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Abréviations 

 

ADCC, cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 

ADN, acide désoxyribonucléique 

AICD, activation-induced cell-death  

AP-1, protéine d’activation 1 

ARN, acide ribonucléique 

ATG, immunoglobulines polyclonales anti-Thymocytes 
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BCR, récepteur des lymphocytes B 
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CDC, cytotoxicité dépendante du complément 
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CPA, cellule présentatrice d’antigène 
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CTL, lymphocytes T cytotoxiques 

CTL-EBV, lymphocytes T cytotoxiques anti-EBV 

CMV, cytomégalovirus 

CG, centre germinatif 

DC, cellule dendritique 

EBV, virus d’Epstein-Barr 

EBNA, antigène nucléaire du virus Epstein-Barr  

EBER, ARN non-codant du virus Epstein-Barr  

FC, fraction constante 

FCγRIII, récepteur de faible affinité de la partie constante Fc des immunoglobulines de types 

G, aussi connu comme CD16. 

HHV-8, herpesvirus humain 8 

HLA, human leukocyte antigen   

IFNγ, interféron gamma 

Ig, immunoglobuline 

IL-2Ra, chaine alpha du récepteur à l’interleukine 2  

IL, interleukine  
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ITAM, motif d'activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine  

KIR, killer immunoglobulin receptors 
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LB, lymphocyte B 
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LT, lymphocyte T 

LT CD4+, lymphocyte T CD4+ 

LT CD8+, lymphocyte T CD8+ 

LTh, lymphocyte T helper 
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NK, lymphocyte Natural killer 
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MICA/B, MHC Class I Polypeptide-Related Sequence A / B 
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mTOR, mechanistic target of rapamycin 

NCR, natural cytotoxicity receptors 

NFAT, facteur nucléaire d’activation des cellules T 

NF-κB, facteur nucléaire κB 

NK, natural Killer 

OMS, organisation mondiale de la santé  

PD-1, programmed cell death 1 

PD-L1, programmed cell death 1 ligand 
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TLR, récepteur type Toll 
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Introduction 

La transplantation d’organes représente actuellement un traitement indispensable pour 

de nombreuses maladies engageant le pronostic vital. Cependant, le système immunitaire du 

receveur constitue un obstacle à la prise et à la survie du greffon. Pour cette raison, la 

transplantation est souvent accompagnée d’un traitement immunosuppresseur à vie, qui est 

responsable d’une déficience de la réponse immunitaire du patient et favorise l’apparition 

d’infections et de cancers. Parmi les complications malignes les plus fréquentes après 

transplantation se trouvent les lymphoproliférations; ce sont des tumeurs composées le plus 

souvent par des lymphocytes B, et qui sont, dans la moitié des cas, associées au virus 

oncogénique d’Epstein-Barr (EBV). Bien que cette maladie ait été reconnue pour la première 

fois il y a plus de 60 ans, les mécanismes expliquant le défaut de réponse immunitaire, à la fois 

envers la tumeur et envers le virus, sont encore mal connus. Ce travail de thèse a cherché à 

caractériser les altérations phénotypiques et fonctionnelles des principaux acteurs de 

l’immunité anti-virale et anti-tumorale: les lymphocytes T et les cellules NK, afin de mieux 

comprendre l’immunopathologie des lymphoproliférations post-transplantation (LPT). Dans ce 

travail seront abordés les éléments essentiels permettant de comprendre le statut immunitaire 

chez le patient transplanté immunodéprimé et les divers facteurs menant au développement des 

lymphoproliférations post-transplantation, ainsi que l’enjeu des thérapies ciblant la réponse 

immunitaire dans le traitement de cette maladie. 
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1) Le système immunitaire : la réponse cellulaire 

Le système immunitaire est constitué d’une large diversité de composantes cellulaires 

et moléculaires qui interagissent pour coordonner la protection de l’organisme contre des 

substances de nature étrangère, c’est à dire des antigènes. Les réponses immunitaires se 

classifient en innées et adaptatives. La réponse innée utilise des mécanismes de défense qui sont 

présentes avant l’antigène et donc immédiats; elle assure ainsi la première ligne de protection 

de l’organisme contre une large variété d’antigènes. La réponse adaptative s’intègre dans un 

deuxième temps et se caractérise par l’adaptation des réponses à un antigène spécifique, en 

termes de durée, intensité et mémoire. Ainsi, la réponse innée ne change pas en cas d’exposition 

répétée à un même antigène, tandis que les réponses adaptatives deviennent plus rapides et 

efficaces lors de la rencontre ultérieure avec leur antigène.  

Les composants cellulaires des réponses immunitaires sont les leucocytes, dont les 

lymphocytes, les phagocytes et d’autres cellules auxiliaires. Dans cette section, nous 

aborderons uniquement la biologie des lymphocytes T et NK, qui sont les principaux acteurs 

de l’immunité anti-virale et anti-tumorale dans le contexte de l’infection par l’EBV et du 

développement des lymphoproliférations chez le patient transplanté.  

 

1.1) Les lymphocytes NK   

Les lymphocytes NK sont des effecteurs cytotoxiques de la réponse innée et sont 

caractérisés par l’expression de la molécule d’adhésion CD56, par la présence de nombreux 

granules dans leur cytoplasme et par l’absence d’un récepteur à antigène spécifique. Ces 

cellules constituent entre 5% et 15% des lymphocytes périphériques.  

Selon leur degré de différenciation, les cellules NK expriment des quantités différentes 

de CD56 et peuvent exprimer ou pas le récepteur FCγRIII CD16 à leur surface. Les cellules 

CD56Brigth CD16 +/- sont les moins différenciées. Elles se distribuent principalement dans les 

tissus et représentent entre 5% et 10% de cellules NK circulantes. Leur capacité de production 

de cytokines, telles que l’interféron-γ (IFNγ) et le facteur de nécrose tumorale-α (TNFα), est 

supérieure à celle des cellules NK plus différenciées CD56Dim. Les cellules CD56Dim CD16+ 

sont majoritaires dans le sang périphérique et ont une capacité cytotoxique (dégranulation de 
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produits cytotoxiques dont la perforine et certaines granzymes) supérieure à celle des cellules 

CD56 Bright. De plus, les cellules CD56Dim expriment CD16 qui se fixe à la fraction constante 

des immunoglobulines pour induire une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des 

anticorps (ADCC). Globalement, les deux sous-populations des cellules NK sont capables de 

produire des cytokines, et d’induire la cytotoxicité des cellules cibles (Abbas et al., 2017). Les 

cellules NK expriment également des ligands de récepteurs de mort, tels que FASL et TRAIL. 

L’interaction de ces ligands avec leur récepteur déclenche l’apoptose de la cellule cible par la 

voie extrinsèque, c’est à dire par l’activation de la caspase 8 (caspase initiatrice) qui active à 

son tour les caspases 3 et 7 (caspases effectrices)(Galluzzi et al., 2018).  

L’activation des cellules NK dépend de l’équilibre entre les signaux positifs et négatifs 

des nombreux récepteurs activateurs et inhibiteurs présents à leur surface. Les ligands de ces 

récepteurs sont des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH) et 

des molécules induites par le stress. Ainsi, les cellules NK sont capables de différencier les 

cellules saines des cellules infectées ou tumorales, et de détruire ces dernières (Figure 1)(Elliott 

and Yokoyama, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Activation des cellules NK. L’activation de la cellule NK dépend de l’équilibre entre les 

interactions des récepteurs d’activation et inhibition avec ces ligands présents dans la cellule cible. Source: 

«Effector responses of NK cells are regulated by inhibitory and activation receptors.» d’après Elliott J. et 

Yokoyama W., 2011). 
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Les principaux récepteurs des molécules du CMH classe I exprimés par les cellules NK 

sont les récepteurs de type C-lectine (NKG2A, NKG2C et NKG2D) et les récepteurs de la 

famille KIR (killer immunoglobulin receptors), tandis que les NCR (Natural cytotoxicity 

receptors) reconnaissent principalement des molécules associées à une infection virale ou à un 

processus tumoral (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Principaux récepteurs d'activation et d'inhibition des cellules NK et ses ligands. Source: « Structure 

and ligands of activating and inhibitory receptors of NK cells» d’après Abbas A., Litchman A., et Pillai S., 2017. 
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Récepteurs de type C-lectine. NKG2A est un récepteur inhibiteur exprimé par la 

majorité des cellules NK et reconnaît HLA-E. L’HLA-E présente des peptides intracellulaires 

dérivées d’autres molécules du CMH de classe I dans des conditions physiologiques (signal 

inhibiteur), mais cette molécule est fréquemment sous-exprimée dans des conditions 

pathologiques telles que des infections virales ou lors d’un processus tumoral (signal 

activateur)(Seliger et al., 2002). NKG2C et NKG2D sont des récepteurs activateurs des cellules 

NK. NKG2C est faiblement exprimé par des cellules NK et reconnaît également l’HLA-E, mais 

avec une affinité inférieure à celle de NKG2A. NKG2D est exprimé par la majorité des cellules 

NK et reconnaît les molécules de stress MICA et MICB, qui sont des homologues de molécules 

du CMH de classe I. 

Récepteurs KIR. Les récepteurs inhibiteurs KIR sont KIR2DL1, -2DL2/DL3, - 2DL5, 

-3DL1, -3DL2 et 3-DL3. Les récepteurs KIR2DL1 et KIR2DL2/DL3 reconnaissent l’HLA-C, 

KIR3DL1 reconnaît l’HLA-B et KIR3DL2 reconnaît l’HLA-A, tandis que les ligands de 

KIR2DL5 et KIR3DL3 n’ont pas encore été identifiées. Les récepteurs KIR activateurs sont 

KIR2DS1, -2DS2/DS3, -2DS4, -2DS5 et -3DS1. Le récepteur KIR2DS1 reconnaît l’HLA-C 

avec une affinité plus faible que sa contrepartie inhibitrice, tandis que KIR2DS4 reconnaît 

l’HLA-A et –C. Les ligands des autres KIR activateurs n’ont pas encore été identifiés (Sivori 

et al., 2019). 

Récepteurs NCR. Ces récepteurs reconnaissent des produits viraux, tels que 

l’hémagglutinine du virus de l’influenza peut induire l’activation des cellules NK par son 

interaction avec NKp46 et NKp44 (Arnon et al., 2001), tandis qu’il a été observé que la protéine 

pp65 du cytomégalovirus (CMV) inhibe la cytotoxicité des cellules NK par son interaction avec 

NKp44 .D’autres ligands des NCRs sont des protéines exprimées à la surface des cellules en 

réponse au stress ou par les cellules tumorales, telles que BAT3 (NKp30) et NKp44L 

qu’activent à la cellule NK par son interaction avec NKp30 et NKp44, respectivement 

(Baychelier et al., 2013; Pogge von Strandmann et al., 2007); ainsi que PCNA, qui est souvent 

surexprimé par les cellules tumorales et inhibe à la cellule NK par son interaction avec NKp44 

(Rosental et al., 2011). Il a été également suggéré que la protéine B7-H6 est un ligand activateur 

de NKp30 (Brandt et al., 2009). 
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1.2) Les lymphocytes T  

Les lymphocytes T (LT) sont des effecteurs de la réponse cellulaire adaptative. Ils sont 

caractérisés par l’expression d’un récepteur à antigène spécifique des cellules T ou TCR. Ce 

récepteur est spécifique pour une séquence peptidique unique: un épitope; et sa fonction 

principale est de reconnaître l’antigène et de transmettre un signal d’activation à l’intérieur des 

cellules T.  

Le TCR est un hétérodimère composé des sous-unités α et β ou γ et δ, qui sont liées par 

un pont disulfure. L’hétérodimère est inséré dans la membrane de la cellule et possède un 

domaine extracellulaire, avec les sites de liaison à l’antigène, et un domine intra-cytoplasmique. 

De plus, le TCR est toujours associé avec le complexe CD3, qui lui donne stabilité et qui 

transmet le signal d’activation en aval à la reconnaissance de l’épitope par le TCR. Ainsi, les 

LT sont identifiés des autres sous-populations lymphocytaires par l’expression de CD3 et 

représentent environ 70% des lymphocytes dans le sang périphérique. Chaque type de TCR, αβ 

ou γδ, est exprimé par des cellules T avec des fonctions et des localisations différentes. Les LT 

exprimant un TCRαβ sont prédominants dans le thymus, dans les organes lymphoïdes 

périphériques et représentent environ 90-95% de cellules T dans le sang, tandis que les LT 

exprimant un TCRγδ prédominent dans les tissus épithéliaux et ne seront pas abordés ici.  

Le TCRαβ reconnaît des peptides présentés par les molécules du CMH en association 

avec un corécepteur, CD4 ou CD8, qui assiste le TCR dans l’interaction avec le CMH et qui 

amplifie le signal d’activation. L’expression des co-récepteurs CD4 et CD8 est mutuellement 

exclusive car chaque co-récepteur est associé à une fonction différente : CD4 est exprimé par 

les LT auxiliaires (LTh) et CD8 est exprimé par les LT cytotoxiques (CTL). De plus, les 

peptides issus des protéines provenant de l’intérieur de la cellule (endogènes) sont présentés 

par le CMH de classe I au TCR associé à CD8, tandis que les peptides provenant de protéines 

exogènes sont présentés par le CMH de classe II au TCR associé à CD4.  

Chez l’homme, les protéines codées par les gènes du CMH sont appelées antigènes des 

leucocytes humains (HLA) car elles furent identifiées pour la première fois en tant qu’antigènes 

d’histocompatibilité pour la greffe. C’est-à-dire de compatibilité entre les tissus du donneur et 

du receveur. Les principaux locus du HLA classe I sont HLA-A, HLA-B et HLA-C et les 

principaux locus du HLA classe II sont HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DR, parmi plus de 300 

gènes qui constituent le complexe. Les protéines HLA sont très polymorphes car il existe une 
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grande diversité allélique des gènes du CMH (nommés par des numéros ex. HLA-A2, HLA-

B8). De plus, les cellules d’un même individu co-expriment les protéines HLA codées par les 

deux allèles de chaque gène, qui sont généralement différentes. Les différences structurelles 

entre les protéines HLA jouent un rôle majeur dans la présentation antigénique car leur structure 

influence la composition du peptide présenté. Ainsi, différentes protéines HLA présentent des 

peptides sensiblement différents issus d’une même protéine.  

