 

des éléments de réponse à cette question. 

 

3. Accessibilité des VSTs 

-VSTs de tierce partie : 

En cas de greffe de CSH issues de sang de cordon ou issues de donneurs ne présentant 

pas une immunité cellulaire vis-à-vis du pathogène incriminé, la production de VSTs 

nécessitera le recours à un donneur différent de celui des CSH. Les CMN issues d’une 

tierce partie permettent d’obtenir une production satisfaisante de VSTs et de 

lymphocytes T mémoires. 

-VSTs issues de CSH décongelées : 

La possibilité d’obtenir des VSTs à partir de CSH décongelées faciliterait 

l’organisation de la production et l’absence de convocation des donneurs permettrait 

un gain de temps notable. Cependant le risque majeur avec l’obtention de VSTs à 

partir de CSH décongelées est de diminuer la viabilité cellulaire qui est déjà 

amoindrie par l’utilisation du système CliniMACS qui tend à concentrer les cellules 

mortes. En effet, nous avons observé que les VSTs produites avec des CSP 

décongelées présentaient une moins bonne pureté et viabilité que celles issues de CSP 

fraîches. Par ailleurs, il est important de noter que la réponse immunitaire cellulaire 

spécifique varie au cours de la vie d’un individu et qu’elle peut donc être à un faible 

niveau au moment de la congélation des CSH. De plus, il n’est pas exclu que la 

congélation altère des réponses immunitaires spécifiques, notamment les plus faibles 

comme celles liées à l’Adénovirus.  

-VSTs issues de banque 

Actuellement il y a trois banques de CTLs existantes : une banque de CTL-EBV en 

Ecosse (44 patients); une banque de CTL-EBV en France (11 patients) et une banque 
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de CTL tri-virus (ADV/CMV/EBV) aux USA (50 patients). Au total, 105 patients ont 

bénéficié d’une injection de VSTs issus de banque : 62 dans le cadre d’une infection à 

EBV, 25 pour une infection à CMV et 18 ayant une infection à ADV. Environ 70% 

des patients ont présenté une réponse à l’injection sans qu’aucun effet indésirable 

notable n’ait été observé. 

L’une des difficultés majeures de la mise en place d’une banque par une structure de 

type pharmaceutique produisant des Médicaments de Thérapie Innovante réside dans 

le fait qu’elle doit être capable de répondre aux demandes en produisant et en stockant 

un nombre suffisant de VSTs. Dans cette optique, il est nécessaire que les cellules 

soient au préalable amplifiées in vitro avant d’être cryoconservées. Cependant, ceci 

les soumet à un risque potentiel de contamination microbiologique mais également de 

modification phénotypique. En effet, nous avons pu observer par l’analyse en 

cytométrie en flux des sous-populations qu’une expansion in vitro en présence d’IL-2 

et une décongélation entraînent une disparition des sous-populations TN et TSCM au 

sein de l’échantillon cellulaire. Outre le risque de contamination, le temps de 

production et d’amplification génèrent des coûts non négligeables, que ce soit par la 

consommation de réactifs ou par la nécessité d’employer un personnel qualifié. Une 

diminution du temps d’obtention de VSTs est donc nécessaire pour obtenir un rapport 

bénéfice/coût optimal. De plus, la mise en place d’une banque de VSTs nécessiterait 

l’évaluation du contexte HLA de la population afin de produire des VSTs couvrant, 

dans l’idéal, les HLA prédominants. 

Vickers et al ont montré que 15 donneurs bien sélectionnés pouvaient couvrir 57% de 

la population des patients. Ce taux montait à 85% avec 25 donneurs. Cependant, 

accroître au-delà le panel de donneurs ne permettaient plus d’augmenter les chances 

de compatibilité (Vickers et al., 2014). 

Il est envisageable que la production future de VSTs se tourne vers l’isolement des 

cellules spécifiques par technique immunomagnétique après stimulation antigénique 

via des peptides synthétiques avant d’être amplifiées in vitro en présence d’un 

cocktail cytokinique adapté (d’après l’équipe de Leen, IL-4+IL-7) afin d’obtenir un 

nombre de cellules efficaces et spécifiques suffisant avant réinjection. Toutefois, 
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certaines équipes préconisent la culture seule sans étape préalable de sélection 

immunopagnétique. 

 

4. Amélioration des performances des VSTs 

Dans l’optique de couvrir le maximum d’infections virales après allogreffe de CSH il 

est souhaitable de produire des lymphocytes T multifonctionnels.  

 Cellules ciblant plusieurs pathogènes.  

L’équipe de Leen a montré l’efficacité de VSTs bispécifiques (ADV/EBV) et 

tri-spécifiques (ADV/EBV/CMV) dans le cadre d’infections virales chez des patients 

immunodéprimés. Cette même équipe a récemment traité 11 patients avec des VSTs 

dirigés contre cinq pathogènes : EBV, CMV, Adv, BK, HHV6. Les VSTs ont été 

produits par culture cellulaire en présence d’IL-4 et IL-7 après stimulation 

antigénique via des antigènes de synthèse.  

Dans la perspective de développer des CTLs multi-virus, nous avons montré la 

faisabilité de la production de CTLs à la fois anti-ADV et anti-EBV. Cette unique 

production permet non seulement une réduction des coûts mais permet aussi la 

possibilité de traiter deux infections opportunistes en même temps. Par ailleurs, une 

injection unique de CTLs bispécifiques permettrait de réduire l’alloréactivité des 

VSTs par rapport à deux injections de CTLs monospécifiques.   

 Les VSTs résistants aux immunosuppresseurs.  

