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Supresja odpowiedzi komoérkowej u chorych leczonych allo-HCT
sprzyja reaktywacji EBV. Obraz kliniczny aktywnego zakazenia EBV przy-
pomina zakazenie wywolane cytomegalowirusem, a rozwijajqca sie po-
transplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD) moze stanowic
bezposrednie zagrozenie zycia. Wezesne rozpoznanie objawowego zaka-
zenia EBV jest podstawq do rozpoczecia terapii przeciwwirusowej i re-
dukcji poziomu immunosupresji.
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WSTEP

Zakazenie EBV u pacjentow w stanie immunosupresji moze stanowic zagrozenie zycia.
Odpowiedz humoralna i komérkowa u oséb immunokompetentnych warunkuje bowiem
utrzymanie stanu rdwnowagi, ogranicza replikacj¢ wirusa i proliferacj¢ zakazonych limfo-
cytow B. Supresja odpowiedzi komérkowej sprzyja reaktywacji endogennego wirusa. Jej
nastepstwem jest pelny cykl replikacyjny EBV z liza komérki zakazonej, obecnos$¢ wirusa
we krwi i okresowe lub stale jego wydzielanie, a takze wzrost miana przeciwcial anty-
EBNA i pojawienie si¢ przeciwcial anty-EA.

Dodatkowymi czynnikami ryzyka rozwoju aktywnego zakazenia EBV u pacjentow po
przeszczepieniu komorek hemopoetycznych sa: zastosowanie napromieniania calego ciala
(TBI - total body irradiation) w kondycjonowaniu, T — deplecja materiatu przeszczepo-
wego, uzycie globuliny antylimfocytarnej (ATG) lub przeciwcial monoklonalnych anty-
CD3, niepelna zgodno$¢ w uktadzie HLA pomigdzy dawca i biorca (1).
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Obraz kliniczny zakazenia EBV u chorych leczonych immunosupresyjnie przypomina
objawy zakazenia wywolanego cytomegalowirusem i jego rozpoznanie jest mozliwe tylko
na podstawie badan wirusologicznych lub oceny histopatologicznej bioptatow narzadow
zakazonych. Do objawow tych naleza: goraczka, leukopenia, zapalenie pluc, zapalenie
opon mézgowo-rdzeniowych i mozgu, w krwi obwodowej moga pojawiac si¢ atypowe
limfocyty, profil enzymow watrobowych odpowiada¢ moze wirusowemu zapaleniu watro-
by. Zakazenie to moze prowadzi¢ takze do rozwoju proceséw rozrostowych, gléwnie
w postaci chloniakow B-komérkowych (potransplantacyjnej choroby limfoproliferacyjnej
—ang. PTLD), o wysokigj, bo siggajacej 50-80% $miertelnosci (2).

Wczesne rozpoznanie aktywnego zakazenia EBV moze by¢ podstawa do rozpoczecia
terapii przeciwwirusowej, ewentualnej redukcji poziomu immunosupresji, jak rowniez za-
stosowania przeciwcial monoklonalnych anty-CD20 i/lub CD24 (3). Trwaja takze badania
nad dzialaniem leczniczym cytokin — IFN-alfa i IL-6.

Celem badan byla ocena czgstosci i przebiegu klinicznego aktywnego zakazenia EBV
u pacjentéw po nie manipulowanym allo-HCT od zgodnego dawcy rodzinnego.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono w grupie 56 chorych (28 kobiet i 28 mezczyzn), srednia
wieku 33,9 £ 11 lat, leczonych allo-HCT z powodu nowotwordw ukladu krwiotworczego
(54 osoby) lub cigzkiej anemii aplastycznej (2 chorych). U 48 pacjentow zastosowano
standardowa mieloablacj¢ (busulfan + cyklofosfamid), u 6 kondycjonowanic zredukowane
(RIC — ang. reduced-intensity conditioning), a u chorych z anemia aplastyczna — cyklofos-
famid lub cyklofosfamid + ATG. W profilaktyce choroby przeszczep przeciw biorcy (GvHD)
stosowano cyklosporyn¢ A (CSP) i metotreksat lub CSP i mykofenolan mofetilu. Okreslo-
no status serologiczny wobec EBV w ukladzie dawca-biorca. W okresie potransplantacyj-
nym oznaczano przeciwciala anty-EA, VCA i EBNA metoda immunoenzymatyczng (Dia-
Sorin) oraz wirusowe DNA metoda nested PCR (nPCR). Pacjenci byli badani wielokrot-
nie, zwykle 1-2 razy/mies. przez okres od 1-36 miesigcy od przeszczepu ($rednio 6 + 5
miesigey).