Toutes les cellules nucléées de l’organisme expriment les molécules du CMH de classe 

I, tandis que les molécules du CMH de classe II sont exclusivement exprimées par les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) et les cellules épithéliales du thymus. Les cellules 

dendritiques (DC) sont les CPA spécialisées en la « sensibilisation» des lymphocytes T naïfs et 

sont présentes en abondance dans les ganglions lymphatiques. Les DC ont la particularité 

d’exprimer l’HLA de classe II de façon constitutive et sont les seules à pouvoir présenter des 

peptides exogènes par le CMH de classe I par un processus connu comme “présentation 

croisée”.  

A la sortie du thymus, les LT sont « naïfs», c’est-à-dire que bien que ces cellules 

possèdent un TCR complètement fonctionnel et spécifique, elles ont encore besoin de la 

présentation du peptide par la CPA spécialisée afin de devenir activées. L’activation d’une 

cellule T naïve a généralement lieu dans le ganglion lymphatique et se déroule en plusieurs 

étapes. L’interaction des LT naïfs avec la CPA est appelée synapse immunologique et 

commence par l’interaction de molécules d'adhésion, telles que l'intégrine LFA-1 avec son 

ligand ICAM-1 (Figure 3A). Ensuite, le TCR et son co-récepteur (CD4 ou CD8) interagissent 

avec le complexe CMH-peptide (Figure 3B). La CPA exprime des millions de molécules du 

CMH à sa surface, avec des peptides différents; il est donc nécessaire que l’affinité du TCR 

pour le complexe CMH-peptide soit élevée et que plusieurs TCR interagissent avec leur 

complexe CMH-peptide respectif (avidité) pour déclencher le premier signal d’activation du 

LT (Murphy and Weaver, 2017). Le deuxième signal consiste en l’interaction de molécules de 

co-stimulation de la famille B7, dont CD28 exprimé par le LT avec CD80/86 exprimé par la 

CPA, qui vont amplifier les signaux d'activation et induire des signaux de survie. De plus, 

l’interaction CD28-CD80/86 induit le troisième signal: la production de l’interleukine-2 (IL-2) 

et l’expression du récepteur à IL-2 de haute affinité (IL-2Ra ; CD25), qui sont indispensables 

pour la prolifération et la différenciation des LT. 
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A)                                                                                  B) 

Figure 3. Activation des cellules T. A) Formation de la synapse immunologique: le LT naïf s’attache à la cellule 

dendritique par l’interaction de l'intégrine LFA-1 avec son ligand ICAM-1, ensuite, par l’interaction du TCR et 

son co-récepteur (CD4 ou CD8) avec le complexe CMH-peptide. B) Trois signaux sont nécessaires pour 

l’activation des LT naïfs: 1) le signal d’activation délivré par l’interaction du TCR-CMH, 2) le signal de survie 

est délivré par l’interaction de molécules co-stimulatrices CD28-CD80/86 (B7.1/7.2) et le signal de 

prolifération/différenciation est délivré par les cytokines, dont l’IL-2. Source: «Transient adhesive interactions 

between T cells and antigen-presenting cells are stabilized by specific antigen recognition» et « Three kinds of 

signals are involved in activation of naive T cells by antigen-presenting cells» d’après Murphy K. et Weaver C., 

2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suite à leur activation, les LT deviennent des effecteurs à courte durée de vie (semaines) 

ou des cellules mémoires à longue durée de vie (années). Ces cellules mémoires ont la 

particularité d’établir une réponse rapide et efficace lors de la rencontre ultérieure de leur 

antigène. C’est au cours des réponses T secondaires, que d’autres CPA, dont les macrophages 

et les cellules B, jouent un rôle dans la présentation d’antigènes aux LT effecteurs. 

Selon leur degré de différenciation, les LT modifient l’expression à leur surface du 

récepteur à chimiokines CCR7, indispensable pour la migration des LT au ganglion 

lymphatique, et de l’isoforme RA ou RO du CD45. Ainsi, il est possible de discriminer les sous-

populations de LT selon l’expression de ces deux marqueurs: LT naïfs (CCR7+CD45RA+), LT 

centraux mémoires (CCR7+CD45RA-), LT effecteurs mémoires (CCR7-CD45RA-) et LT 

effecteurs en différenciation terminale (CCR7-CD45RA+). De même, l’expression d’autres 

molécules de co-stimulation, telles que CD27 et CD28 caractérisent des populations moins 

différenciées et permettent l’identification de sous-populations intermédiaires (Appay et al., 

2002).  
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1.2.1) Les fonctions des lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T CD4+ conventionnels aussi appelés lymphocytes Th ont un rôle 

« auxiliaire » dans les réponses immunitaires menés par d’autres composants cellulaires, tandis 

que les lymphocytes T « régulateurs » (Treg) participent à la tolérance et à la limitation des 

réponses immunitaires. Ces sous-populations de cellules T CD4+ se différencient selon leur 

profil d’expression de cytokines associées à un facteur de transcription spécifique qui détermine 

leur fonction (Figure 4). 

 

 

 

Les cellules Th1 sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription Tbet-1, 

par leur production d’IFNγ et d’autres cytokines pro-inflammatoires (IL-2 et TNFα) et par 

l’expression de CD40L. Leur fonction principale est d’orchestrer les réponses cellulaires contre 

les pathogènes intracellulaires et les tumeurs. Par leur production d’IFNγ, les cellules Th1 vont 

activer les macrophages et autres CPA et orienter la commutation des immunoglobulines vers 

Figure 4. Caractéristiques des sous-populations des lymphocytes T CD4+. Source: « Global overview of T 

helper cell differentiation» modifié d’après Stadhouders R., Lubberts E. et Hendriks R., 2018. 
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des classes qui activent le complément et qui participent à l’ADCC. De même que l’IFNγ 

stimule l’expression de molécules du CMH, l’activation optimale des cellules T CD8+ et la 

différenciation des cellules T CD4+ en Th1. L’activation des CPA est également renforcée par 

l’interaction de CD40 avec CD40L et influencera également l’activation optimale des réponses 

T CD8+, notamment quand l’antigène élicite des réponses innées faibles (Abbas et al., 2017).  

Les cellules Th2 expriment le facteur de transcription GATA-3. Ces cellules expriment 

CD40L et orchestrent les réponses humorales contre les parasites extracellulaires par leur 

production de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13. Les cellules Th2 participent également aux 

réactions allergiques car l’IL-4 etl’IL-5 orientent la production d’IgE (sensibilisation de 

mastocytes). Par leur production d’IL-4 et d’IL-13, les cellules Th2 vont induire la réparation 

de tissus par les macrophages.  

Les cellules Th17 jouent un rôle dans l’inflammation et les réponses cellulaires contre 

les pathogènes intracellulaires par la production de l’IL-17, l’IL-21 et l’IL-22, et sont régulées 

par le facteur de transcription RORγt (Stadhouders et al., 2018).  

Plus récemment, d’autres sous-populations de cellules Th ont été décrites par leur 

phénotype fonctionnel. Les cellules Th22, participent à l’inflammation et aux réponses 

cellulaires contre les pathogènes intracellulaires par la production de l’IL-22, du TNFα et de 

l’IL-13, régulées par le facteur de transcription AHR. Les cellules Th9, appelées ainsi du fait 

de leur production d’IL-9, ont été associées aux réponses contre des parasites mais leur facteur 

de transcription n’a pas encore été défini (PU.1?) (Stadhouders et al., 2018).   

Les cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh) participent à la formation du centre 

germinatif (CG) et à la génération de plasmocytes par leur production de l’IL-21, de même 

qu’elles contribuent à la commutation de classe par leur production de l’IL-4 et de l’IFNγ. Il a 

été suggéré que le facteur de transcription associé à la différentiation des cellules Tfh est BCL6 

(Hatzi et al., 2015). 

Les cellules Treg sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription Foxp3 

et leur fonction principale est d’inhiber les fonctions effectrices par la sécrétion de cytokines 

inhibitrices, telles que l’IL-10 et TGF-β ; et par l’engagement des points de contrôle 

immunitaire, tels que CTLA-4 et PD-1. Ces cellules se différencient au cours de la sélection 



19 
 

thymique (Treg naturels) mais peuvent aussi provenir des LT conventionnels périphériques 

(Treg induits) (Itoh et al., 1999; Masuyama et al., 2002).  

 

1.2.2) Les fonctions des lymphocytes T CD8+ 

Les cellules T CD8+ sont les médiateurs de la cytotoxicité adaptative et leur rôle 

principal est d'éliminer de façon spécifique des cellules cible (cellules infectées, tumorales, 

allogéniques). Suite à leur activation, les cellules T CD8+ prolifèrent et se différencient en 

effecteurs cytotoxiques. Quand les CTL rencontrent leur cellule cible (TCR spécifique pour un 

peptide présenté par le CMH classe I), une synapse immunologique est formée par l’interaction 

de molécules d'adhésion (LFA-1-ICAM-1), suivie de l’interaction du TCR-CMH I-peptide. 

Ensuite, les CTL libèrent le contenu des granules cytotoxiques dans la synapse. Les protéines 

cytotoxiques contenues dans les lysosomes sont la perforine, qui perfore la membrane de la 

cellule cible; et les granzymes, qui traversent la membrane de la cellule cible par les pores créés 

par la perforine et activent la caspase 3 (Figure 5A). De plus, les CTL expriment FASL, le 

ligand du récepteur de mort FAS, et peuvent ainsi effectuer leur fonction cytotoxique de façon 

indépendante à la dégranulation (Figure 5B). Le résultat de ces deux mécanismes de 

cytotoxicité est l’apoptose de la cellule cible (Abbas et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Mécanismes de cytotoxicité des CTL. A) Le CTL rencontre sa cellule cible et se dégranule dans la 

synapse ; la perforine induit la capture des granzymes par la cellule cible résultant en l’activation des caspases. B) 

Le CTL interagit avec sa cible par la voie FASL/FAS et induit l’apoptose par activation directe des caspases. 

Source: «Mechanisms of CTL-mediated killing of target cells » d’après Abbas A., Litchman A., et Pillai S., 2017.  
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Lors de sa rencontre avec leur cellule cible, les CTL produisent également des cytokines, 

dont l’IFNγ, le TNFα et l’IL-2. Comme mentionné plus haut, l’IFNγ est important pour 

l’activation des CPA et pour la différenciation des LTh, tandis que le TNFα joue un rôle dans 

le recrutement de macrophages et de lymphocytes dans le site inflammatoire. L’IL-2 est une 

cytokine centrale pour les cellules T CD4+ et T CD8+ car elle est un des signaux indispensables 

pour l’activation, la survie, la prolifération et la différenciation des cellules T. 

 

1.3) Inhibition des réponses immunitaires et points de contrôle immunitaire   

La réponse immunitaire est soumise à de nombreux mécanismes d’autorégulation pour 

maintenir l’homéostasie. Les principaux mécanismes pour limiter la réponse des cellules T et 

NK effectrices sont les points de contrôle immunitaire, l’apoptose (expression progressive de 

FAS) et les cytokines inhibitrices (IL-10, TGF-β) secrétées par les cellules régulatrices (Treg, 

Macrophages M2).  

Les points de contrôle immunitaire sont des molécules de co-stimulation activatrices ou 

inhibitrices progressivement exprimées par les cellules T et NK afin de limiter leur activation 

et l’intensité de leurs réponses. Une augmentation en l’expression de ces récepteurs peut avoir 

des conséquences sur la capacité fonctionnelle de ces cellules et les rendre dysfonctionnelles 

ou fonctionnellement épuisées, c’est-à-dire qu’elles perdront progressivement leur capacité de 

produire des cytokines et/ou de tuer une cible cellulaire par cytotoxicité.  

Dans le cas des cellules NK, l’épuisement fonctionnel est un concept encore récent qui 

reste moins bien défini car ces cellules présentent une grande variété de phénotypes (différentes 

combinaisons et intensités d’expression des différents récepteurs) du fait que leur activation 

dépends de l’action combinée de plusieurs récepteurs activateurs et inhibiteurs (Elliott and 

Yokoyama, 2011). Ainsi, une définition de l’épuisement des cellules NK inclut la surexpression 

des récepteurs inhibiteurs accompagnée d’une diminution de l’expression des récepteurs 

d’activation, ce qui résulte en une altération fonctionnelle (Figure 6) (Bi and Tian, 2017; Sivori 

et al., 2019). 
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Le mécanisme d’épuisement des cellules NK implique également la confluence de 

plusieurs voies de régulation négative présentes dans le microenvironnement (Bi and Tian, 

2017; Wherry and Kurachi, 2015). Au cours des infections chroniques et de certains cancers, la 

cellule cible peut augmenter ou diminuer l’expression d’un ligand, ce qui module l’expression 

et l’activité de son récepteur sur la cellule NK. Par exemple, la surexpression de HLA-E 

augmente l’activité inhibitrice de NKG2A, tandis que la surexpression de MICA/B peut 

favoriser un épuisement mené par l’activation constante de la cellule NK par l’intermédiaire de 

NKG2D (Bi and Tian, 2017).  

De nombreux points de contrôle des cellules T ont été décrits, dont les récepteurs 

activateurs CD28 et CD27 mentionnés plus haut, et les récepteurs inhibiteurs CTLA-4 

(cytotoxic T lymphocyte associated protein 4 ou CD-152), PD-1 (program death ligand 1 ou 

CD279) et Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3 ouCD366) (Figure 

7) (Mahoney et al., 2015). Ces récepteurs inhibiteurs sont progressivement exprimés après 

l’activation des lymphocytes T de façon physiologique et servent à contrebalancer les 

molécules de co-stimulation activatrices pour limiter les réponses T et maintenir l’homéostasie 

entre immunité et tolérance (Abbas et al., 2017; Granier et al., 2018). Cependant, dans un 

contexte de stimulation antigénique chronique, où la charge antigénique est élevée, les cellules 

T peuvent éprouver une activation robuste qui favorise l’augmentation de l’expression de ces 

récepteurs inhibiteurs (Apetoh et al., 2015; Baitsch et al., 2012; Granier et al., 2018). De même, 

la co-expression de plusieurs récepteurs inhibiteurs dans la surface de la cellule multiplie les 

signaux inhibiteurs et résulte en une inhibition générale de la signalisation du TCR. Ainsi, il a 

Figure 6. Phénotype d’épuisement des cellules NK. Le phénotype d’épuisement d’une cellule NK est caractérisé 

par la dérégulation de l’expression des récepteurs activateurs et inhibiteurs: une faible expression des récepteurs 

activateurs, une forte expression des récepteurs inhibiteurs et la perte progressive des fonctions. Modifié de « 

Natural Killer cell exhaustion » d’après Bi J. et Tian Z., 2017. 
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été observé que seule la surexpression de PD-1 n’aboutit pas en une inhibition fonctionnelle. 