Bien que la vulnérabilité des CTL anti-infectieux aux différents immunosuppresseurs 

n’ait pas été décrite, il est raisonnable de penser que ces derniers limitent la 

persistance et l’efficacité des CTL administrés in vivo. Quelques équipes se sont 

penchées sur le transfert d’un gène de résistance aux immunosuppresseurs de la 

famille des inhibiteurs de la Calcineurine dans les CTL anti-infectieux (Brewin et al., 

2009 ; De Angelis et al., 2009). Récemment cette équipe a mis au point la production 

de CTL-EBV résistants à Calcineurine avec la technique immunomagnétique basée 

sur la sécrétion d’ IFN-( Ricciardelli et al., 2013)  
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Background: Monitoring of EBV DNAemia after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is
necessary, but not sufficient, to identify patients at risk of EBV-induced post-transplantation lymphoproli-
ferative disorders (PTLD). Combining this with quantifying EBV-specific cellular immunity was shown to be
helpful. In this study, we evaluated the value of IFNγ-Elispot assay in monitoring EBV DNAemia after HSCT.
Methods: EBV-DNA load in whole blood was monitored at least weekly using real-time PCR in 40 recipients of
HSCT. Quantitative and qualitative T-cell recoveries, including EBV-specific T-cell quantification by Elispot
assay, were studied 60, 100, 180 and 360 days after HSCT.
Results: Among the 35 evaluable patients, 14 (35%) presented EBV DNAemia, only 2/14 (14%) needing pre-
emptive treatment with rituximab. The greatest risk factor for EBV DNAemia was the presence of anti-
thymocyte globulin (ATG) (p=0.005). EBV-specific cellular immune recovery wasmonitored by IFNγ-Elispot
assay. Using multivariate analysis, four factors were found to significantly influence IFNγ-Elispot results at
defined times post-HSCT: EBV DNAemia, young age, global T-cell recovery and severe acute GVHD. In those
cases where EBV DNAemia occurred and cleared spontaneously, Elispot results gave more than 1000 spot-
forming cells (SFC)/106PBMC.
Conclusion: Elispot assay may be usefully combined with EBV-DNA load monitoring to determine when a
patient should receive pre-emptive treatment, or when the clinician should avoid Rituximab use which
severely immunocompromises patients.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Epstein Barr virus is a ubiquitous human gamma herpes virus
infecting oropharyngeal epithelium and B-cells. T lymphocytes
control the proliferation of primary and latent EBV-infected cells. In
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), recipients are
strongly T-cell immunocompromised which results in uncontrolled
growth and transformation of infected B cells due to the expression of
survival signals. The tumor known as post transplantation lympho-

proliferative disorder (PTLD) develops from donor B cells and
expresses the same full spectrum of latent cycle antigens as in vitro
lymphoblastoid cell lines (LCL).

Major risk factors for PTLD are [1]: ex vivo or in vivo T-cell depletion
(antithymocyte globulin (ATG) and alemtuzumab) [2], severe acute
graft versus host disease (aGVHD) and donor/recipient HLA mismatch
(≥2) [3]. Other risk factors reported include age over 50 years at time
of transplantation, a second transplantation [4] and a high CD34 cell
count (N1.35×106/kg) [5]. PTLD incidence increases from 1.1% to 3.6
or 8% in the presence of 1, 2 or 3 risk factors, respectively [4]. One year
post-HSCT, the only risk factor is chronic graft versus host disease
(cGVHD). EBV-DNA load studied with semi-quantitative PCR [6] and
more recently with quantitative real-time polymerase chain reaction
(qPCR) amplification [7] is defined as a criterion to start pre-emptive
or antitumor therapy [8,9]. However, the sensitivity and specificity of
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this qPCR related to the threshold number of copies defining positive
predictive value and negative predictive value depend on patient-
related risk factors [10,11]. Moreover, all the studies of EBV DNA load
after HSCT were performed with different units and, to our
knowledge, no universal threshold has been defined [12,13]. Although
EBV-DNA load is essential for managing EBV infections, it does not
discriminate between patients who recover EBV-specific immune
response and who can control infection from those who do not and
who therefore need immunotherapy [14]. In fact, peak incidence of
PTLD occurs during the first 6 months after HSCT (1–3%). Then, the
incidence decreases due to the increase in EBV-specific T-cells [15].
Therefore, we suggest that testing the capacity of recipient PBMC to
react against donor LCL may help to identify PTLD risk.

Currently, the diagnosis of PTLD is presumed from the presence of
risk factors, EBV DNAemia and clinical signs and is confirmed by
histology. Therapies that impacted the immunobalance of infected B-
cells and specific cytotoxic T-cells, including preventive treatment
combining donor B-cell and T-cell depletions before HSCT [16] and
curative treatment as donor lymphocyte infusion (DLI) [17], EBV-
specific cytotoxic T-lymphocytes [18–20] and then monoclonal anti-
CD20 antibody [21] were developed successfully. Because of their side
effects, mostly on immune reconstitution, we thought that the
strategy of quantifying EBV-specific cellular immunity, combined
with early and close monitoring of EBV DNAemia [22–24], could help
to target patients whose EBV-specific T-cells can control viral
DNAemia from those whose cells cannot.

We report hereafter a retrospective study of EBV-specific T-cell
reconstitution post-HSCT by Elispot assay using LCLs as antigen-
presenting cells. We explored the feasibility and reliability of LCLs
Elispot assay in a population of 40 patients and looked for factors
correlating with Elispot results. The aim of this study was to assess the
value of IFNγ-Elispot assay for monitoring EBV DNAemia after HSCT
by identifying retrospectively those patients with high EBV-DNA load
who developed a specific immune response sufficient to resolve the
infection without any pre-emptive treatment. Associated risk factors
were taken into account.

2. Materials and methods

2.1. Patients and transplant characteristics (Table 1)

The cohort consisted of 40 consecutive patients (13 children and
27 adults) who underwent an allogeneic HSCT at the Nancy-Brabois
Hospital between January and December 2006. The median age was
30 years (range 0–64). Most patients were transplanted for acute
leukemia. The conditioning regimen was of reduced intensity for 26
patients and myeloablative for 14 patients. Graft versus host disease
prophylaxis consisted of combined immunosuppressive therapies. No
graft was ex vivo T-cell depleted. Antithymocyte globulin (ATG) was
given in the conditioning regimen of 29 patients.