Materialem do badan molekularnych byla zawiesina leukocytow (1x10°) uzyskiwa-
nych z krwi obwodowej po rozdziale w 6% dekstranie wg metody opisanej przez The
i wsp. (4). Genomowe DNA izolowano przy uzyciu zestawu kolumienkowego Genomic
DNA Prep Plus (A&A Biotechnology), wykorzystujacego zdolno$¢ wiazania DNA do z16z
krzemionkowych w wysokich stezeniach soli chalotropowych. Stopien oczyszczenia i stg-
zenie DNA oznaczano spektrofotometrycznie przy A = 260 i 280 nm.

Do wykrywania DNA EBV postuzono si¢ metodq nPCR opisana przez Venarda i wsp.
(5). Uzywano starterow zewnetrznych swoistych dla genu kodujacego bialko EBNA2
i starterow wewnetrznych charakterystycznych dla EBV1 i EBV2, dajacych produkty re-
akcji odpowiednio o dlugosci 497 1 150 bp. Amplifikacje prowadzono w aparacie firmy
Biometra, w objetosci 50 pl zawierajacej 20 €1 probki badanej oraz 10 mM TRIS-HCI1 pH
8.3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl, 2U Taq polimerazy (Finnzyme); 200 EM dNTP i 0,5 EM
starterow. Stosowano 30 cykli w nastepujacych warunkach termicznych: 94°C przez 3 min..
94°C — 1,5 min., 60°C przez 1 min., 72°C — 2 min. Koncowe wydtuzaniec w 72°C prowa-
dzono przez 10 min.
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Do kazdego badania dotaczano kontrole: dodatnig (hodowla Namalwa — Human Bur-
kitt Lymphoma — zawierajaca w 1 komorce inkorporowane 2 czasteczki EBV) i ujemna
(woda oraz leukocyty izolowane od osoby seronegatywnej). Produkty reakcji poddawano
elektroforezie w 2% zelu agarozowym i identyfikowano w swietle UV, po wybarwieniu
bromkiem etydyny.

Czulos¢ reakcji PCR okreslono poprzez amplifikacje DNA izolowanego z 1x10°ko-
morek Namalwa, stosujac 10-krotne jego rozcienczenia az do negatywizacji wyniku. Kon-
trola ta poshuzyla do wykreslenia krzywej wzorcowej i polilosciowej oceny DNA-emii.

Aktywne zakazenie EBV rozpoznawano na podstawie obecnosci przeciwcial anty-EA
i/lub wirusowego DNA w leukocytach krwi obwodowej. W przypadkach pozytywnej DNA-
emii jej poziom oceniano pélilosciowo, stosujac rozcienczenia analogiczne jak w przypad-
ku komorek Namalwa.

W ocenie stanu klinicznego pacjentéw uwzgledniano badanie fizykalne, wyniki badan
laboratoryjnych (w tym aminotransferazy watrobowe, bilirubina), badania serologiczne
i wirusologiczne w kierunku zakazen cytomegalowirusem (CMV) i wirusami zapalenia
watroby typu B i C.

WYNIKI

Aktywne zakazenie EBV typu 1 stwierdzono u 27 (48%) biorcow komoérek hemopo-
etycznych, przy czym u wigkszosci (16 osdb) podstawa rozpoznania bylo wykazanie jedy-
nic EBV DNA we krwi obwodowej (Tab. 1). U 11 0séb wykazano obecno$¢ przeciwcial
anty-EA, u zadnej nie obserwowano znamiennego przyrostu przeciwcial anty-EBNA.
U 5 sposrod 7 seronegatywnych osob nastapila serokonwersja przeciwcial anty-VCA, kté-
rej towarzyszyla DNA-emia (3 pacjentow) potwierdzajaca zakazenie pierwotne.