En revanche, la co-expression de PD-1 et TIM-3 caractérise les LT CD8+ dysfonctionnels dans 

certains contextes pathologiques (Anderson, 2014; Apetoh et al., 2015; Granier et al., 2018). 

Les premières fonctions inhibées sont la capacité de produire plusieurs cytokines 

simultanément , notamment l’IL-2 , et la capacité de proliférer; ensuite, la production de TNFα, 

des chimiokines, d’IFNγ et la dégranulation sont altérées (Apetoh et al., 2015; Wherry and 

Kurachi, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 Molécules de co-stimulation activatrices et inhibitrices des cellules T. Source : « T cell activation is 

a multiple-signal process. » d’après Mahoney K.,Rennert P. et Freeman G., 2015. 
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2) La transplantation en France et dans le monde 

La transplantation d’organe solide (TOS) ou de cellules souches hématopoïétiques 

(TCSH) représente un traitement de choix de la défaillance d’organe en phase terminale 

(Allison, 2016) et de nombreuses maladies hématologiques engageant le pronostic vital 

(Niederwieser et al., 2016). En France, environ 5 800 TOS et 5200 TCSH sont effectuées chaque 

année (Agence de la Biomédecine, 2018) parmi les 230 000 transplantations réalisées au niveau 

mondial dans plus de 80 pays (Global Observatory on Donation and Transplantation (GODT), 

2018). Toutefois, la greffe d’un organe ou d’un tissu étranger au « soi » peut induire des maladies 

d’origine immunitaire telles que le rejet de greffe et la maladie du greffon contre l’hôte. En effet, 

des molécules polymorphes entre le donneur et le receveur, telles que les protéines du HLA, peuvent 

stimuler une réponse immunitaire adaptative médiée par les lymphocytes contre l’organe greffé. A 

l’inverse, les lymphocytes contenus dans la greffe peuvent développer des réponses contre les tissus 

du receveur. Pour cette raison, de nombreuses stratégies thérapeutiques ont été développées afin de 

prévenir le rejet de greffe. 

 

2.1) Le traitement immunosuppresseur  

En transplantation, différents protocoles d’immunosuppression (IS) sont utilisés et 

adaptés avant, pendant et après la greffe, pour moduler le système immunitaire, favoriser la 

prise de greffe et prévenir ou traiter le rejet du greffon (Allison, 2016). Chaque type de 

transplantation présente ses particularités et le choix, les posologies et la durée du régime 

immunosuppresseur sont adaptés à ces spécificités. Par exemple, ce sont pour les greffes 

d’organe multiple, cœur et poumon que les régimes d’IS sont les plus lourds (Allison, 2016). 

Les mécanismes d’immunosuppression utilisés actuellement incluent: la déplétion des 

leucocytes, l’altération du trafic lymphocytaire dans et vers les organes lymphoïdes 

secondaires, ainsi que le blocage de la fonction et des voies d’activation des lymphocytes. 

(Cajanding, 2018a). Ils contribuent donc à atténuer l’activité du système immunitaire en ciblant 

les LT et les LB, qui sont les principaux médiateurs du rejet cellulaire (cytotoxicité contre le 

greffon) et humoral (anticorps contre le greffon) (Karahan et al., 2017; Scheffert and Raza, 

2014). Toutefois, bien d’autres populations leucocytaires contribuent au rejet et sont aussi 

affectées par les agents immunosuppresseurs (Allison, 2016; Cajanding, 2018a; Coelho et al., 

2012; Neudoerfl et al., 2013; van Sandwijk et al., 2013). Les grandes familles 
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d’immunosuppresseurs utilisées actuellement dans les protocoles d’induction, puis dans la 

maintenance et la prévention du rejet aigu et chronique sont décrites dans le Tableau 1. 

Tableau 1. Types d’immunosuppresseurs utilisés en transplantation 

 D’après Moini M., Schilsky M. et Tichy E., 2015. 

 

Le traitement d’induction est principalement constitué d’agents biologiques et, parfois, 

de corticostéroïdes administrés avant, pendant et/ou immédiatement après la transplantation. 

Son objectif est d’induire une immunosuppression intense pendant une courte période de temps 

(Allison, 2016) afin de prévenir le rejet aigu. Les corticostéroïdes sont des analogues 

synthétiques des glucocorticoïdes produits dans les glandes surrénales et ils ont un effet anti-

inflammatoire immédiat sur plusieurs populations leucocytaires (Ayyar and Jusko, 2020). Cet 

effet est le résultat de plusieurs mécanismes génomiques et non génomiques qui résultent de 

l’inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires, de l’arrêt de la prolifération et 

de l’induction de l’apoptose (van Sandwijk et al., 2013) (Tableau 1). Les lymphocytes T sont 

les cellules les plus impactées par les corticostéroïdes et leur nombre diminue rapidement dans 

Famille  Protocole Molécules  
Cible  

cellulaire 

Cible 

moléculaire 
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Induction 

Maintenance 

Rejet aigu 

Prednisone 

Prednisolone 
Leucocytes 
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 -Déplétants 
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Daclizumab 
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Tacrolimus 
Lymphocytes 

NFAT/ AP-1 

(IL-2) 
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mTOR  
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Sirolimus 

Evérolimus  
Leucocytes 

mTOR  

(cycle cellulaire) 

Antimétabolites 
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Azathioprine 

Mycophénolate 

mofétil et 

sodique  

Leucocytes 

Lymphocytes  

synthèse de novo 

des purines 

(cycle cellulaire) 
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Figure 8. Activation des cellules T naïves. A) la CPA présente des antigènes au LT naïf en absence des 

costimulation B7/B8 (CD80/86) et échoue à activer le LT naïf ; le LT devient tolérant où anergique. B) la CPA 

présente des antigènes au LT naïf en présence de costimulation B7/8 (CD80/86) et CD28 (signal 2) permettant la 

production de cytokines. L‘IL-2 (signal 3) stimule la différenciation et la prolifération du LT naïf en LT effecteur. 

Source: « Functions of costimulators in T cell activation » d’après Abbas A., Litchman A., et Pillai S., 2017. 

le sang périphérique après ce traitement. Pour cette raison, les corticostéroïdes sont utilisés pour 

l’induction et le maintien de l’immunosuppression, ainsi que pour le traitement du rejet aigu 

(Scheffert and Raza, 2014; Sitruk et al., 2018).  

Les traitements immunosuppresseurs ciblent principalement les lymphocytes T (Gaber 

et al., 2013), compte tenu de leur rôle prédominant dans le rejet aigu de greffe (Scheffert and 

Raza, 2014). Parmi les traitements immunosuppresseurs, on trouve les agents déplétants dont 

les immunoglobulines polyclonales anti-Thymocytes (ATG), qui ciblent les lymphocytes en 

général, et les anticorps monoclonaux anti-CD3, qui ciblent le récepteur des lymphocytes T 

(CD3-TCR) (Tableau 1). Ces agents sont responsables d’une lymphopénie T profonde, 

prédominant sur les cellules T CD4+. La reconstitution immunitaire LT CD4+ est lente, 

pouvant être partielle jusqu’à plusieurs années après le traitement (Glowacki et al., 2009; Müller 

et al., 1997; Pankewycz et al., 2011). Plus récemment, des anticorps monoclonaux ciblant les 

voies d’activation des lymphocytes T ont été commercialisés. Quand un lymphocyte T naïf 

reconnaît des allo-antigènes présentés par une CPA, il a besoin de deux signaux 

supplémentaires pour qu’il puisse être complètement activé et ensuite proliférer sans quoi il 

devient anergique (Figure 8). Le deuxième signal après la reconnaissance de l’alloantigène 

correspond à l’interaction de molécules co-stimulatrices qui amplifient les signaux d’activation 

et le troisième signal est la production de cytokines nécessaires pour la prolifération de la cellule 

(Abbas et al., 2017).  
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Figure 9. Mécanismes d'action des Immunosuppresseurs. Source: « The cellular site of action of the 

immunosuppressive agents commonly used in solid organ transplantation » d’après Moini M., Schilsky M. et 

Tichy E., 2015. IL-2Ra, chaine alpha du récepteur de l’IL-2 (aussi connu comme CD25); IL-2, Interleukine-2; 

CsA, cyclosporine A; TAC, Tacrolimus; AZA, Azathioprine; MMF, Mycophénolate mofétil.  

L’anticorps monoclonal bélatacept (anti-CD80/86) agit sur le deuxième signal en 

bloquant l’interaction des molécules costimulatrices CD28 (LT) et CD80/86 (APC) (Larsen et 

al., 2005). De même que les anticorps monoclonaux Daclizumab et Basiliximab ciblent le CD25 

(LT), qui est la chaine alpha du récepteur à haute affinité de l’IL-2, bloquant ainsi le troisième 

signal (Cajanding, 2018a) (Tableau 1). Ces deux stratégies sont souvent combinées pour les 

thérapies de maintenance basées sur le Bélatacept (Perez et al., 2018).  

L’immunosuppression de maintenance est généralement poursuivie à vie mais avec un 

caractère évolutif qui s’adapte de façon personnalisée au patient selon la tolérance du 

médicament et ses effets secondaires, avec l’objectif d’atteindre les doses minimales permettant 

un équilibre entre immunité et maintien optimal de la greffe (Gaber et al., 2013). La 

combinaison de plusieurs molécules avec différents mécanismes d’action permet de réduire leur 

dose et de limiter leur toxicité ; de ce fait, la plupart des protocoles de maintenance sont des 

trithérapies composées d’un corticostéroïde, d’un inhibiteur de la calcineurine et d’un 

antimétabolite (Hornick and Rose, 2006; Sitruk et al., 2018). Les rôles complémentaires des 

immunosuppresseurs sont expliqués dans la Figure 9.  
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Les inhibiteurs de la calcineurine, cyclosporine A (CsA) et Tacrolimus (TAC) sont des 

macrolides d’origine fongique qui forment des complexes avec des protéines chaperonnes 

appelés immunophilines, dont les cyclophilines et les protéines de la famille FKBP (Abbas et 

al., 2017; Cajanding, 2018a). Les complexes CsA-cyclophiline ou TAC-FKBP se fixent à la 

calcineurine et inhibent son activité enzymatique sur le facteur nucléaire d’activation des 

cellules T (NFAT) et de la protéine d’activation 1 (AP-1), impliqués dans la synthèse d’IL-2 

(Tableau 1). En conséquence, l’inhibition de ces facteurs de transcription en aval de l’activation 

du TCR empêche la maturation, la différenciation et la prolifération des LT (Cajanding, 2018a; 

Gaber et al., 2013). De même, la synthèse d’IFN-γ et la dégranulation sont globalement 

affectées au sein des différentes populations lymphocytaires (Coelho et al., 2012). 

Une autre famille d’immunosuppresseurs agissant sur la prolifération des lymphocytes 

sont les inhibiteurs de mTOR : Sirolimus et son dérivé, Everolimus. Ces deux molécules sont 

des macrolides d’origine fongique, similaires au Tacrolimus, qui forment des complexes avec 

des immunophilines FKBP (Coelho et al., 2012). A la différence du TAC, les complexes 

Sirolimus-FKBP vont se fixer sur mTOR (Tableau 1), une sérine/thréonine kinase qui régule 

plusieurs processus cellulaires dont la transcription et la traduction des ARNm liés à la synthèse 

des cytokines IL-2 et IL-15 et de plusieurs facteurs de croissance indispensables pour le cycle 

cellulaire.(Hay, 2004) Ainsi, les lymphocytes activés sont arrêtés dans la phase G1 du cycle 

cellulaire, entrainant une anergie par défaut du troisième signal (Cajanding, 2018a). De plus, 

mTOR est exprimée de façon ubiquitaire dans les cellules hématopoïétiques (Human Protein 

Atlas disponible depuis http://www.proteinatlas.org), donc son inhibition impacte la croissance, 

la différenciation, et la prolifération de toutes les cellules du système immunitaire.  

La dernière catégorie des immunosuppresseurs de maintenance est celle des 

antimétabolites, dont l’azathioprine, le mycophénolate mofétil et le mycophénolate sodique. 

Ces molécules bloquent la synthèse de novo des purines, nécessaires pour la réplication de 

l’ADN au cours du cycle cellulaire (Allison, 2016) (Tableau 1). L’azathioprine a été un des 

premiers immunosuppresseurs utilisés en transplantation d’organe mais son utilisation est 

actuellement limitée en raison d’une toxicité trop importante. L’azathioprine (AZA) est 

métabolisé en 6-mercaptopurine et s’incorpore dans l’ADN durant sa réplication en même 

temps qu’elle inhibe la production de nucléosides, ce qui mène à des erreurs dans la réplication 

de l’ADN et des cassures chromosomiques (Cajanding, 2018a). D’autre part, l’acide 

mycophénolique (MMF), métabolite actif du mycophénolate, est un inhibiteur sélectif de la 
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synthèse de novo des bases nucléotidiques guanine car il bloque l’activité enzymatique de 

l'inosine monophosphate déshydrogénase. Son effet cible principalement les lymphocytes T et 

B car ils ne possèdent pas la voie de sauvetage pour la synthèse des bases nucléotides. Les 

lymphocytes activés sont ainsi arrêtés dans la phase S du cycle cellulaire, ce qui entraine l’arrêt 

de la prolifération et induit l’apoptose (Coelho et al., 2012). Néanmoins, le blocage de la 

synthèse de novo affecte indirectement la production des anticorps, la maturation des cellules 

dendritiques et l’expression de molécules d’adhésion ; en conséquence la présentation 

d’antigènes et le recrutement de leucocytes dans les sites inflammatoires sont également 

impactés (Allison and Eugui, 2005). De plus, une inhibition de la prolifération et de la 

cytotoxicité des cellules NK a été observé in-vitro (Ohata et al., 2011). 

 

2.2) Caractéristiques du système immunitaire du patient transplanté 

L’impact du traitement immunosuppresseur sur l’immunité est dose-dépendant. En 

effet, les protocoles modernes combinent plusieurs agents afin de réduire les doses et de cibler 

différentes populations immunologiques sans les dépléter complètement. Incontestablement, le 

traitement immunosuppresseur joue le rôle principal sur les modifications post-transplantation 

du système immunitaire. Toutefois, d’autres facteurs contribuent dont l’âge, le type de greffe, 

les antécédents cliniques et les maladies infectieuses. Dans cette section nous nous focaliserons 

principalement sur les modifications post-transplantation des lymphocytes T et NK, notamment 

celles qui ont un effet sur l’immunosurveillance contre les agents pathogènes et l’oncogenèse.  