2.2. Monitoring of EBV DNAemia

Using real-time PCR, recipient whole blood samples were checked
for the presence of EBV-DNA at least once a week (twice a week
during the first 3 months after transplantation and in case of
DNAemia).

2.2.1. Quantitative real-time PCR
Briefly, DNA was extracted from 200 μL of EDTA-treated whole

blood with the QIAamp blood kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The
real-time assay was routinely performed as described by Gärtner et al.
[13] on a Light Cycler® 2.0 Real-Time PCR System (Roche, Meylan,
France), using the MIX reaction 5× from Light Cycler Fast Start DNA
Master Plus (Roche, Meylan, France). qPCR amplified a EBV VCA gene
region sequence using the primers: P23-LO 5′TGG CGT TGG GGT CGT

TTG AT 3′ and P23-UP 5′CGC CTG GCT CGC CTG GAG T 3′, and the
following probes: EBFL probe 5′ GCG GAG GCA CTG GAG CAG AAG
GAA CA Fluo 3′and EBLC probe 5′ (LCRed 640) AGG TAG ACG AGG CAC
AGG CAC CCC CT 3′. For each PCR, a 20 μL mixture contains: 4 μL of
MIX reaction 5× from Light cycler Fast Start DNA Master Plus, 2 μL
H2O, 2 μL EBLC probe at 1.5 μM, 2 μL EBLF probe at 1.5 μM, 1 μL primer
P23-LO sens at 10 μM, 1 μL primer P23-UP antisens at 10 μM, 1.5 U of
Taq DNA polymerase, and 200 μM of each dGTP, dATP, dCTP, and dTTP
(Roche Diagnostics, Meylan, France). A plasmid DNA containing a part
of the p23 sequence of the VCA gene with a deletion of 30 bp (kindly
provided by Prof. Gärtner and Pr. Müller-Lantzsch, Homburg,

Table 1
Patient characteristics.

Patients Characteristics Number

Total 40
Sex Male 20

Female 20
Median age 30 years
Diagnosis AML 18

ALL 8
Lymphoma 5
Myelodysplasia 2
Aplastic anemia 1
Congenital immunodeficiency 1
Hemoglobinopathy 1
Chronic myeloid leukemia 1
Chronic lymphocytic leukemia 1
Other 2

Risk High 18
Low 22

Conditioning regimen Myeloablative 14
ATG Thymoglobulin 5

Fresenius ≥40 mg/kg 18
Fresenius b40 mg/kg 6
No ATG 11

GVHD prophylaxis Cyclosporine+MTX 11
Cyclosporine+MMF 26
Cyclosporine+solumedrol 2
Cyclosporine alone 1

Donor Sibling 17
UD 23

HLA identity 9/10 6
10/10 27
3/6 1
4/6 4
5/6 1
6/6 1

Graft origin Bone marrow 17
PBSC 16
UCB 7

EBV serology D+/R+ 26
D+/R− 4
D−/R+ 7
D−/R− 3

Mean graft content Nuclear cells·108/kg 3.8
CD34·106/kg 4.14
CD3·107/kg 10.49
CD19·107/kg 2.6
CFU-GM·104/kg 131.2

AML, acute myeloblastic leukemia; ALL, acute lymphoblastic leukemia; ATG,
antithymocyte globulin; GVHD, graft versus host disease; MTX, methotrexate; MMF,
mycophenolate mofetil; UD, unrelated donor; PBSC, peripheral blood stem cells; UCB,
unit cordon blood; D+, positive EBV serology; and D−, negative EBV serology.
Twenty-six patients (65%) were transplanted for acute leukemia, 18 patients were
considered to be at high risk of underlying disease and 3 patients were transplanted for
the second time after relapse. The conditioning regimen was of reduced intensity for 26
patients (including fludarabine/melphalan for 12/26 patients), and myeloablative for
14 patients (including 9 ICT/endoxan and 5 busulfan/cyclophosphamide). Graft versus
host disease prophylaxis consisted of an association of cyclosporine A (3 mg/kg) and a
short course of methotrexate for 11 patients, or cyclosporine A and mycophenolate
mofetil for 26 patients. Antithymocyte globulin (ATG) was given in the conditioning
regimen of 29 patients. Thirty recipients had a donor with positive EBV serology
(EBV+), and 26 recipients were also EBV+ when the donor was EBV+. UCB were
considered EBV−.
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Germany), was used as the external standard, was serially diluted and
used as a quantification standard for the real-time qPCR. Appropriate
negative and positive controls were included in all tests.

PCR conditions (external and internal) were as follows: activation
95 °C for 8 min; 45 cycles of 95 °C (10 s), 60 °C (10 s for the
fluorescence acquisition), and 72 °C (18 s). Results were calculated
as the number of EBV genomic equivalent copies permilliliter (cp/mL)
of whole blood [13]. The detection limit of this assay was 1000 cp/mL.

2.3. Monitoring of cellular immunity reconstitution

Quantitative and qualitative T-cell recovery was studied in
recipient blood samples at days 60, 100, 180 and 360 after allogeneic
HSCT.

2.3.1. Flow cytometry
Lymphocyte phenotype was performed on EDTA whole blood

samples, with a FACSCalibur flow cytometer (Beckton Dickinson, San
Jose, USA), by direct immunofluorescence using the following specific
conjugated monoclonal antibodies : anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD19,
-CD16 and -CD56 (Becton Dickinson, San Jose, USA).

2.3.2. Mitogen and antigen induced proliferation
Proliferation assays in response to PHA, PMA-ionomycin were

performed as previously described [25].

2.4. Monitoring of EBV-specific T-lymphocyte reconstitution

EBV-specific T-cells were detected in recipient blood samples at
days 60, 100, 180 and 360 after allogeneic HSCT, against LCL culture
obtained from donors.