Wartosci DNA-emii u wigkszosci pacjentéw wynosily ok. 200 kopii/l mln komorek,
sporadycznie osiagaly wartosci od 2-200 tys. kopii/l1 mln (u 10 pacjentéw), a u jednego
z chorych, u ktérego w wyniku zakazenia pierwotnego rozwinat si¢ chloniak B-komoérko-

Tabela I. Wystepowanie zakazen EBV w zaleznosci od statusu serologicznego dawca/

biorca
Table I. Incidence of EBV infections and sero-status of donor-recipient
. . Liczba .
. Liczba p-ciala DNA EBV . Liczba
Dawrca- biorca o zakazonych . .
pacjentow anty-EA ) EBV* 7 objawami
+/+ 39 8 16 19 7
-/+ 10 1 3 3 1
+/- 5 2 2 4 2
-/- 2 - 1 1 -
Ogolem 56 11 22 27 10

* — potwierdzona obecnoscia wirusowego DNA izolowanego z leukocytéw krwi obwodo-
wej i/lub obecnoscig przeciwcial anty-EA
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wy, potwierdzony w badaniu histopatologicznym, poziom DNA szacowano na 2 min. Tyl-
ko u 9 pacjentow DNA EBV wykazywano w okresic do + 100 doby po przeszczepieniu,
przy czym u 3 z nich bylo ono rezultatem zakazenia pierwotnego. Zazwyczaj DNA wykry-
wano w pierwszym roku po transplantacji ($r.+ 138 + 92 dni), chociaz obserwowano go
takze w okresie p6znym, nawet po 3 latach.

Aktywne zakazenie EBV przebiegalo u wigkszosci 0sdb bez widocznych objawow
klinicznych; u 7 oséb towarzyszylo mu mierne podwyzszenie poziomu aminotransferaz
watrobowych, u 2 wystapila biegunka, a u 4 nastapilo zaostrzenie reakcji przeszczep prze-
ciw biorcy (graft versus host disease — GvHD). Jedna osoba zmarla z powodu monoklo-
nalnego procesu limfoproliferacyjnego, ktory doprowadzil w 65 dobie po HCT do niewy-
dolnosci wielonarzadowej (opis przypadku zawiera praca Rudzkiego i wsp. (6)). Warto
takze odnotowac, ze u 16 pacjentdw z zakazeniem EBV (tj. 59%) wykrywano réwnocze-
$nie aktywna infekcje CMV.

DYSKUSJA

U os6b immunokompetentnych liczebna przewaga limfocytow T cytotoksycznych roz-
poznajacych EBV w stosunku do zakazonych latentnie limfocytéw B zapewnia utrzymanie
stanu rownowagi i uniemozliwia nicograniczona proliferacj¢ komorek B zakazonych wiru-
sem (1,7). Postgpowanie zwigzane z transplantacja zaburza ten stan rOwnowagi, co przeja-
wia si¢ reaktywacja i namnazaniem EBV, a w konsekwencji rozwojem choroby z procesa-
mi rozrostowymi wlacznie. Czgstos¢ PTLD jest rozna w zaleznosci od rodzaju przeszcze-
pu i prowadzongj terapii immunosupresyjnej. Ponad 50% PTLD jest wynikiem zakazenia
pierwotnego, stad tez czgsciej stwierdza si¢ ja u pacjentéw pediatrycznych (8). U biorcow
nerek PTLD wystepuje z czgstoscia 1-2%, natomiast po przeszczepach phuco-serca odse-
tek ten wzrasta nawet do 5-10% (9). U biorcow allogenicznych komorek hemopoetycz-
nych powiklanie to wystepuje bardzo rzadko (<1%), ale w przypadku przeszczepien od
dawcow niespokrewnionych i nie w pelni zgodnych, po T-deplecji materiatu przeszczepo-
wego ryzyko rozwoju PTLD oceniane jest nawet na 24% (10,11). W obserwowanej grupie
chorych chloniak B-komoérkowy byl przyczyna zgonu jednego pacjenta (co stanowi 1,8%),
a jego rozwoj byl spowodowany zakazeniem pierwotnym i zastosowanym do kondycjono-
wania cyklofosfamidem w polaczeniu z wysokimi dawkami ATG.