Le résultat le plus évident du traitement immunosuppresseur est une lymphopénie, 

notamment dans la période immédiate après la transplantation. L’utilisation des anticorps 

déplétants résulte en en une réduction du ≥60% des LT périphériques, suivie d’une 

reconstitution lente qui peut atteindre des valeurs normales 24 mois post-transplantation de rein 

(Kho et al., 2012; Müller et al., 1997; Pankewycz et al., 2011). Le compartiment le plus affecté 

est les LT CD4+, déplétés à >70% et dont la reconstitution est plus lente que pour les LT CD8+. 

(Pankewycz et al., 2011). Cependant, plusieurs équipes ont observé que 5-10% des patients 

présentent une lymphopénie T CD4+ persistante 10 ans après la transplantation rénale, sans lien 

apparent avec l’utilisation des agents déplétants pendant l’induction ou avec les différents 

protocoles de maintenance (Glowacki et al., 2009; Luque et al., 2016). Dans l’étude de Luque 

et al., 2016, un faible export thymique a été observé chez les patients lymphopéniques en lien 
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avec des travaux précédents montrant que la fonction thymique pré-transplantation rénale est 

associée à la reconstitution des LT CD4+ à 5 ans (Ducloux et al., 2011). En effet, il a été observé 

que les cellules naïves sont les plus impactées du compartiment LT CD4+ et montrent peu de 

reconstitution à 12 mois après transplantation d’organe solide, ce qui produit un déséquilibre 

au profit des sous-populations mémoire qui s’accumulent (Guerra et al., 2018; Pankewycz et 

al., 2011).  

Cette modification des populations lymphocytaires T, caractéristique de l’immunosénescence 

chez le sujet âgé (Seyda et al., 2015), est aussi observée dans le compartiment des LT CD8+ 

(Bererhi et al., 2012; Betjes et al., 2012; Schaenman et al., 2018), où la reconstitution « rapide » 

est principalement liée à l’expansion homéostatique des sous-populations mémoire, dont la 

plupart sont des cellules CD57+ en différenciation terminale (Mollet et al., 1998; Müller et al., 

1997). En conséquence, des proportions élevées de cellules T activées CD38+ et HLA-DR+ 

s’accumulent les premières années post- transplantation en lien avec de multiples complications 

systémiques, infectieuses et malignes (Bererhi et al., 2012; Boleslawski et al., 2008; Guerra et 

al., 2018; Macedo et al., 2011; Petrara et al., 2020; Pike et al., 2016; Wang et al., 2010). De 

plus, une étude récente sur 28 patients greffés de rein suggère qu’une activation persistante des 

cellules T CD8+ pendant la première année post-greffe est associée à l’expression du récepteur 

inhibiteur PD-1 (Pike et al., 2016), souvent décrit au cours des complications virales post-

transplantation (Krishnan et al., 2010; Macedo et al., 2011; Moran et al., 2013; La Rosa et al., 

2008; Sester et al., 2008). 

Par ailleurs, les cellules NK semblent moins affectées par le traitement d’induction avec une 

reconstitution complète dans le sang périphérique dès le premier mois post TOS ou TCSH 

(Gooptu et al., 2018; Hadaya et al., 2010; Kho et al., 2012; Müller et al., 1997; Savani et al., 

2007). Les cellules NK matures CD56Dim sont plus affectées que les moins différenciées 

CD56Bright, ces dernières augmentent rapidement le premier mois post-greffe et leur proportion 

est majorée (Bergerson et al., 2016; Neudoerfl et al., 2013; Peraldi et al., 2015). Ensuite, il a 

été observé que les sous-populations CD56Bright et CD56Dim des NK retrouvent leurs proportions 

d’origine à 12 mois après la transplantation hépatique (González et al., 2019). Toutefois, le 

traitement immunosuppresseur de maintenance a un impact majeur dans la rapidité et la qualité 

de restauration du compartiment NK (Neudoerfl et al., 2013). Des patients greffés de rein avec 

un régime de maintenance incluant azathioprine/cyclosporine ont une reconstitution plus lente 

que ceux recevant MMF/tacrolimus (Hadaya et al., 2010; Vacher-Coponat et al., 2006). En 
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effet, il a été observé que l’azathioprine déplète de façon spécifique les cellules NK plus 

différenciés CD56dim en périphérie (Lord and Shows, 2017). Par ailleurs, des études in-vitro ont 

montré que la cyclosporine bloque la prolifération des cellules NK CD56Dim, favorisant une 

accumulation des cellules CD56Bright (Wang et al., 2007). De plus, il a été constaté que le 

déséquilibre du compartiment NK post-transplantation, en faveur des CD56Bright, se traduit en 

une surreprésentation du récepteur inhibiteur NKG2A (Bergerson et al., 2016; Hadaya et al., 

2010) et une diminution des récepteurs inhibiteurs KIR (Hadaya et al., 2010), et de l’expression 

du marqueur de différenciation terminale CD57 (Bergerson et al., 2016). Cependant, des études 

qui comparent les cellules NK périphériques des patients transplantés d’organe solide 

cliniquement stables à plus de 5 ans post-transplantation avec des individus immunocompétents 

du même âge n’ont pas trouvé de différences dans l’expression de CD57 et des récepteurs de 

type C-lectine (NKG2A, NKG2C et NKG2D) (Achour et al., 2014; Baychelier et al., 2015). De 

plus, la capacité fonctionnelle des cellules NK en termes de production d’IFNγ et de capacité 

cytotoxique (expression de CD107a face à une cible) était normale à 6 mois post-transplantation 

rénale (Hadaya et al., 2010).  

 

2.3) Complications après transplantation: Infections et cancer  

Avec les maladies cardiovasculaires, les infections et les cancers représentent les principales 

causes de décès chez le patient transplanté (Acuna, 2018; Au et al., 2018; Bererhi et al., 2012; 

Cajanding, 2018b; Carenco et al., 2015; Engels et al., 2011; Sayegh and Carpenter, 2004). La 

lymphopénie qui survient dans la période proche du traitement d’induction est associée à un 

risque élevé d’infections opportunistes (Longuet et al., 2014), notamment par des herpesvirus 

tels que le CMV et l’ EBV (Gooptu et al., 2018; Li and Jevnikar, 2015; Sayegh and Carpenter, 

2004). La lymphopénie persistante et l’activation chronique du système immunitaire sont 

associés au développement des cancers (Acuna, 2018; Luque et al., 2016; O’Byrne and 

Dalgleish, 2001). De même, une immunosénescence accélérée réduit la capacité de réponse du 

système adaptatif contre des nouveaux antigènes d’origine infectieuse ou tumorale (Schaenman 

et al., 2018). 

Ainsi, l’incidence de cancer chez le patient greffé est augmenté de 2.5 fois par rapport 

à la population normale (Collett et al., 2010; Engels et al., 2011; Guillemin et al., 2017). Les 

types de cancers les plus fréquents après transplantation d’organe sont les cancers cutanés non-
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mélanome et les lymphoproliférations post-transplantation (LPT) (Carenco et al., 2015; 

Magruder et al., 2017; Manzia et al., 2019). A l’inverse, le risque de cancer de sein ou de 

prostate chez le patient transplanté est similaire à celui de la population immunocompétente 

(Au et al., 2018; Cheung and Tang, 2018). Des études sur plusieurs cohortes ont montré que 

l’incidence du cancer chez le patient transplanté d’organe augmente avec la durée de 

l’immunosuppression, avec une augmentation du risque de 5% à 5 ans post transplantation et 

jusqu’au 25% après 20 ans post-transplantation (Au et al., 2018; Cheung and Tang, 2018; 

Guillemin et al., 2017). De plus, les infections par des virus oncogènes chez le patient 

immunodéprimé sont un facteur de risque de développer des cancers viro-induits, notamment 

les LPT associées à l’EBV, le sarcome de Kaposi induit par l’herpesvirus humain-8 (HHV-8) 

et les cancers urogénitaux liées aux papillomavirus (Au et al., 2018; Engels et al., 2011).  

Ainsi, les facteurs de risque de développer un cancer viro-induit sont liés au type de 

transplantation et à l’intensité de l’IS, auxquels des facteurs individuels préexistants, tels que la 

maladie sous-jacente ayant mené à la transplantation. Le caractère multifactoriel du risque de 

développer un cancer post transplantation est illustré dans la Figure 10.  

 

  

 

  

Figure 10. Facteurs de risque liées à l’augmentation d’incidence de cancer post-transplantation. Modifié 

de: «Etiology of increased cancer incidence after transplantation» d’après Acuna S., 2018. 
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3) Les lymphoproliférations post transplantation  

Les LPT sont des proliférations lymphoïdes ou plasmocytaires survenant chez le patient 

transplanté d’organe solide ou de cellules souches hématopoïétiques, en lien étroit avec le 

traitement d’immunosuppression (Dierickx and Habermann, 2018; WHO, 2008). La très grande 

majorité des LPT sont dérivées des lymphocytes B (<95%) et plus rarement, des lymphocytes 

T, NK ou NKT (Al-Mansour, 2016). La présentation clinique est variable, pouvant aller d’un 

syndrome lymphoprolifératif polyclonal indolent jusqu’à des tumeurs monoclonales agressives.  

 

3.1) Etiologie des LPT  

Chez le patient transplanté d’organe, les LPT sont généralement dérivées des 

lymphocytes du receveur (90%) et rarement des lymphocytes du donneur présentes dans le 

greffon. En revanche, les LPT chez les patient transplanté de CSH sont presque exclusivement 

dérivées des lymphocytes du donneur, car ils sont prédominants quand la greffe est réussie 

(Dierickx and Habermann, 2018; WHO, 2008). 

La majorité des LPT sont associées à l’infection par l’EBV (LPT EBV+), un γ-

herpesviridae avec un tropisme pour les lymphocytes B, également capable d’infecter des 

lymphocytes T et NK à moindre degré. Le cycle viral de l’EBV, et des γ-herpesviridae en 

général, a la particularité d’être composé de deux phases d’infection : une phase de réplication 

virale et une phase de latence. Cette dernière, se caractérise par l’apport d’avantages de survie 

et de prolifération à la cellule B hôte en même temps qu’elle favorise le maintien de l’infection 

à long terme. Le cycle de vie de l’EBV ainsi que les mécanismes favorisant la prolifération des 

cellules B seront détaillés dans le chapitre suivant.  

La proportion des LPT négatives pour l’EBV (LPT EBV-) fluctue entre 30% à 50% 

(Leblond et al., 1998; WHO, 2008) et semble être en augmentation depuis 30 ans  (Luskin et 

al., 2015). Toutefois, son étiologie reste moins bien décrite. Certaines hypothèses proposent 

que les LPT EBV- pourraient avoir eu une origine virale qui n’est plus détectable ou bien être 

induites par d’autres virus que l’EBV; tandis que d’autres hypothèses suggèrent que la 

stimulation allo-antigénique constante favoriserait la transformation des lymphocytes (Dierickx 

and Habermann, 2018; Morscio et al., 2013).  
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Un autre facteur qui contribue au développement des LPT est l’accumulation de lésions 

génétiques telles que des translocations et/ou mutations qui ont comme conséquence 

l’activation de vois stimulatrices ou l’inactivation de voies inhibitrices de la prolifération 

cellulaire. Les gènes des immunoglobulines sont souvent impliqués dans la pathologie des 

lymphoproliférations B car ils sont réarrangés plusieurs fois au cours de la différenciation de la 

cellule et passent par une hypermutation somatique dans le cadre de la maturation de l’affinité 

des anticorps. En effet, des réarrangements polyclonales et monoclonales de gènes des 

immunoglobulines et des mutations du gène de la chaine variable des IG (IGV) sont observés 

dans plusieurs types de LPT (Capello et al., 2006; WHO, 2008). Les mutations gain-de-fonction 

des proto-oncogènes, tels que BCL6, MYC et RAS sont plus souvent observées dans les LPT 

monoclonales et rarement dans les LPT polyclonales. Une hypermethylation du promoteur de 

BCL6 peut également être présente. Le résultat d’une surexpression de ces gènes est 

l’augmentation de l’activité proliférative et la survie du LB. De plus, BCL6 inhibe la protéine 

pro-apoptotique p53. Des translocations de MYC (ex. t(8;14) c-myc/IgH) peuvent également 

résulter en une surexpression de ce gène, tandis que les translocations de BCL6 sont plus rares. 

Des mutations de perte de fonction du gène pro-apoptotique TP53 (p53) sont aussi fréquentes 

dans les LPT monoclonales (Menter et al., 2017; WHO, 2008). 

La caractérisation génétique et moléculaire des LPT en comparaison à des lymphomes 

de patients immunocompétents a montré des signatures d’expression génique différentes selon 

l’association de la tumeur à l’EBV, mais pas au statut immunitaire des patients. Ainsi, il a été 

observé que les LPT EBV- présentent un profil d’expression génique similaire à celui des 

lymphomes EBV- de l’immunocompétent et présentent une régulation positive des gènes 

associés à la différenciation des cellules B (CXCR5, BCL6, BACH2). Tandis que les LPT 

EBV+ se différencient par une régulation positive des gènes associés à l’immunité innée et la 

cytotoxicité (IFNγ, CD94, perforin, granulysin) (Morscio et al., 2013). En outre, il a été observé 

que les LPT EBV- présentent plus fréquemment des mutations sur le gène TP53 que les LPT 

EBV+ (Courville et al., 2016; Menter et al., 2017).  

 

3.2) Classification de l’OMS 

Au vue de la complexité diagnostique liée à la variabilité des LPT, l’organisation 

mondiale de la santé (OMS) a établi une classification histologique composée de 4 catégories: 
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non destructrices, polymorphes, monomorphes et lymphome de Hodgkin. De plus, l’évaluation 

pathologique des LPT inclut le diagnostic virologique (EBV) de la tumeur. Ainsi, il a été 

observé que chaque type de LPT présente des caractéristiques épidémiologiques et virologiques 

différentes (Aguilera and Gru, 2018; Dharnidharka, 2018; Dierickx and Habermann, 2018; 

WHO, 2008). Les caractéristiques des LPT selon la classification de l’OMS sont décrites dans 

le Tableau 2. 