2.4.1. Isolation of PBMC and generation of LCL
PBMCwere isolated from donor peripheral blood by Ficoll gradient

density centrifugation. For LCL generation, 2×106PBMC were incu-
bated with 0.4 mL supernatant from the B95-8 EBV-producer cell line
for 1 h at 37 °C under shaking. Cyclosporine A (Novartis, Pharma S.A.,
Reuil-Malmaison, France) was added directly to PBMC infected at
days 0, 2, 4, and 6 in order to inhibit specific T-cells. The culture was
incubated at 37 °C with 5% CO2 in culture medium (RPMI Glutamax:
(Invitrogen, Gibco BRL Life Technologies, Paisley, Scotland) supple-
mentedwith an antimycotic and antibiotic solution (Invitrogen, Gibco
BRL Life Technologies, Paisley, Scotland) and 20% Fetal Bovine Serum
(FBS)). LCL were expanded in this medium. After 3 to 4 weeks, LCL
viability was checked over 75% to be used in an Elispot assay. When
viability was lower, Ficoll density gradient centrifugation was
performed to eliminate dead cells.

2.4.2. Elispot assay
Elispot assay was performed as previously described [26]. Briefly,

after overnight coating of 96 well-Multiscreen ImmobilonR-P plates
(MAIPS) (Millipore, Bedford, MA)with amonoclonal anti-human IFN-
γ antibody, 1-D1K (Mabtech, Stockolm, Sweden), donor LCL were
added to each well at 5×104 cells/well in RPMI supplemented with
20% (FBS), as antigen presenting cells. Then, thawed PBMC (previ-
ously controlled as leading to similar EBV-specific T-cell count than
freshly drawn PBMC with IFNγ-Elispot method) were added in
triplicate from 1×106 to 1.25×105cells/mL and incubated for 20 h at
37 °C. Negative controls of each type of cell were incubated alone with
100 μL RPMI 20% FBS. Positive controls were recipient cells incubated
with PHA at 1 μg/mL. Allogeneic T-cell response was studied against
HLA-mismatched LCL. After undisturbed incubation for 20 h at 37 °C
with 5% CO2, the cells were discarded and revelation using a second
biotinylated anti-human IFN-γ 7B 6-1 biotin (Mabtech), a streptavi-
din conjugated alkaline phosphatase (Mabtech) and an alkaline
phosphatase-conjugate substrate kit (Biorad, Richmond, CA) was

performed. After 15 min, the reaction was stopped, the plates washed
and air-dried. Dark spots were counted using an automated Elispot
reader: Bioreader 4000 PRO-S (BIO-SYS, SERLABO, Entraigues sur la
Sorgues, France). The number of specific T-cell was calculated after
subtracting negative control values. Results were expressed in spot-
forming cells (SFC) per 106 PBMC. EBV specificity was evidenced by
absence of IFNγ secretion when testing EBV seronegative donors
(median±SD: 55±120 SFC/106PBMC,with n=6). A positive control –
thawed PBMC from a known positive donor against autologous EBV

Table 2
Patient outcome after HSCT.

Follow-up post-graft Number

Evaluable Elispot patients D60 28
D100 27
D180 27
D360 23

EBV load Undetectable 21
Detectable but
≤40000 cp/mL

10

N40000 cp/mL 4
PTLD Presumed 2

Confirmed 0
Treatment Rituximab 2

Other
immunotherapy

0

Other viral infection CMV 12
HHV6 4
HSV 5
VZV 2
SRV 2

Acute GVHD Grade I 4
Grade II 24
Grade N II 1
No 6

Chronic GVHD Limited 14
Extensive 9
No 12

Death Relapse 7
Infections
(excepted EBV)

5

Chronic GVHD 2
Other 1

EBV DNAaemia D+/R+ (n=26) 10
D+/R− (n=4) 2
D−/R+ (n=3) 2
D−/R− (n=2) 0

Mean days post-HSCT of EBV DNAaemia
detection DNAaemia detection

D+/R+ 105.2 [40–303]
D+/R− 49 [39–59]
D−/R+ 112 [64–160]
D−/R− 0

Mean levels (cp/mL) of EBV DNAaemia
detection detection

D+/R+ 15.572 [2.451–
81.750]

D+/R− 105.405
[16.610–
194.200]

D−/R+ 54.750
[45.500–
64.000]

D−/R− 0

EBV, Eptstein Barr virus; PTLD, post transplantation lymphoproliferative disorder; CMV,
cytomegalovirus; HHV6, human herpes virus 6; HSV, herpes simplex virus; VZV,
varicella zona virus; SRV, syncytial repiratory virus; and GVHD, graft versus host
disease.
5 patients were excluded from this study: 3 because of early Transplant-Related
Mortality (TRM) and 2 because of early relapse before D60. We could analyze 28 Elispot
assays at day 60, 24 at day 100, 27 at day 180 and 22 at day 360 because of TRM.
Presumed diagnosis of PTLD included EBV DNAemia, clinical symptoms such as
adenomegaly, liver or spleen enlargement, or lung or central nervous system
involvement. Confirmed diagnosis of PTLD was defined by histopathologic proof
(disruption of underlying cellular architecture by a lymphoproliferative process,
presence of mono or oligoclonal cell populationwith evidence of EBV infection). Among
the 35 evaluable patients, surviving over D100, 29/35 presented an aGVHD (grade≥2)
and 23/35 had a cGVHD. Fourteen patients presented EBV DNAemia and 25 patients
presented other viral infections.
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LCL – was performed in each Elispot assay (median±SD values of
positive controls: 1997±813 SFC/106PBMC, with n=45).

According to the Society of Biological Therapy, Elispot assays are
defined by the detection of a 2 or 3 fold increase over unstimulated
control wells [27].