Okreslenie poziomu DNA-emii (EBV-load) u biorcéw allo-przeszczepow moze by¢
dobrym wykladnikiem okreslajacym ryzyko rozwoju PTLD (2,12,13,14). Ustalenie warto-
$ci predylekcyjnej dla PTLD jest do$¢ trudne, ze wzgledu na brak standaryzacji metod
okreslajacych wirusowe DNA. Stosowane sa rézne techniki umozliwiajace ilo$ciowa oce-
n¢ DNA-emii (np. kompetycyjny PCR, reakcja PCR w czasie rzeczywistym), jak rowniez
rozny material biologiczny (leukocyty, krew pelna, surowica) do izolacji DNA (15).
W badaniach wlasnych zastosowano metod¢ polilosciowa opisana przez Venarda i wsp.
(5). ktéra w przyblizony sposéb umozliwiala ocen¢ DNA-emii w leukocytach izolowanych
z krwi obwodowej. U wigkszo$ci badanych poziom EBV oceniano na 200 kopii/l min
leukocytow, chociaz w pojedynczych przypadkach — u dwoch pacjentdéw, wynosit on po-
wyzej 200 tys./1 mln komdrek. Za wyjatkiem jednego chorego, z grupy ryzyka rozwoju
PTLD, wartosci te byly przemijajace i aktywne zakazenie EBV nie stanowilo u tych oséb
bezposredniego zagrozenia zycia. Dlatego wydaje si¢, ze u chorych, ktérzy nie sa narazeni
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na tego rodzaju powiklanie, stale monitorowanie poziomu DNA EBV we krwi obwodowej
nie znajduje klinicznego uzasadnienia.

WNIOSKI

1. Dominujacym typem EBV w polskiej populacji jest typ 1.

2. Rozpoznanie aktywnego zakazenia u pacjentdw leczonych przeszczepieniem ko-
moérek hemopoetycznych jest mozliwe na podstawie ilosciowej oceny wirusowego DNA
w leukocytach krwi obwodowej. Badania serologiczne, w ktérych ocenia si¢ przeciwciala
dla poszczegolnych antygenow wirusowych maja mniejsze znaczenie diagnostyczne w r6z-
nicowaniu aktywnej formy zakazenia EBV.

3. Ze wzgledu na powszechne zjawisko reaktywacji wirusa w okresie potransplanta-
cyjnym i zazwyczaj bezobjawowy charakter zakazenia, wydaje si¢, ze w przypadku prze-
szczepien nieobciazonych dodatkowymi czynnikami ryzyka rozwoju choroby EBV i PTLD,
ciagle monitorowaniec EBV nic ma wystarczajacego uzasadnienia klinicznego.

4. Czgsto obserwowane rownoczesne zakazenie EBV i CMV u biorcow allo-przeszcze-
poéw moze wskazywac na protekcyjne oddziatywanie tych wirusow.

B Zawilinska, B Pigtkowska-Jakubas, J Kopeé, E Daszkiewicz, E Kleszcz, S Szostek,
P Mensah-Glanowska, D Hawrylecka, A Skotnicki

EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV) INFECTIONS IN PATIENTS TREATED WITH ALLOGENIC
HEMATOPOIETIC CELLS TRANSPLANTATION (ALLO-HCT)

SUMMARY

Objective: assessment of frequency and clinical course of EBV infection in patients that under-
went non-manipulated allo-HCT from matched-related donors.

Methods: active EBV infection was confirmed based on the presence of anti-EA antibodies
(ELISA) and/or viral DNA (nPCR) isolated from peripheral leukocytes. For positive DNA-isola-
tions semi-quantitative analysis were done. Patients were examined repeatedly, the time of monito-
ring was approximately 6 + 5 months.

Results: active EBV infection was confirmed in 27 among 56 examined allo-HCT recipients.
Primary infection was detected in 5 patients, in the remaining patients it was probably the result of
virus reactivation. In most cases EBV-load was approximately 200 copies per 1 million of leukocy-
tes, 1 patient with lymphoproliferative disorder (PTLD) had 2 million copies. EBV infection was
asymptomatic in most cases (17), in 7 cases aminotransferase levels were insignificantly increased,
in 2 — diarrhea was observed and in 4 patients GVHD was intensified.

Conclusions: in recipients without risk of PTLD, permanent monitoring of the EBV-load has
no clinical justification.
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