Tableau 2. Caractéristiques épidémiologiques et virologiques des LPT 

Catégorie Lésions Statut EBV 
Survenue post-

transplantation 

LPT non-

destructrices  

- Hyperplasie plasmocytaire 

- LPT de type mononucléose 

infectieuse 

Généralement 

EBV(+) 
Précoce 

Hyperplasie 

folliculaire  

floride 

Généralement 

EBV(+) 
Précoce 

LPT   

polymorphe 

Généralement 

EBV(+) 
Variable 

LPT 

monomorphe 

Lymphomes à cellules B 

- Lymphome B diffus à grandes 

cellules 

- Lymphome de Burkitt 

-Lymphome plasmocytaire  

 

Lymphomes à cellules T/NK 

-Lymphome périphérique T 

-Lymphome anaplasique à 

grandes cellules  

-Lymphome T/NK extra-

ganglionnaire 

Fréquemment 

EBV (+) 

 

 

 

 

 

Rarement 

EBV (+) 

Précoce et 

tardive 

Lymphome 

de Hodgkin 

Fréquemment 

EBV (+) 

Principalement 

tardive 

D’après Dierickx D. et Habermann T., 2018. 

 

3.3) Epidémiologie des LPT: facteurs de risque et survie  

Les lymphoproliférations représentent plus de 20% des cancers post- transplantation, 

avec une incidence 4 à 16 fois plus élevée que dans la population immunocompétente (Cheung 

and Tang, 2018; Collett et al., 2010; Engels et al., 2011). L’incidence des LPT est étroitement 



35 
 

liée au niveau d’immunosuppression, à l’âge et à la sérologie EBV pré-transplantation (WHO, 

2008). L’utilisation d’anticorps déplétants et l’intensité du régime immunosuppresseur ont été 

identifiés comme facteurs de risque de LPT dans plusieurs cohortes de patients transplantés 

(Collett et al., 2010; Engels et al., 2011; Faull et al., 2005; Opelz and Döhler, 2004; Youn et al., 

2018). De même, l’incidence de LPT est associée au niveau d’immunosuppression utilisé pour 

chaque type de transplantation, comme illustré dans le Tableau 3 (Al-Mansour, 2016; 

Dharnidharka, 2018; Dierickx and Habermann, 2018; Engels et al., 2011; Opelz and Döhler, 

2004). Une incidence supérieure de LPT est observée chez les patients transplantés de moins 

de 10 ans et de plus 60 ans, ce risque lié à l’âge est associé à l’immaturité du système 

immunitaire et à la faible probabilité d’avoir déjà rencontré l’EBV chez les enfants, et à 

l’immunosénescence du système immunitaire chez les patients âgés (Opelz and Döhler, 2004; 

WHO, 2008).  

Tableau 3. Incidence des LPT selon le type de transplantation  

Type de 

transplantation 

Niveau 

d’immunosuppression 
Incidence de LPT 

Multi-organe 

intestinale 
+++++ 8 - 25% 

Poumon  ++++ 3 - 10% 

Cœur ++++ 2 - 8% 

Foie +++ 1 – 5.5% 

Pancréas +++ 0.5 – 5% 

Rein ++ 0.8 – 2.5% 

Cellules souches 

hématopoïétiques 
+ / ++++* 0 - 20% 

*Immunosuppression variable selon le degré de compatibilité d’HLA donneur-receveur. 

D’après Dharnidharka V. et al., 2016 et Dierickx D. et Habermann T., 2018.  

 

En effet, une sérologie négative à l’EBV avant transplantation est un facteur déterminant 

pour le développement des LPT, d’autant plus si le donneur est séropositif à l’EBV. Ceci 

explique le risque élevé de LPT chez les patients transplantés pédiatriques qui sont souvent 

séronégatifs à l’EBV et acquièrent l’infection post-transplantation. En conséquence, les LPT 
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EBV+ sont les plus fréquents dans cette population (Collett et al., 2010; Opelz and Döhler, 

2004; WHO, 2008). Par ailleurs, la survenue des LPT présente deux tendances selon le statut 

EBV du lymphome : un pic précoce de cas est observé pendant la première année post-

transplantation, dont la grande majorité sont des LPT EBV+ ; le second pic est observé autour 

de 10 ans post transplantation et est majoritairement composé de LPT EBV-. Ce pic tardif est 

souvent associé à un âge avancé et au cumul de l’immunosuppression au fil des années (Caillard 

et al., 2012; Faull et al., 2005; Opelz and Döhler, 2004; WHO, 2008).  

L’ensemble de ces données sur l’épidémiologie, l’histopathologie et la génétique des 

LPT mettent en évidence le rôle prédominant de l’EBV dans le développement de ces 

lymphomes. Ainsi, les chapitres suivants se focaliseront sur le cycle naturel de l’EBV et sa 

dynamique avec les réponses immunitaires de l’hôte. 
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4) L’infection par l’EBV  

L’infection par l’EBV est extrêmement fréquente: 90% de la population mondiale est 

porteuse du virus EBV. La primo-infection survient majoritairement pendant l’enfance et se 

résout de façon asymptomatique, alors que la primo-infection à l’adolescence et à l’âge adulte 

s’exprime généralement par une mononucléose infectieuse (MNI) caractérisé une 

polyadénopathie cervicale, fièvre et fatigue (Thorley-Lawson and Gross, 2004). De plus, les 

individus portant un déficit immunitaire congénital ou acquis présentent souvent des maladies 

graves associées à l’EBV (Cesarman, 2011; Parvaneh et al., 2013). En effet, les différentes 

présentations cliniques de l’infection par l’EBV sont étroitement liées à la réponse immune au 

cours des différents stades de l’infection. 

 

4.1) Le virus de Michael Epstein et Yvonne Barr  

L’EBV ou Herpesvirus Humain-4 (HHV-4) appartient à la famille des γ-herpesviridae. 

Le génome viral est composé d’ADN double-brin protégé par une capside icosaédrique et 

entouré d’une enveloppe. Le virus d’Epstein-Barr a été identifié en 1964 par Michael Epstein 

et Yvonne Barr dans des biopsies de lymphome de Burkitt d’enfants Africains. Depuis, l’EBV 

a été reconnu comme l’agent étiologique de la mononucléose infectieuse et il a été associé au 

développement d’une large variété de tumeurs (Tao et al, 2006). 

Deux souches majeures d’EBV ont été isolées, avec une identité génomique supérieure 

à 95%, à l’exception du gène de latence EBNA-2 qui présentent une identité de 70% entre les 

souches (Farrell, 2015). La souche EBV-1 (ou souche A) est la plus fréquente au niveau 

mondiale et prédomine dans les pays occidentaux et en Australie ; cette souche est aussi la plus 

efficace pour transformer les lymphocytes infectés (Farrell, 2015; Young et al., 2016). La 

souche EBV-2 (ou souche B) est plus fréquent en Amérique Latine, pendant que les deux 

souches sont également présentes sur le continent Africain. De même, plusieurs souches 

peuvent coexister chez un même sujet  (Farrell, 2015; Palma et al., 2013; Young et al., 2016).  
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Figure 11. Cycle viral de l’EBV . Image originale par Nakid-Cordero C., selon le modèle d’infection consensus 

révisé par Tao Q., Young L., et al., 2006 ; Thorley-Lawson D. and Gross A., 2004 et Morscio J., et Tousseyn T., 

2016. 

4.2) Primo-infection par l’EBV 

Au cours de la primo-infection par l’EBV, schématisée dans la Figure 11, le virus entre 

par les voies respiratoires supérieures et se réplique dans les cellules épithéliales (➀), puis dans 

les lymphocytes B naïfs présents (➁). Le tropisme du virus est déterminé par au moins 8 

glycoprotéines (gp) de la capside virale impliquées dans la fusion de l’enveloppe virale avec la 

membrane cellulaire. Ainsi, le virus s’attache au lymphocyte B par l’interaction de gp 350/220 

avec le récepteur du complément CR2/CD21 et du complexe gp25 (gL), gp85 (gH) et gp42/38 

qui utilise les molécules du CMH de classe II comme corécepteur (Hutt-Fletcher, 2007). Après 

la fusion, le génome viral est libéré de la capside et transféré au noyau cellulaire où l’ADN viral 

persistera à vie sous forme d’épisome circulaire (Chen and Longnecker, 2019; Tao et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’infection par l’EBV comporte 4 programmes progressifs de transcription des gènes 

de latence et un programme lytique de production virale (Tableau 4) (Chen and Longnecker, 
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2019; Tao et al., 2006; Thorley-Lawson and Gross, 2004). Ces programmes de transcription 

sont étroitement contrôlés par des mécanismes épigénétiques que le génome viral obtient de la 

cellule hôte. De même, l’expression d’un programme s’associe aux différents stades de 

différenciation des lymphocytes B. Ainsi, le cycle de vie du virus s’adapte ou module la 

machinerie cellulaire (Buschle and Hammerschmidt, 2020). 

Tableau 4. Caractéristiques des programmes d’infection de l’EBV.  

Cellule hôte 

Programme 

de 

transcription 

Principaux 

gènes exprimés 
Fonction 

Maladies 

associés 

Cellule B naïve Latence III 

EBNA-1, 

EBNA-2, 

EBNA-3, 

EBNA-LP, 

LMP1, LMP2, 

EBERs 

Activation et 

croissance de 

la cellule B 

LPT 

 

Lymphome 

associé au VIH 

Cellule B activée 

 

Cellule B du CG 

 

Latence II 

EBNA-1, 

EBNA-2, 

LMP1, LMP2, 

EBERs 

Différenciation 

en cellule B 

mémoire 

Lymphome de 

Hodgkin 

classique 

 

Lymphome 

associé au VIH 

Cellule B 

mémoire  
Latence I / 0 

EBNA-1, 

EBERs 
Réservoir viral 

Lymphome de 

Burkitt 

Plasmocyte 

 

 

Lytique 

IE: BZLF1, 

BRLF1,            

E : n>30 gènes, 

L : n > 33 gènes 

Production 

virale 
 

Cellule épithéliale 

Lytique 

 

Latent* 

IE, E, L   

 

EBERs 

EBNA-1 ? 

Production 

virale 

 

Latence 

opportuniste ? 

 

Carcinome 

nasopharyngé et 

gastrique 

IE, de l’anglais « immediate early » gènes très précoces ; E, de l’anglais « early » gènes 

précoces ; L, de l’anglais « Late » gènes tardifs ; n, nombre. D’après Thorley-Lawson D. and 

Gross A., 2004. 

 

Dans ce modèle d’infection, les lymphocytes B naïfs sont infectés en programme de 

latence III, caractérisé par l’expression de tous les gènes de latence (➂). Les premiers gènes de 
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latence à être exprimés sont les antigènes nucléaires de l’EBV (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C et LP) 

suivis par les protéines de membrane latentes (LMP1, 2A and 2B); dont la première est la 

protéine EBNA-1, qui régule la latence virale et maintient l’épisome en contact avec l’ADN 

cellulaire. La protéine EBNA-2 est le transactivateur des gènes viraux de latence mais aussi du 

proto-oncogène MYC, (Wood et al., 2016) indispensable pour la prolifération et la 

différenciation de la cellule B en conditions physiologiques (Korac et al., 2017). Cependant, la 

surexpression de MYC est accompagnée du blocage du gène pro-apoptotique BCL2L11 par 

EBNA-3A et EBNA-3C, ce qui rend la cellule B infectée par l’EBV susceptible à 

l’immortalisation (Wood et al., 2016). L’ensemble de ces interactions donnent à la cellule les 

signaux d’activation nécessaires pour rentrer dans un programme de croissance (Tao et al., 

2006; Thorley-Lawson and Gross, 2004).  

L’interaction de CD40 avec son ligand (CD40L), exprimé par les lymphocytes Th, est 

une des étapes critiques pour la survie de la cellule B activée (Abbas et al., 2017). Cette étape 

est contournée par la protéine LMP-1 qui a une structure similaire au CD40 et est exprimé à la 

membrane des cellules B infectés. Il a été suggéré que LMP-1 est capable d’interagir avec le 

CD40L exprimé par les LTh et d’activer la voie de signalisation de CD40 (Dirmeier et al., 2005; 

Green et al., 2012). De plus, il a été montré que LMP-1 agrège les rafts lipidiques de la 

membrane et interagit avec TRAF6 et TRADD, activant ainsi plusieurs voies de signalisation, 

dont la voie NF-KB nécessaire pour la production de cytokines, la survie et la prolifération de 

la cellule (Dirmeier et al., 2005). En outre, la protéine LMP-2 présente des résidus de tyrosine 

similaires à ceux des motifs d'activation des récepteurs immuns basés sur la tyrosine (ITAM). 

De cette façon, elle mime l’activation du récepteur de la cellule B (BCR), accumulant les 

signaux d’activation et de prolifération nécessaires pour la migration de la cellule B dans le 

follicule des organes lymphoïdes secondaires, afin de former un centre germinatif (CG) (Abbas 

et al., 2017; Tao et al., 2006). 

Pendant la réaction du centre germinatif (➃), l’expression des gènes latents est régulée 

par EBNA-1et bascule en latence II, avec l’arrêt de l’expression des protéines EBNA-3A, B et 

C. LMP-1 et 2 sont maintenues car la formation du CG nécessite l’interaction du CD40/CD40L 

cette fois ci avec les LTh folliculaires et de la signalisation en aval du BCR pour la commutation 

de classe. Ce processus fournit à la cellule un avantage sélectif pour stimuler sa différenciation 

en cellule B mémoire ou plasmocyte (Abbas et al., 2017; Morscio and Tousseyn, 2016; Tao et 

al., 2006; Thorley-Lawson and Gross, 2004). 
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La différenciation terminale de la cellule B en plasmocyte, soit par la voie du CG 

(longue durée de vie) ou par la voie T-indépendante (courte durée de vie) (➄) implique plusieurs 

changements dans la morphologie et le métabolisme de la cellule afin d’acquérir les capacités 

de production des anticorps (Abbas et al., 2017), ce qui permets au génome viral de basculer 

du programme de latence en programme lytique. La phase lytique est régulée par la protéine 

BZLF-1 suivie de BRLF-1 ; ces protéines issues des gènes d’expression très précoce (IE) 

activent le reste de gènes précoces (E) et tardifs (L) nécessaires à la réplication virale (Murata, 

2018). Ainsi, le plasmocyte devient une « usine à virus » jusqu’à la cytolyse qui permet la 

dispersion virale (Amon and Farrell, 2005; Buschle and Hammerschmidt, 2020). 