2.5. Statistical analysis

Wilcoxon's nonparametric test was used to compare quantitative
factors. The X2 test (Pearson or Fischer's exact test, two tailed) was
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Fig. 1. Correlation between general T-cell reconstitution after HSCT and Elispot results.
SI, stimulation index; LTT, lymphoblastic transformation test. Spearman rank
correlation was used for assessing relationships between variables. 1a. Reverse CD4/
CD8 ratio for patients with EBV DNAemia compared to patients without EBV DNAemia
at day 100. Wilcoxon's nonparametric test was used to compare quantitative factors.
Lymphocyte subset counts were determined at days 60, 100, 180, and 360.We observed
that patients with EBV DNAemia had a reverse CD4/CD8 ratio just after the onset of
DNAemia (p=0.08). 1b. Mean of CD8 T-cell count correlates to mean of Elispot results
at days 60 (p=0.01) and 100 (pb0.01) for several patients in the study. Mean of CD4 T-
cell count at days 100 (pb0.01) and 360 (p=0.03) correlates to mean of Elispot results
for several recipients studied. 1c. There is a significant correlation between Elispot assay
results and mitogen proliferative assay, performed with PHA and PMA ionomycin, at
day 100 (p=0.03 and p=0.01, respectively) and day 360 (p=0.03 and pb0.01,
respectively).
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used to compare nominal or discrete factors and Spearman rank
correlation was used for assessing relationships between variables.
For all tests, a p valueb0.05 was considered significant. For
multivariate analysis, a p valueb0.10 was considered significant.
The analyses were generated using SAS/STAT software, Version 9.1.3
of the SAS System for Windows. Copyright © 2002–2003 SAS Institute
Inc.

3. Results

3.1. Clinical outcome

Patient characteristics after stem cell transplantation are described in Table 2.
Unfortunately, 5 patients were excluded from the study: 3 because of early transplant-
related mortality (TRM) and 2 because of early relapse before D60. Among the 35
evaluable patients, surviving over D100, 29/35 presented an aGVHD (grade≥2) and 23/
35 had cGVHD. Viral infections such as cytomegalovirus (CMV), herpes simplex virus
(HSV), adenovirus (ADV), human herpes virus 6 (HHV6), varicella zona virus (VZV),
and respiratory syncytial virus (RSV) were diagnosed for 25 patients and 14 patients
presented EBV DNAemia.

3.2. Incidence of EBV DNAemia and PTLD

In this cohort, EBV DNAemia was detected in 14 patients (35%) (Table 3). The
median time to first DNAemia was 67 days (range 38–303). EBV clearance occurred
spontaneously for 12 patients while the 2 remaining patients received pre-emptive
treatment for presumed PTLD (rituximab 375 mg/m2, one infusion per week until
symptom regression). Noticeably, all the 14 patients received ATG in the conditioning
regimen. Our study confirmed that treatment with ATG is the greatest risk factor for
EBV DNAemia (p=0.005). The incidence of EBV DNAemia was 51.8% (14/27) in ATG+
HSCT and 0% (0/8) in ATG−HSCT. We did not identify the following as risk factors in
EBV DNAemia: diagnosis of underlying disease, unrelated donor, HLA mismatch,
conditioning regimen intensity or acute GVHD.

3.3. Simultaneous EBV-specific and general T-cell immune reconstitution

Because delayed recovery of the immune system might be of importance in the
onset and progression of EBV DNAemia, the absolute lymphocyte counts of uninfected
patients and EBV reactivating patients were compared. The time to lymphocyte
reconstitution (set at 0.2·109 lymphocytes/L) was the same for both groups but
patients with EBV DNAemia had a reverse CD4/CD8 ratio just after the onset of virus
DNAemia (p=0.08). This ratio persisted until clearance of EBV (Fig. 1a).

3.4. Factors influencing EBV-specific T-cell reconstitution studied by Elispot assays

Among the 35 evaluable patients, 4 had no Elispot results available because of
donor LCL culture failure, 1 patient died rapidly after D60, one patient was lost to
follow-up and one patient was not collected at day 60. Our study was based on 28
Elispot assays at day 60, 24 at day 100, 27 at day 180 and 22 at day 360 because of TRM.

We observed five factors modulating the recovery of EBV-specific cellular
immunity. The young age of recipients (b18 years) resulted in significantly higher
Elispot results at days 60, 100, and 180 (Table 4a) and EBV DNAemia (before Elispot
assay was performed) at days 100 and 180 (Table 4b). As expected, significant
correlations were observed between Elispot assay results and CD8, CD4 T-cell counts
and mitogen proliferative assays (Fig. 1b and c). Moreover, donor EBV+ serological
status influenced EBV-specific T-cell increase at day 60 (pb0.05) and acute GVHD
delayed EBV-specific T-cell recovery (p=0.057 at D100) but we had insufficient data to
reach significance at each time post transplant. Viral reactivations (other than EBV),
conditioning regimen intensity and the CD19 and CD3 cell counts in the graft infused
had no significant impact on EBV-specific T-cell recovery.

In multivariate analysis, four of the modulating factors identified were significantly
correlated with specific immune reconstitution against EBV:

- Three factors accelerated specific EBV immune reconstitution: age of recipient
(b18 years old, D180, pb0.008), EBV DNAemia (D100, p=0.11) and T cell
reconstitution (D60, D100, and D360, pb0.01).

- One factor impaired EBV specific immune reconstitution: acute GVHD (D60,
pb0,05).

3.5. Elispot assay threshold of EBV-specific T-cell reconstitution

Assessment of the level of T-cell reconstitution at the time of EBV DNAemia is
relevant for clinical decision-making. For 9 patients with an Elispot evaluation among
the 14 with EBV DNAemia, we tried to find a threshold which could determine effective
EBV-specific cellular immunity and thus target those recipients who need immuno-
therapy. In our cohort, 7 patients had EBV DNAemia which decreased spontaneously
and 2 were treated by immunotherapy (Fig. 2). As Elispot assays were performed at
fixed points, we observed that at the time of EBV DNAemia, 4 out of 7 patients already
presented EBV-specific T-cell frequency over 1000 SFC/106PBMC and 3 out of 7 were
tested above this arbitrary threshold 12 to 31 days after (Table 5). Thus, for patient 38,
Elispot results were at 1030 SFC/106PBMC at day 180 and 1410 SFC/106PBMC at day
360. But, on day 303, EBV DNAemia increased under 10 000 cp/mL during 6 days,
testifying the ability of his EBV-specific T cells to control EBV-DNA load. Although
1000 SFC/106PBMC is not a high response to LCL, it appears to be enough to attest for an
immunosurveillance in this immunocompromised cohort.

Two patients were treated because their EBV-DNA load exceeded 40 000 cp/mL
with PTLD compatible symptoms. They received only 2 infusions of rituximab.
Clearance of EBV-DNA load was then observed concomitant to EBV-specific T-cell
increase (Fig. 2a and b). We suppose that EBV PTLD resolved, in part, thanks to EBV

Table 4a
Comparison of Elispot results 60, 100, 180, and 360 days after HSCT according to the age (b or ≥18 years old).

Days after
HSCT

Median (±SD) of Elispot results for patients b18 years old
(SFC/106 PBMC)

Median (±SD) of Elispot results for patients ≥18 years old
(SFC/106 PBMC)

Statistical
significance⁎

Negative controls Test⁎ Negative controls Test⁎

MNC Donor EBV LCL MNC+Donor EBV LCL MNC Donor EBV LCL MNC+Donor EBV LCL

D60 (n=28) 20±30 30±118 1880±1501 10±509 35±250 95±714 p=0.01
D100 (n=24) 25±37 30±138 1510±1873 30±43 20±142 160±820 pb0.01
D180 (n=27) 50±29 20±65 2010±1958 10±33 10±196 470±780 pb0.01
D360 (n=22) 40±57 5±83 1470±701 10±15 10±41 450±1195 pN0.05

n=patient number. Wilcoxon's nonparametric test was used to compare quantitative factors.
⁎ Statistical difference between the tests of the two groups.

Table 4b
Comparison of Elispot results 60, 100, 180, and 360 days after HSCT for patients with EBV DNAemia against patients without EBV DNAemia.

Days after
HSCT

Median (±SD) of Elispot results for patients with EBV
DNAemia (SFC/106 PBMC)

Median (±SD) of Elispot results for patients without EBV
DNAemia (SFC/106 PBMC)

Statistical
significance⁎

Negative controls Test⁎ Negative controls Test⁎

MNC Donor EBV LCL MNC+Donor EBV LCL MNC Donor EBV LCL MNC+Donor EBV LCL

D60 (n=28) 200±351 30±105 510±1518 10±510 40±250 95±855 p=0.08
D100 (n=24) 200±187 30±125 1190±1679 30±50 10±146 140±1083 p=0.01
D180 (n=27) 40±23 10±46 1635±1737 10±36 20±198 170±1129 p=0.01
D360 (n=22) 20±58 10±53 940±881 10±26 10±58 815±1181 pN0.05

n=patient number. Wilcoxon's nonparametric test was used to compare quantitative factors.
⁎ Statistical difference between the tests of the two groups.
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Fig. 2. EBV-DNA load studied with Elispot results. 2a and 2b. Two patients treated with rituximab. Rituximab. The first patient presented EBV DNAemia which reached

194 200 cp/mL at day 40, with an Elispot result at day 60 at 1880 SFC/106 PBMC. This patient received a weekly infusion of rituximab 375 mg/m2 twice and total clearance of EBV

viremia occurred on the 11th day after the peak load. At day 100, Elispot reached 4330 SFC/106 PBMC which could explain why this patient with very fast and high EBV DNAemia

cleared the EBV-DNA load after only two infusions of rituximab. For the second patient, the EBV-DNA load reached 64 000 cp/mL at day 160 when the Elispot result at day 100 was

430 SFC/106 PBMC, but the Elispot result at day 180 was 1440 SFC/106 PBMC. 2c–2i. Patients with EBV DNAemia who experienced clearance of EBVwithout rituximab. 2j. Example of

one patient without EBV DNAemia.
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specific immune reconstitution, although we lack immune monitoring data to assert
this.

4. Discussion

EBV-LPD prognosis after allogeneic HSCT has improved over recent
years, mostly due to close PCR-EBV load monitoring and implemen-
tation of innovative pre-emptive immunotherapy. However, high risk
patients are still not identified clearly and may be abusively treated.
Combining EBV-DNA load assessment with EBV-specific immune
monitoring has been shown to be very helpful [22,23]. We report here
a retrospective, one year study investigating EBV infection and EBV-
specific immune recovery using the functional IFNγ Elispot assay in 35
evaluable allogeneic HSCT patients. As previously reported, we
identified ATG treatment as the greatest risk factor associated to
EBV DNAemia. By multivariate analysis, three factors were found to
significantly influence EBV specific cellular immune recovery: young
age (b18 years old) (D180), T-cell recovery (D60, D100 and D360)
and severe acute GVHD (D60), and one nearly reached significance
due to the limited size of the cohort: EBV DNAemia (D100). EBV
DNAemia occurred in 14 patients and, for 7 patients whose Elispot
results were detected over 1000 spot-forming cells (SFC)/106PBMC
before or up to 30 days after EBV DNAemia, spontaneous clearance
was observed.

Moreover, Elispot assays with EBV-LCL as antigen-presenting cells
offer advantages over other techniques. Limiting dilution assay (LDA)
is labor intensive (12 days to generate results) and underestimates
the frequencies of antigen-reactive T-cells. Elispot assay requires
fewer cells, less time and gives values 2 to 10 fold higher than those
obtained with LDA [28]. Measuring T-cell binding peptide-HLA
tetramers [29] is a more accurate and sensitive approach [30].
However, it is HLA-restricted and detects the presence of EBV
epitope-specific T-cells without any requirement for function,
whereas Elispot assay with LCL is not HLA-restricted and relies on
the ability to secrete cytokine upon activation. Moreover, when T-cell
frequencies measured by Elispot assay are below 20/106PBMC,
tetramer and IFNγ+Intra-Cytoplasmic Cytokine (ICC) staining, both
performed by cytometric analysis [31,32] fail to reach a signal,
attesting the sensitivity limits imposed by flow cytometry detection.
Elispot assay may provide advantages for detecting such antigen-
specific T-cells at lower frequencies [33,34], without HLA-restriction,
and is particularly relevant in the analysis of an immunocompromised
population [35]. However, obtaining LCL is time consuming, and must
be anticipated at the time of HSCT. Recent availability of overlapping
peptide pools for the EBV immunodominant proteins will probably
give more flexibility.