 

4.3) Infection latente : réservoir viral et réactivation 

La différenciation en cellule B mémoire favorise le changement du programme viral en 

latence I (cellules B mémoires prolifératives) et latence 0 (cellules B quiescentes) (➅). A ce 

stade, les seuls produits viraux exprimés sont la protéine EBNA-1, qui maintient l’épisome viral 

et l’associe aux chromosomes mitotiques, et les ARN non-codants de l’EBV (EBER). Les 

EBERs sont donc exprimés dans tous les programmes de latence et représentent probablement 

les seuls produits viraux dans la latence 0. De même, il a été suggéré que les cellules B 

mémoires peuvent être directement infectées par le virus, qui se maintient en programme de 

latence 1 ou 0 en règle avec l’activité nucléaire de la cellule (Tao et al., 2006; Thorley-Lawson 

and Gross, 2004; Young et al., 2016). 

Une fois que l’infection a été contrôlée par le système immunitaire, seules les cellules 

B mémoires restent infectées par le virus et fonctionnent comme un réservoir viral. Les cellules 

B mémoires sont « invisibles » pour les lymphocytes cytotoxiques grâce à l’expression 

minimale de produits viraux. Ainsi, il a été observé que les cellules infectées par l’EBV dans le 

sang périphérique des porteurs sains sont des cellules B mémoires, correspondant à une 

proportion extrêmement faible dans le pool des cellules B mémoires (1 cellule infectée sur 104-

105 cellules B mémoires périphériques) (Thorley-Lawson and Gross, 2004). 

Tout au long de la vie du porteur sain, ces cellules B mémoires infectées rencontrent 

leur antigène et se différencient en plasmocytes (➆), entrainant une réactivation lytique qui est 

rapidement contrôlé par le système immunitaire (➇) (Buschle and Hammerschmidt, 2020). 
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Cependant, l’immunosuppression acquise chez le patient transplanté impacte 

l’immunosurveillance de l’EBV, empêchant la clairance du virus au cours de la primo-infection 

et de la réactivation virale. Dans ce contexte, la lymphomagenèse survient quand les cellules B 

infectées par l’EBV restent dans le programme de croissance (latence III) et n’arrivent plus à 

quitter le cycle cellulaire, en même temps que l’affaiblissement de la réponse immune cellulaire 

la rend inefficace pour éliminer ces cellules transformées (➈) (Thorley-Lawson and Gross, 

2004).   
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5) Réponse immune contre l’infection par l’EBV  

Si l’EBV est à l’origine des différentes maladies, le système immunitaire de l’individu 

joue un rôle primordial sur la gravité et l’évolution de la maladie, soit par son activation 

excessive, soit par une perte de contrôle sur la réplication du virus et/ou de la prolifération des 

cellules B infectées. Ainsi, ce chapitre sera dédié à l’analyse de la réponse immunitaire contre 

l’EBV chez l’individu immunocompétent et des modifications induites par le statut 

d’immunosuppression suivant une transplantation.  

 

5.1) Chez l’individu immunocompétent  

5.1.1) Primo-infection et évènements immunitaires précoces  

Notre compréhension actuelle des événements immunitaires précoces au cours de la 

primo-infection par l’EBV est le résultat de plusieurs études longitudinales ayant évalué des 

individus séronégatifs à l’EBV jusqu’à la primo-infection. La dynamique d’apparition des 

anticorps anti-EBV est similaire à différents âges : les immunoglobulines du type M anti-

capside virale (IgM-VCA) sont détectables dès les premiers 5 jours post-infection et pendant 

4-7 semaines, puis, les IgG-VCA sont détectées à partir de 2-4 semaines post-infection. Les 

EBNA-1 sont plus tardifs et commencent à être détectables environ 5 mois post-infection 

(Abbott et al., 2017; Balfour, Jr. et al., 2005; Jayasooriya et al., 2015; Taylor et al., 2015).  

La séroconversion se produit quelques jours post-infection suivie par l’apparition des 

symptômes 2 à 4 semaines après la séroconversion (Long et al., 2019; Scherrenburg et al., 

2008). Chez l’individu asymptomatique, soit plus de 90% des enfants et environ 10% des 

adolescents/adultes au cours d’une primo-infection, la charge virale EBV est comparable à celle 

d’un adulte présentant des symptômes de MNI. Des proportions élevés (>15%) des cellules T 

CD8+ anti-EBV sont détectables, mais cette expansion n’affecte pas les valeurs lymphocytaires 

du sang périphérique chez l’enfant, et ne produit qu’une lymphocytose modérée chez l’adulte 

(Abbott et al., 2017; Balfour et al., 2013; Jayasooriya et al., 2015). En revanche, la MNI se 

caractérise précisément par une hyperlymphocytose à cellules T CD8+ et NK accompagnée 

d’un relargage des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IFNγ dans la circulation, qui coïncident 

avec l’apparition des symptômes. En effet, ces deux évènements expliquent les symptômes 
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caractéristiques de la MNI (lymphadénopathie cervicale, fièvre et fatigue) et ont été associés à 

la gravité de la maladie (Balfour et al., 2013; Long et al., 2019; Williams et al., 2005).  

L’expansion des cellules NK semble commencer au moment où la charge virale EBV 

devient détectable et atteint son pic plusieurs semaines plus tard, au moment de l’apparition des 

symptômes (Azzi et al., 2014; Balfour et al., 2013; Williams et al., 2005). Au cours de la MNI 

et selon l’âge des individus, les cellules NK peuvent avoir des phénotypes différents. Chez les 

adultes jeunes (18-26 ans), il a été observé que l’expansion des cellules NK en périphérie 

concerne principalement des cellules moins différenciées CD56Bright et qu’une proportion élevée 

des cellules NK circulantes s’associe à la diminution de la charge virale EBV (Williams et al., 

2005). En revanche, les enfants (3-15 ans) présentent une accumulation des cellules CD56Dim 

récemment différenciées (NKG2A+ KIR-) et qui présentent une cytotoxicité supérieure contre 

des lignées cellulaires infectées en cycle lytique par l’EBV (Azzi et al., 2014).  

L’expansion des cellules T CD8+ se produit très rapidement quelques jours avant le 

début des symptômes (Balfour et al., 2013). Dans ce contexte, les cellules T CD8+ anti EBV 

peuvent représenter jusqu’à 50% des cellules T CD8+ totales du sang périphérique, dont la 

plupart sont dirigées contre les protéines du cycle lytique (Abbott et al., 2017; Hislop et al., 

2002; Taylor et al., 2015). Ces réponses suivent un ordre de dominance d’abord contre les 

protéines très précoces (IE), ensuite contre les précoces (E) et finalement contre les tardives (L) 

(Forrest et al., 2018). Les cellules T CD8+ dirigées contre la protéine BZLF-1 (IE) peuvent 

représenter à elles seules 20-30%  des cellules T CD8+ circulantes, suivies des réponses contre 

BRLF-1 (IE),  BMRF1 (E) et BMLF1 (E) (Hislop et al., 2002). Les réponses T CD8+ dirigées 

contre les protéines latentes sont moins détectables au cours de la MI, et se limitent à des faibles 

réponses contre la protéine EBNA-1 (Hislop et al., 2002; Taylor et al., 2015). 

D’autre part, les valeurs des cellules T CD4+ circulantes ne changent pas ou très peu au 

cours de la MNI (Balfour et al., 2013). La réponse T CD4+ dirigé contre les protéines de l’EBV 

présente des proportions inférieures à la réponse T CD8+ mais avec une dominance similaire. 

Les réponses T CD4+ anti-BZLF1 représentent jusqu’au 5% du pool LT CD4+ circulant tandis 

que les réponses dirigées contre EBNA-1 sont les moins fréquentes (Scherrenburg et al., 2008). 

Mis à part le fait que la large proportion des cellules T anti-EBV augmente le niveau 

d’activation dans le pool T circulant; une activation supérieure de cellules T est observé au 

cours de la MNI en comparaison à la primo-infection asymptomatique (Abbott et al., 2017). 
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Notamment, les cellules T CD8+ exprimant CD38 et/ou HLA-DR peuvent représenter jusqu’au 

80% des cellules T CD8+ circulantes au cours de la MNI; alors que les cellules T CD4+ sont 

activées mais dans moindre proportion (Appay et al., 2002; Azzi et al., 2014; Balfour et al., 

2013; Scherrenburg et al., 2008).  

 

5.1.2) Contraction de la réponse et stade porteur sain   

La MNI se résout 3-4 semaines après les premiers symptômes, et est suivie d’une 

contraction des compartiments T et NK périphériques. Les cellules CD8+ périphériques 

atteignent des valeurs normales au cours des 2 semaines alors que les valeurs des cellules NK 

diminuent lentement, au cours des mois suivants, en lien avec la baisse progressive des charges 

virales de l’EBV (Azzi et al., 2014; Balfour et al., 2013; Hislop et al., 2002; Taylor et al., 2015; 

Williams et al., 2005).  

Le stade de porteur sain se caractérise par la présence du virus dans les lymphocytes B 

mémoires (Thorley-Lawson and Gross, 2004). De même, les cellules T anti-EBV en périphérie 

sont principalement des cellules mémoires et présentent une immunodominance différente 

contre les protéines latentes et lytiques de l’EBV, en rapport à la primo-infection (Scherrenburg 

et al., 2008). L’ordre de dominance des réponses T CD4+ et T CD8+ chez le porteur sain est 

illustré dans la Figure 12 (Taylor et al., 2015). Tandis que la proportion des réponses T CD4+ 

anti BZLF-1 diminue de 5-6 fois son ampleur, les réponses anti EBNA-1 augmentent au cours 

des 6 mois post infection, ce qui peut expliquer aussi la production tardive des IgG anti-EBNA-

1 (Scherrenburg et al., 2008; Woodberry et al., 2005). Après EBNA-1 et BZLF-1, les réponses 

T CD4+ anti-EBV sont dirigées contre les protéines EBNA-3A/B/C, alors que les réponses 

contre LMP-1 et 2 ne sont pas toujours détectables (Calarota et al., 2013; Leen et al., 2001). De 

même, le pool CD8+ anti-BZLF-1 circulant diminue après résolution de la maladie aigue, en 

même temps que, le pool anti EBNA-3A augmente progressivement au cours des 3-8 mois 

suivants. Les T CD8+ anti-LMP-1 et 2 deviennent aussi détectables chez les porteurs sains 

(Hislop et al., 2002). Une étude récente qui a étudié l’immunodominance contre 70 protéines 

lytiques montre également que les réponses contre les protéines tardives deviennent supérieures 

à celles dirigées contre la protéine très précoce BZLF-1 (Forrest et al., 2018). Par ailleurs, il a 

été observé que les protéines immunodominantes de l’EBV élicitent une proportion plus large 

des cellules T polyfonctionnelles chez les porteurs sains, c’est-à-dire des cellules capables de 



46 
 

produire plusieurs cytokines de façon simultanée et dans des quantités plus larges que les 

cellules monofonctionnelles ; de ce fait, une proportion élevé de cellules T polyfonctionnelles 

a été proposée comme un corrélat de protection immunitaire au cours d’autres infections 

chroniques (Boyd et al., 2015; Ning et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cependant, la majorité des études détectent les cellules spécifiques par leur production 

d’IFNγ après une stimulation courte, reflétant majoritairement les réponses effectrices et 

effectrices mémoires; en revanche, une stimulation sur plusieurs jours peut dévoiler la présence 

des cellules du type mémoire central, qui pourraient proliférer et se différencier en effecteurs. 

C’est en utilisant cette dernière stratégie que Calarota et al., ont observé que les cellules T CD4+ 

mémoires centrales anti-EBV ont des dominances différentes des cellules effectrices, avec une 

magnitude de production d’IFNγ supérieure contre les protéines EBNA-1 et 3A/B/C, suivies 

des protéines lytiques BZLF-1 et BMRF1 et autres protéines latentes (Calarota et al., 2013). De 

même, il a été observé in-vitro que les cellules T CD8+ des porteurs sains ont une capacité 

cytotoxique supérieure contre des lymphoblastes autologues transformés par l'EBV (LCL) en 

comparaison a des individus avec MNI (Hislop et al., 2001). 

Il est intéressant de noter que les cellules T anti-EBV chez le porteur sain expriment peu 

ou pas de marqueurs d’activation (Appay et al., 2002; Hislop et al., 2001). De plus Hislop et al. 

ont observé que la grande majorité des cellules T CD8+ anti-EBV produisant de l’IFNγ avaient 

un phénotype effecteur mémoire (CCR7- et CD62L-) (Hislop et al., 2001). Appay et al. ont 

Figure 12. Immunodominance des réponses T CD8+ et T CD4+ contre les protéines lytiques et latentes de 

l’EBV.  Source: « Lytic and latent antigen choice shown by CD8+ T cell and CD4+ T cell responses» d’après 

Taylor G., Long H. et al., 2015. 
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subséquemment montré que le pool des cellules T CD8+ anti-EBV des porteurs sains est enrichi 

d’un phénotype peu différencié (CD28+CD27+CD45RA +/- CCR7+/- et a des proportions 

faibles de cellules en différenciation intermédiaire (CD28-CD27+CD45RA +/- CCR7- et très 

faibles de cellules en différenciation terminale CD28-CD27-CD45RA +/- CCR7- (Appay et al., 

2002). De plus, il a été rapporté que les cellules T CD8+ dirigées contre les protéines lytiques 

de l’EBV ont plus fréquemment un phénotype de différenciation terminale (CCR7-CD45RA+) 

que ses contreparties dirigés contre les protéines latentes, suggérant que la stimulation 

prédominante par les antigènes lytiques mène les cellules à un stade d’exhaustion clonale 

(Hislop et al., 2001). 

 

5.2) Infection par l’EBV après transplantation  

La primo-infection ou la réactivation de l’EBV post-transplantation s’exprime 

généralement par un syndrome qui ressemble à la MNI. En revanche, une proportion élevée des 

patients maintient des charges virales détectables dans le sang à long-terme et présente un risque 

élevé de développer des lymphoproliférations associées à l’EBV (Hanto et al., 1983; Macedo 

et al., 2011; Moran et al., 2013; Scherrenburg et al., 2008; Wiesmayr et al., 2012).  

La primo-infection par l’EBV chez le patient transplanté est souvent suivie d’une 

séroconversion retardée de plusieurs mois, en lien avec la reconstitution lente du compartiment 

LT CD4+ après transplantation (Davis et al., 2004; Pietersma et al., 2012). Néanmoins, une 

séroconversion 6 semaines avant l’apparition des symptômes a été observé chez un patient 

transplanté de rein qui présentait des valeurs sanguines de LT CD4+ normales (590 

cellules/mm3) (Scherrenburg et al., 2008). 

Le rôle des cellules NK dans le contrôle de l’infection active par l’EBV après 

transplantation reste mal connu (Martinez and Krams, 2017; Taylor et al., 2015). Le phénotype 

et la fonction des cellules NK au moment de la réactivation lytique et dans le stade de 

réactivation chronique post-transplantation n’ont été décrites qu’indirectement dans un faible 

nombre d’études menés sur la réponse NK chez des patients ayant développé une LPT associée 

à l’EBV. Toutefois, étant donné que les cellules NK participent au contrôle de l’infection 

lytique au cours de la primo-infection par l’EBV, qu’elles sont le premier compartiment 

immunitaire à se rétablir en périphérie après transplantation ; et que ses réponses sont 
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fonctionnelles ; il est possible de formuler l’hypothèse que les cellules NK participent au moins 

au contrôle lytique pendant la réactivation de l’EBV post-transplantation.  

 

Contrairement à la perception générale, le traitement immunosuppresseur ne supprime 

pas complètement l’immunité cellulaire T. Une expansion de cellules T CD8+ en périphérie a 

été observée chez un receveur de greffe rénale faisant une primo-infection à l’EBV ainsi que 

chez des patients transplantés pédiatriques de cœur et/ou poumon présentant une réactivation 

chronique de l’EBV. Chez ces mêmes patients, la proportion de cellules T CD8+ activées 

(CD38+) suivait la charge virale EBV. Par ailleurs, un patient ayant contrôlé l’infection, a 

présenté des valeurs de cellules T CD8+ totales et activées rapidement revenues à la normale 

(Macedo et al., 2011; Scherrenburg et al., 2008).  

L’étude de la réponse T anti-EBV après transplantation montre que les cellules T CD8+ 

dirigées contre les protéines lytiques, et dans une moindre proportion contre les protéines 

latentes, sont rapidement détectées en circulation au cours d’une primo-infection (Davis et al., 

2004; Pietersma et al., 2012; Piriou et al., 2005) et que la production d’IFNγ par les lymphocytes 

T CD8+ spécifiques de l’EBV est conservée chez le patient transplanté par rapport à avant la 

transplantation et aux donneurs sains (Bererhi et al., 2012; Macedo et al., 2005, 2011; Moran 

et al., 2013; Wilsdorf et al., 2013). Cependant, une étude avec des patients pédiatriques 

transplantés de cœur et/ou poumon a observé que la production d’IFNγ par les cellules T CD8+ 

anti-EBV était inférieure chez les patients qui présentaient des charges virales à l’EBV élevés 

(> 4 Log copies/mL) par rapport à ceux qui présentaient des charges virales modérées (2-4 Log 

copies/ml) (Macedo et al., 2011). De plus, une diminution de la proportion des cellules T CD4+ 

anti-EBV périphérique a été observée chez le patient transplanté, notamment dans la période 

proche post-transplantation (Calarota et al., 2013; Wilsdorf et al., 2013). Plusieurs études ont 

eu recours à l’expansion ex-vivo des cellules T CD4+ périphériques afin d’étudier leur 

répertoire. Ainsi, une production d’IFNγ par des cellules T CD4+ anti-BZLF1 a été détectée 

chez un patient transplanté de rein une semaine avant la séroconversion (Piriou et al., 2005). 

Dans une approche similaire, des réponses T CD4+ dirigées contre des protéines latentes de 

l’EBV (EBNA-1, LMP-1 et LMP-2), indétectables par un test fonctionnel ELISpot-IFNγ 

classique, ont pu être observées chez trois patients transplantés de cœur séropositifs à l’EBV 

avant la greffe (Calarota et al., 2013). 
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Par ailleurs, l’état d’activation (CD38+) des LT CD8+ anti-EBV semble persister à long 

terme (Macedo et al., 2011; Pietersma et al., 2012). En outre, il a été observé que les LT CD8+ 

mémoires dirigés contre les protéines latentes de l’EBV ne se distribuent pas de la même façon 

chez le patient transplanté et chez le porteur sain. Ainsi, les travaux de Macedo et al. montrent 

que le pool des cellules T CD8+ mémoires dirigées contre les protéines latentes chez le receveur 

d’organe est composé majoritairement de cellules mémoires effectrices (CD45RO+ CD62L-), 

à la différence du phénotype mémoire central (CD45RO+ CD62L+) qui prédomine chez les 

porteurs sains immunocompétents (Appay et al., 2002; Hislop et al., 2001; Macedo et al., 2005). 

Cette modification du pool mémoire est d’autant plus évidente chez les patients transplantés 

qui présentent des charges virales élevées de façon chronique (Macedo et al., 2011). En lien 

avec ces rapports, l’étude de la capacité fonctionnelle des réponses T CD8+ contre les protéines 

latentes et lytiques de l’EBV montre une proportion majoritaire de cellules monofonctionnelles 

IFNγ chez l’enfant greffé de rein par rapport à la pré-transplantation, et que cette perte de la 

capacité fonctionnelle est encore plus prononcé chez les enfants qui présentent des charges 

virales à l’EBV élevées (Moran et al., 2013). Par ailleurs, une expression augmentée de PD-1 

par les cellules T CD8+ totales et anti-EBV périphériques a été observée chez ces patients 

(Macedo et al., 2011; Moran et al., 2013). Ensemble, ces études suggèrent que la réponse T 

CD8+ anti-EBV présente des signes d’épuisement clonal et fonctionnel après transplantation, 

en lien avec la stimulation antigénique chronique par le virus.  

 

5.3) Réponse immune au cours des LPT EBV+ 

La survenue précoce des LPT EBV+ coïncide avec l’immunosuppression profonde 

induite au décours de la transplantation. Dans cette période, l’apparition d’infections 

opportunistes est fréquente et dans la quasi-totalité des cas une augmentation rapide de la charge 

virale EBV précède l’apparition des symptômes chez les patients développant une LPT EBV+ 

(Calarota et al., 2012; Dierickx and Habermann, 2018). Ainsi, ces observations ont amené au 

cours des 50 dernières années l’hypothèse que les LPT EBV+ résultent d’une immunité anti-

virale diminuée par le traitement immunosuppresseur (Hanto et al., 1985). 

Les réponses T sont considérées indispensables pour contrôler l’infection par l’EBV 

chez le patient transplanté. Ainsi, une diminution du nombre des LT anti-EBV ou de leurs 

capacités fonctionnelles pourrait impacter la reconnaissance et l’élimination des cellules B 
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infectées en latence III, caractéristique des LPT EBV+. Plusieurs études ont montré que la 

proportion des LT CD8+ produisant de l’IFNγ contre les protéines de l’EBV chez les patients 

LPT EBV+ est similaire à celle des donneurs sains ou des patients transplantés cliniquement-

stables (Jones et al., 2010; Wilsdorf et al., 2013). En revanche, les réponses T CD4+ anti EBV, 

déjà faibles chez le patient transplanté, sont souvent indétectables au cours des LPT EBV+ 

(Calarota et al., 2013; Jones et al., 2010). De plus, la qualité de ces réponses pourrait être réduite 

à une production monofonctionnelle d’IFNγ, une altération observée dans les LT CD8+ anti-

EBV chez le patient transplanté et décrite dans les cellules T CD4+ et CD8+ anti-EBV au 

diagnostic de LPT EBV+ chez deux enfants greffés de foie (Moran et al., 2013; Ning et al., 

2011). Prenant également en compte les altérations phénotypiques observées dans les LT CD8+ 

anti-EBV périphériques chez le patient transplanté, dont l’activation élevée et la surexpression 

des récepteurs inhibiteurs (Macedo et al., 2005, 2011; Moran et al., 2013), nous pouvons 

formuler l’hypothèse que les cellules T anti-EBV sont épuisées au cours des LPT EBV+, mais 

ceci n’a jamais été montré. Une autre hypothèse qui n’a pas été explorée chez le patient 

transplanté, est que le répertoire des réponses T anti-EBV est altéré, aboutissant à une faible 

reconnaissance des protéines virales.  

Plus récemment, le rôle des cellules NK au cours des LPT EBV+ a commencé à être 

étudié. En effet, les cellules NK sont considérées à ce jour comme la première ligne de 

protection immunitaire contre les infections virales et le développement des tumeurs (Azzi et 

al., 2014; Chijioke et al., 2013; Williams et al., 2005). La capacité des cellules NK à contrôler 

l’infection lytique à l’EBV est bien connue, cependant, la capacité de ces cellules à cibler des 

cellules infectées en latence n’a pas encore pu être démontrée (Azzi et al., 2014; Lünemann et 

al., 2013). Néanmoins, des altérations dans le phénotype et la fonction des cellules NK pouvant 

exposer au développement d’une LPT EBV+, ont été décrites chez le patient greffé de foie, 

poumon et cœur (Baychelier et al., 2015; Wiesmayr et al., 2012). Chez l’enfant transplanté de 

cœur et/ou poumon LPT EBV+, une surreprésentation de cellules NK CD56Dim et une 

expression élevée de PD-1 ont été observées au moment du diagnostic de LPT EBV+. De plus, 

ce phénotype de différenciation terminale était accompagné d’une diminution de l’expression 

des récepteurs activateurs NKp46 et NKG2D (Wiesmayr et al., 2012). Il est important de noter 

que même si l’activation des cellules NK dépend de l’action combinée de plusieurs récepteurs 

activateurs et inhibiteurs, les récepteurs d’activation NCR (NKp46, NKp44 et NKp30) sont 

particulièrement importants pour l’activation des cellules NK dans le contexte des tumeurs et 

infections virales car ils reconnaissent des molécules de stress à la surface de cellules cible. De 
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même, les ligands de NKG2D ont des structures homologues aux molécules du CMH de classe 

I et sont souvent surexprimés par des cellules tumorales ou infectées (Sivori et al., 2019). Chez 

des patients LPT EBV+ adultes ayant reçu une greffe de foie ou poumon, une diminution de 

l’expression de NKp46 et NKG2D a aussi été observée. En revanche, ces patients présentaient 

un phénotype NK immature avec une proportion élevée de cellules NK CD56Bright et une 

surexpression du récepteur inhibiteur NKG2A, qui est principalement exprimé par les cellules 

NK CD56Bright et les CD56Dim moins différenciés (Baychelier et al., 2015).  

Toutefois, la plupart des études concernant la réponse immunitaire chez le patient 

transplanté et au cours des LPT EBV+ se focalisent sur les populations à haut-risque de 

développer une LPT EBV+, telles que les enfants, les patients séronégatifs à l’EBV avant la 

greffe, et les patients recevant des doses élevées d’immunosuppresseurs (transplantations 

d’organe multiples, de cœur, de poumon). De même, les études sont souvent menées dans un 

seul centre avec un nombre de patients restreint dû à la rareté de la maladie. De plus, la 

caractérisation des altérations immunitaires au cours des LPT EBV+ est souvent faite en 

comparaison à des individus immunocompétents ou à des individus transplantés cliniquement 

stables, et très rarement dans un contexte immunitaire déjà altéré chez le patient atteint de 

cancer (ex. LPT EBV-). Ainsi, notre connaissance actuelle sur l’immunité contre l’EBV après 

transplantation est restreinte à des sous-populations de patients transplantés peu représentatives 

de la majorité. Notamment, c’est le cas de la transplantation rénale qui représente près de la 

moitié des transplantations d’organe solide effectuées en France et dans le monde, mais dont 

l’immunité anti-EBV a été très peu étudiée chez les receveurs adultes (Global Observatory on 

Donation and Transplantation (GODT), 2018). 

 

5.4) Echappement viral  

5.4.1) Echappement au système immunitaire  

Au cours de sa coévolution avec son hôte, l’EBV a développé plusieurs mécanismes 

pour survivre en trouvant un équilibre entre réplication lytique pour infecter des nouveaux hôtes 

et laitance silencieuse pour se maintenir à l'écart du système immunitaire.  

Au début de l’infection lytique, les protéines très précoces de l’EBV vont réduire au 

maximum les signaux d’alerte. L’exonucléase BGLF5 bloque les mécanismes innés de la 
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cellule en affectant l’expression des récepteurs type Toll TLR2 et TLR9 qui reconnaissent les 

glycoprotéines virales et son ADN. De même, BZLF-1 inhibe le facteur de transcription NF-

κB réduisant ainsi la production des cytokines pro-inflammatoires TNFα et IFNγ (Ressing et 

al., 2015). 

L’échappement viral aux réponses T consiste à éviter la détection et l’élimination de la 

cellule infectée, ainsi, la présentation d’antigènes par les molécules du HLA I et II est bloquée 

à plusieurs niveaux. Au cours de l’infection lytique, le récepteur viral d’entrée gp42 se fixe aux 

molécules du CMH II pendant la fusion de l’enveloppe à la membrane cellulaire, ceci interfère 

avec la présentation d’antigènes aux cellules T CD4+. De plus, l’inhibition de l’IFNγ par 

BZLF1 résulte aussi en une expression réduite des molécules HLA sur la membrane cellulaire. 

L’exonucléase BGLF5 dégrade les ARNs codant les molécules du HLA-I et II, tandis que 

BILF1 dégrade directement les molécules du HLA-I et que BNLF2a inhibe le transporteur TAP, 

indispensable pour l’apprêtement et l’assemblage du complexe HLA I-peptide (Ressing et al., 

2015). Cette modulation de l’expression des molécules du HLA dans les cellules infectées 

favorise sa détection et son élimination par les cellules NK, ce qui explique l’efficacité des 

cellules NK pour contrôler les cibles lytiques de l’infection par l’EBV (Münz, 2017). 

La modulation de l’expression des molécules HLA I par les cellules B infectées en 

programme de latence est assurée par les micro-ARNs viraux (Münz, 2017). Cependant, les 

micro-ARNs viraux inhibent aussi l’expression de MICB, le ligand du récepteur activateur 

NKG2D, ce qui pourrait altérer l’activation des cellules NK (Li et al., 2020). L’évasion aux 

cellules T à long terme s’articule sur l’inhibition de l’expression des épitopes viraux. 

Notamment, ceci est le cas des cellules B mémoires infectées en latence 1 et 0, qui constituent 

le réservoir viral. Dans ces cellules, la seule protéine de l’EBV exprimée est EBNA1, qui est 

faiblement présentée car sa structure empêche sa dégradation dans le protéasome (Ressing et 

al., 2015). De plus, les cellules en latence 0 expriment très peu ou pas EBNA1, ce qui limite sa 

présentation (Long et al., 2013; Thorley-Lawson and Gross, 2004).  