Compared to adult recipients, children had significantly faster
EBV-specific immune reconstitution. We report a correlation between
EBV seropositive donors and higher EBV-Elispot results at D60,
suggesting effective peripheral T-cell expansion against EBV antigens
Nevertheless, one child (patient 35), who received HSCT from an EBV

seronegative donor, experienced a dramatic early increase in EBV-
specific IFNγ-positive cells (D60) which could hardly be due to
recipient cells because of complete donor chimerism from day 45
post-HSCT. Strikingly, in our study we did not find any significant
correlation between a higher number of infused T-cells and faster T-
cell reconstitution after HSCT. Regarded to these arguments, immune
reconstitution against EBV can also be due in children to recent thymic
emigrants [36].

Patients with EBV DNAemia had significantly higher Elispot results
at D100 and D180. For these patients with EBV DNAemia, no
difference in lymphocyte count, but a trend to a reverse CD4/CD8
ratio at the onset of EBV DNAemia was observed. Although we lack
absolute evidence, the predominant increase in CD8+T-cells simul-
taneous to EBV DNAemia, correlated to Elispot results at early
checkpoints after HSCT (D60 and D100), could result from the
expansion of EBV-specific CD8 T-cells, allowing for early specific
immune response study. Persistent EBV-specific immune response
may rely on CD4+ T-cells as suggested by significant correlations
between Elispot results and CD4 T-cell counts and also mitogen
proliferative assay at later checkpoints after HSCT (D100 and D360).
EBV persists in the target cells due to an immunobalance between the
proliferation of infected cells and the response of virus-specific T-cells
[37], particularly CD4+ T-cells with T-helper 1 (Th1)-like function
and CD4+ and CD8+ cytotoxic T-cells [38]. From 180 to 360 days
after allogeneic HSCT, EBV immune regulation seems to be based on
lower IFNγ secreting T-cells. It would be interesting to study cytokine
patterns of the EBV-specific T-cells after D180 by, for example, a
concomitant IL2 Elispot. It could be that part of these cells secretes
only IL2 or both IFNγ and IL2, which has been described as a
multifunctional signature in case of chronic controlled infection as
EBV infection [39]. Such an evolutive cytokine pattern has been
recently reported in CD4+ T cells with other viruses like CMV and
ADV [40,41].

Cwynarski et al. [42] have defined a cut-off level for CMV-specific
T-cell count protecting against CMV infection, but when EBV
replicates, the antigenic load quickly expands due to B-cell prolifer-
ation, and T-cells continuously adapt to it [23]. In our center, direct
quantification of specific T-cells may provide a threshold value useful
for controlling viral DNAemia. In order to complete our center
guidelines based on an EBV-DNA load threshold of 40 000 cp/mL, we
propose the following strategy for high risk patients. When EBV-DNA
load is over 40 000 cp/mL and in the absence of symptom, two Elispot
assays could be required to evaluate EBV-specific T-cell recovery
kinetics. When EBV-DNA load is lower than 40 000 cp/mL, one Elispot
result over 1000 SFC/106PBMC could be sufficient to allow for
spontaneous EBV clearance. After this study, we performed Elispot
assay for six patients who underwent an allogeneic HSCT, with EBV
DNAemia between 10 000 and 40 000 cp/ml (data not shown). In all
cases, Elispot results were over 1000 SFC/106PBMC at the onset of the
EBV DNAemia increase or in the 48 following hours and EBV-DNA load
was cleared spontaneously. However, if the Elispot result is lower

Table 5
EBV clearance for 7 patients with Elispot results N1000 SFC/106 PBMC.

Patients Start of EBV DNAemia
(days after HSCT)

Peak load (cp/mL) Time during EBV DNAemia (days) Elispot D60 Elispot D100 Elispot D180 Elispot D360

4 145 16610 240 160 1830 4030 ND
12 40 27985 27 4040 4100 5940 2140
23 94 2969 1 3000 440 1150 170
24 69 18155 4 510 2940 1830 480
35 64 45500 365 2550 1190 1980 1470
36 168 2874 1a 40 180 1210 420
38 303 6280 8 0 100 1030 1410

EBV, Epstein Barr virus; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; D, days after transplantation; and ND, not done.
Elispot assays were used to determine the frequency of EBV-specific T-cells in patient PBMC producing interferon gamma in response to stimulation with donor LCL [40]. In 6 out of 7
cases, Elispot results ranged from 1150 to 4040 SFC/106 PBMC.

a Patient 36 presented 3 episodes of 1 day EBV DNAemia, at day 168, day 240 and day 300.
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than 1000 SFC/106PBMC, the assay should be repeated a week later in
order to detect any increase in EBV-specific T-cells. Such a strategy
requires confirmation in a prospective study.

Contribution of EBV-specific immune monitoring to target post-
HSCT patients with EBV DNAemia who need pre-emptive treatment
has been previously reported by different teams, using tetramer assay
[14,22,23]. However, although tetramer assay is easy to perform, there
are main drawbacks due to absence of functional information, HLA
restriction and unique peptide EBV antigen presentation. The Elispot
assay performed in our study does not have these drawbacks, since it
is a functional assay, allowingwide EBV antigen presentation, which is
essential as many immunodominant EBV antigens were described
[43]. These performances will be preserved with evolution to EBV
overlapping peptide pools or peptide mix.

Performing EBV Elispot can reduce rituximab indications to
patients with insufficient EBV-specific T-cell reconstitution, in order
to limit detrimental effects induced by rituximab [44]. It may be also a
useful tool to identify patients lacking specific immune reconstitution
who could benefit from specific CTL infusion, as well as in the follow-
up of EBV T-cell recovery after specific CTL infusion [5].

In conclusion, EBV Elispot assay together with EBV-DNA load
determination may prove relevant tools to determine whether a
patient needs pre-emptive therapy for PTLD and for following patients
after immunotherapy.
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Séléction immunomagnétique des lymphocytes T antiviraux IFN-+ : 
Analyse quantitative, fonctionnelle et composition en sous-populations lymphocytaires T 

 
L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) est un des seuls traitements curatifs des hémopathies bénignes ou 
malignes et des déficits immunitaires primitifs. Cependant, les infections notamment virales comptent parmi lescomplications les 
plus fréquentes des allogreffes associées à la morbidité et la mortalité. Ces infections surviennent souvent en l’absence de 
reconstitution immunitaire spécifique. Les traitements médicamenteux anti-viraux préconisés présentent une efficacité inconstante 
dans ce contexte d’immunodéficience et ne sont pas dénués de toxicité. L’alternative thérapeutique prometteuse étudiée à l’heure 
actuelle est l’immunothérapie adoptive cellulaire notamment celle qui consiste en l’injection de lymphocytes T spécifiques 
anti-viraux (CTL ou VSTs).   
La production de VSTs anti-Adénovirus par technique immunomagnétique a été développée au sein de l’équipe depuis 2007 et un 
protocole clinique a été initié en 2012 et est actuellementen cours. C’est dans la continuité de ces travaux sur l’Adénovirus, que 
nous avons souhaité développer une immunothérapie adoptive anti-EBV. Dans cette optique, il est au préalable nécessaire de 
déterminer un antigène capable d’induire une stimulation optimale des lymphocytes T spécifiques quel que soit le contexte HLA 
du donneur pour permettre la production de CTL anti-EBV. Nous présentons la validation pré-clinique des VSTs-EBV de grade 
clinique : 6 productions ont été réalisées avec un antigène synthétique préalablement défini. In vitro, ces VSTs-EBV montre une 
spécificité, une efficacité et une absence de toxicité.  
L’efficacité des VSTs résidant dans leur capacité d’expansion in vivo en présence du virus, nous avons étudié la composition en 
sous populations lymphocytaires T en nous intéressant aux sous populations les moins différenciées (notamment les T souches 
mémoires : TSCM) qui présentent un rôle critique en immunothérapie du fait de leur propriétés d’auto-renouvellement et 
d’expansion.   Nous montrons que la technique immunomagnétique concentre les sous populations les plus différenciées au 
détriment d’une faible fréquence des sous populations les plus immatures. Enfin, les CTL multivirus commencent à se développer 
actuellement car elles permettent de traiter plusieurs infections chez les patients immunodéprimés et représentent un avantage en 
terme de coût. Cependant, aucune étude n’a validé que les propriétés des CTL multivirus vis-à-vis de chaque virus sont 
équivalentes à celles de CTL monospécifiques correspondantes. Nous avons réalisé cette étude comparative avec les CTL-ADV et 
-EBV selon les modalités mises au point précédemment et avons pu montré dans ce modèle des propriétés comparables entre les 
CTL bispécifiques et mono-spécifiques.  
Mot clé : Allogreffe de Cellules Souches Hématopoïétiques, Immunothérapie adoptive cellulaire, Infections virales, Lymphocytes 
T spécifiques anti-viraux (VSTs), sous-population de lymphocyte T, TSCM 

 
 

Immunomagnetic isolation of antiviral IFN-+ T lymphocytes : 
Quantitative, functional and T lymphocytes subset composition analysis 

 
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the standard treatment for malignant or non-malignant 
hematological disorders or primary immunodeficiencies. However, microbiological infections especially viral infections are one 
of the major causes of morbidity and mortality after HSCT.  
These infections arise in the absence of immune reconstitution, context where antiviral treatment efficacy is impaired while 
toxicity can occur. An alternative treatment is adoptive cellular immunotherapy by infusion of virus specific T cells (VSTs) which 
have demonstrated their effectiveness in virus infection control after HSCT.   
VSTs against Adenovirus have been previously generated in our team according to Good Manufacturing Practice using an 
immunomagnetic selection based on IFN- secretion and a clinic trial is underway. In this work, we aimed to define optimal 
conditions to produce VSTs against Epstein Barr Virus (EBV). We performed an in vitro pre-clinical study on 6 donors with a 
good cellular immune response against EBV. We obtained VSTs with a high specificity, a good efficiency controlled by a 
cytotoxicity assay and absence of toxicity with a weak residual alloreactivity. 
Efficacy of IFN- sorted VSTs is due to their dramatic expansion capacity in vivo in presence of virus load. Several subsets of T 
lymphocytes have been described and expansion capacity has been reported mainly in the less differentiated stages. We aimed to 
analyze the distribution of VSTs sub-populations, focusing on the recently described Stem cell like memory T cells (TSCM), in 
healthy humans, in IFN- sorted VSTs and after in vitro expansion. In this study, we report that healthy donors present with a 
panel of heterogeneous VSTs, while the IFN- based immunomagnetic selection system sorts the most differentiated 
sub-populations. This was probably because of the low intensity of IFN-secretion mainly against viruses generating a mild T cell 
response such as ADV. 
Finally, according to our experience to produce anti-ADV and anti-EBV VSTs, we developed the bispécific VST production. 
Besides economic advantages, bispecific CTL can be useful in immunocompromised patients after HSCT who are highly 
susceptible to infections.  
Also To our knowledge, no study has compared the properties of bispecific VSTs with their related mono-specific VSTs, although 
competition between stimulating antigens had been previously described. We present our results obtained on 3 different donors 
and report comparable properties between mono- and bispecific VSTs. 
Key words: Hematopoietic stem cell transplantation, Cellular immunotherapy, Viral infections, Virus specific T cells 
(VSTs), T cell subsets, TSCM 
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