5.4.2) Conditionnement du microenvironnement tumoral 

Les cellules B infectées par l’EBV en latence III sont très immunogènes et sont 

rapidement éliminées par les LT cytotoxiques chez le patient immunocompétent (Long et al., 

2019). Cependant, dans le cas des LPT EBV+, les produits viraux latents et lytiques influencent 

le microenvironnement tumoral pour échapper au système immunitaire. Au cours de l’infection 
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lytique, l’EBV exprime des homologues des cytokines qui favorisent un environnement 

tolérogène, dont un homologue de l’IL-10 qui inhibe l’activation immunitaire et la production 

des cytokines pro-inflammatoires, et un homologue de l’IL-6, qui inhibe l’expression des 

molécules du HLA II par les cellules dendritiques (Jog et al., 2018; Münz, 2020). Au cours de 

l’infection latente, la protéine LMP-1 de l’EBV active le promoteur du PD-L1. Ainsi, environ 

la moitié des tumeurs LPT EBV+ présentent une proportion très élevée (>80%) de cellules 

exprimant PD-L1 qui contribue à l’inhibition des réponses immunitaires contre la tumeur 

(Green et al., 2012; Kinch et al., 2018). Par ailleurs, les gènes lytiques sont fortement réprimés 

par plusieurs mécanismes épigénétiques pour éviter une réactivation lytique qui déséquilibrerait 

le microenvironnement et rendrait visible la tumeur aux cellules dirigées contre les protéines 

lytiques (Buschle and Hammerschmidt, 2020).  

 

5.4.3) Effets collatéraux : l’épuisement immunitaire  

Un mécanisme d’évasion indirect fréquemment observé dans un contexte de cancer et 

d’infections virales chroniques est l’épuisement immunitaire (Abbas et al., 2017). En termes 

généraux, la stimulation antigénique chronique mène les cellules T spécifiques à une 

différenciation terminale caractérisée par l’augmentation de l’expression de récepteurs 

inhibiteurs tels que PD-1 et Tim-3, par l’arrêt de la prolifération et par un profil de production 

de cytokines limité (Wherry and Kurachi, 2015).  

Les cellules NK peuvent montrer un phénotype d’épuisement dans les mêmes conditions mais 

sous la dérégulation de plusieurs récepteurs (Bi and Tian, 2017). De plus, il a été récemment 

observé que PD-1 et Tim-3, sont aussi exprimés par les cellules NK. Tim-3 est exprimé par la 

majorité de cellules NK matures dans des conditions physiologiques, alors que sa surexpression 

dans plusieurs cancers a été associée à une diminution des fonctions NK (IFNγ et cytotoxicité) 

(Gonçalves Silva et al., 2017; Hadadi et al., 2019; So et al., 2019; Tallerico et al., 2017; Xu et 

al., 2015). L’expression de PD-1 par les cellules NK est toujours associée à des contextes 

pathologiques, dont l’infection par le CMV et certains cancers, et peut également entrainer des 

altérations fonctionnelles (Liu et al., 2017; Pesce et al., 2017; Pittari et al., 2017; Wiesmayr et 

al., 2012). Cependant, l’épuisement immunitaire en tant que mécanisme d’évasion de l’EBV ou 

de la tumeur au cours des LPT n’a pas encore été décrit.         
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6) Prise en charge et pronostic des LPT  

La prévention et le traitement des LPT suivent deux objectifs majeurs : le traitement 

curatif de la maladie et la préservation du greffon. Pour la prévention des LPT, la détection des 

populations à risque est possible grâce aux facteurs de risque connus. De même, dans le cas 

spécifique des LPT EBV+, la charge virale EBV est considérée comme un marqueur prédictif 

fiable. Les patients transplantés présentant un ou plusieurs facteurs de risque de développer une 

LPT sont généralement suivis pendant la première année post-transplantation afin de détecter 

une réplication anormale de l’EBV (>105 copies/mL) prédisposant au développement des LPT 

EBV+. Dans ce contexte, les tests de détection de l’EBV recommandés par l’OMS ciblent des 

produits viraux fortement homologues entre souches: les kits commerciaux de détection du 

génome viral par PCR amplifient des séquences virales dans les compartiments sanguins (sang 

totale, plasma, PBMCs), la détection du virus dans la tumeur se fait principalement par 

l’hybridation in-situ des EBERs ou par la détection en immunohistochimie de produits viraux 

de latence (Gulley and Tang, 2008). En effet, un porteur sain présente souvent des charges 

virales EBV indétectables dû à la faible quantité des cellules B mémoires infectées en 

périphérie. En revanche, chez les patients transplantés qui présentent une réactivation virale ou 

qui ont développé une LPT EBV+, on observe une augmentation exponentielle de la charge 

virale EBV sur sang total, qui reflète à la fois le nombre des cellules B infectées circulantes, les 

particules virales libres et le relargage d’ADN viral nu par les cellules tumorales infectées 

(Gulley and Tang, 2010). Toutefois, il n’existe pas à ce jour une technique de PCR consensuelle 

et standardisée pour la détection du virus. Pour cette raison, la Haute Autorité de Santé indique 

que c’est une élévation de la charge virale EBV (cinétique anormale) et pas un dépassement de 

seuil d’alerte, qui mène à l’instauration d’un traitement préemptif chez le patient transplanté 

(HAS, 2020) . 

Le traitement préventif des LPT consiste en une réduction de l’immunosuppression 

(<10%) afin de restaurer l’immunité anti-virale. Cette stratégie est efficace dans environ 50% 

des cas et est possible selon le type d’organe transplanté. En cas d’inefficacité, elle peut 

éventuellement être complétée par un traitement d’immunothérapie (Al-Mansour, 2016; 

Choquet et al., 2014; Dharnidharka, 2018; Dierickx and Habermann, 2018; Hatton et al., 2012; 

Sprangers et al., 2018).  
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6.1) Immunothérapies dans le Traitement des LPT  

Dans le contexte des LPT, l’objectif des immunothérapies est de (re-)activer le système 

immunitaire et de faciliter la destruction des cellules infectées par l’EBV et tumorales. Ce 

objectif illustré dans la Figure 13, comprend un spectre très large de stratégies actuellement 

utilisées ou en cours de développement (Gaballa and Ramos, 2020; Galluzzi et al., 2014). 

6.1.1) Les anticorps monoclonaux: 

Parmi les immunothérapies basées sur les anticorps monoclonaux (mAbs) utilisées en 

cancérologie se trouvent deux catégories: les mAbs qui ciblent la tumeur et les mAbs qui 

modulent la réponse immunitaire (Galluzzi et al., 2014). 

Dans la catégorie des mAbs qui ciblent la tumeur, le rituximab est une immunoglobuline 

monoclonale chimérique dirigé contre le CD20, une protéine présente à la surface des 

lymphocytes B et pré-B mais pas des plasmocytes. La fixation de cet anticorps sur les cellules 

B CD20+ tumorales des LPT entraine leur destruction par au moins deux mécanismes 

complémentaires: la cytotoxicité dépendante du complément (CDC) et l’ADCC. La CDC utilise 

la voie classique du complément où la protéine C1 se fixe aux IgM ou IgG qui ont fixé un 

antigène. Les principaux médiateurs de l’ADCC sont les cellules NK qui détectent la fraction 

constante (FC) du rituximab fixé au CD20 grâce au récepteur CD16 (FCγRIIIA). La fixation 

de plusieurs molécules de CD16 au rituximab active la cellule NK qui élimine le lymphocyte 

B. Le traitement par rituximab cible l’ensemble des LB CD20+, tumoraux ou non, et produit 

une déplétion temporaire du compartiment B (Abbas et al., 2017; Markasz et al., 2009). Le 

traitement préventif par rituximab est souvent utilisé en monothérapie et accompagné de la 

réduction de l’immunosuppression lorsque cela est possible, tandis que le traitement curatif des 

LPT inclut le plus souvent des protocoles plus lourds qui associent le rituximab à des 

chimiothérapies traditionnelles composées de cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et 

prednisone (CHOP). La réponse à rituximab seul ou associé au CHOP (R-CHOP) atteint 50-

60% de rémissions complètes (Al-Mansour, 2016; Choquet et al., 2014; Hatton et al., 2012). 
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Figure 13 Types d'Immunothérapies. Modifié de « Overview of approaches to immunotherapy in lymphoma» 

d’après Gaballa M. et Ramos C., 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les mAbs les plus répandus en cancérologie sont ceux qui bloquent les points de 

contrôle immunitaire inhibiteurs (Galluzzi et al., 2014). Pour le traitement des lymphomes, 

plusieurs anticorps bloquant l’axe PD-1/PD-L1 sont utilisés pour restaurer la réponse T anti-

tumorale (Gaballa and Ramos, 2020). Par ailleurs, il a été observé que les cellules NK exprimant 

PD-1 améliorent également leur capacité cytotoxique et leur production de cytokines grâce à ce 

traitement (Benson et al., 2010; Wiesmayr et al., 2012). En France, 4 anticorps ont une 

autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le contexte du Lymphome de hodgkin classique 

en rechute ou réfractaire: deux anti-PD-1 (nivolumab et pembrolizumab) et deux anti-PD-L1 

(atezolizumab et avelumab) (HAS, 2020). Cependant, ce type de stratégie n’est pas encore 

répandu chez le patient transplanté car il existe un risque de restaurer les réponses T dirigées 

contre le greffon et d’induire un rejet. Plusieurs cas de patients transplantés et traités avec des 

anti-PD-1 dans un contexte de maladie chimio-réfractaire ont été rapportés dans la littérature 

avec des résultats mitigés en termes de réponse anti-tumorale et de préservation de la greffe 

(Chae et al., 2018). D’autres types de mAbs qui modulent la réponse immunitaire sont en 
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développement pour bloquer Tim-3 et NKG2A; ces deux stratégies de deuxième génération 

sont associées à une restauration anti-tumorale moins marquée qu’avec les anti-PD-1/PD-L et 

sont souvent utilisées en bithérapie (Granier et al., 2018; Van Hall et al., 2019; Vacca et al., 

2020). Pour le moment, ces traitements n’ont jamais été évalués chez le patient transplanté mais, 

la possibilité d’induire une réactivation immunitaire plus contrôlée pourrait réduire le risque de 

rejet de la greffe.  

 

6.1.2) Les thérapies cellulaires  

Depuis presque 30 ans, différentes stratégies sont étudiées afin d’augmenter la réponse 

immunitaire des patients pour qui la diminution du régime d’immunosuppression n’a pas été 

possible ou peu efficace pour traiter une LPT. Dans ce contexte, les premières thérapies 

cellulaires ont consisté à transférer des leucocytes ou des lymphocytes du donneur aux patients 

transplantés de CSH. Plus tard, cette stratégie a été affinée par l’activation ex-vivo des 

lymphocytes cytotoxiques autologues et a montré des réponses favorables dans la prévention et 

le traitement curatif des LPT EBV+ et EBV-. Ces stratégies ont fonctionné chez les greffés de 

CSH car la grande majorité des LPT se développent à partir des lymphocytes B du donneur. 

Cependant, les LPT après greffe d’organe solide sont principalement développées à partir des 

cellules de l’hôte et impliquent fréquemment l’organe greffé. Dans ces cas, le transfert des 

lymphocytes du donneur au receveur comporte un risque élevée de toxicités secondaires, telles 

que la maladie du greffon contre l’hôte et le rejet de la greffe, c’est pourquoi des thérapies 

cellulaires ciblées anti-EBV sont en constant développement (Al-Mansour, 2016; Dierickx and 

Habermann, 2018; O’Reilly et al., 2016).  

Les injections enrichies de LT cytotoxiques anti-EBV (CTL-EBV) autologues et 

allogéniques (provenant de donneurs HLA compatibles) permettent d’obtenir des rémissions 

complètes chez 50% des patients LPT EBV+ qui n’ont pas répondu aux traitements classiques. 

(Haque et al., 2007; Prockop et al., 2019).Le délai de préparation des lymphocytes T autologues 

est un obstacle dans un contexte de maladie rapidement progressive. C’est pourquoi, plusieurs 

centres ont développé des banques de CTL-EBV « prêt à porter » compatibles avec différents 

HLA I et II. Cette stratégie nécessite entre 100-300 CTL-EBV différents pour couvrir au moins 

deux des HLA de 98% des patients mais a l’avantage d’être accessible immédiatement. 

(O’Reilly et al., 2016).Cependant, l’expansion des CTL-EBV au sein de l’hôte reste 
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partiellement inconnue (Gaballa and Ramos, 2020; Kim et al., 2017). En effet, le principal 

problème des thérapies basées sur l’injection des CTL polyclonaux est que ni le répertoire des 

cellules T présentes dans ces injections ni le répertoire nécessaire pour contrôler la maladie ne 

sont connus, et (Gallot et al., 2014) 

Des thérapies cellulaires plus modernes comme les cellules T ou NK à récepteur 

antigénique chimérique (CAR-T/NK) et les CTL anti-tumoraux, montrent des résultats 

prometteurs. Toutefois, ces stratégies restent des thérapies moins répandues dû fait de leur coût 

élevé et/ou du délai de manufacture qui dépasse plusieurs semaines (Dierickx and Habermann, 

2018; Kean, 2018). Les CTL anti-tumoraux suivent le même principe que les CTL anti-EBV 

autologues, avec une étape de manufacture supplémentaire qui consiste à détecter les mutations 

de la tumeur donnant lieu à des nouveaux antigènes (néo-antigènes) qui pourraient être 

reconnus par les CTL. Cette étape supplémentaire prolonge considérablement le temps de 

manufacture car elle implique du matériel tumoral disponible et un séquençage à haut-débit 

suivi de la prédiction des néo-antigènes in-silico avec divers algorithmes dans des pipelines 

informatiques souvent « faits maison ». Néanmoins, les réponses à ce type de thérapie sont très 

encourageantes et son temps/coût de manufacture diminue rapidement avec les nouvelles 

avancées technologiques (Khodadoust et al., 2017). 

Les cellules CAR-T sont des cellules T autologues transfectées avec un récepteur 

chimérique composé d’un fragment variable du BCR spécifique à une molécule de surface 

exprimée par les cellules tumorales et couplé aux molécules de transduction du signal du TCR. 

Lorsqu’il y a reconnaissance antigénique, le CAR est activé de façon indépendante du CMH. 

Les CAR-T sont très utilisés en oncohématologie car les hémopathies telles que les lymphomes 

B expriment des molécules exclusives de la lignée d’origine. Le meilleur exemple est celui des 

CAR-T anti-CD19 : ces cellules ciblent efficacement différents types de lymphomes B et de 

leucémies aigues lymphoblastiques et des remissions complètes ont été observés chez un 

nombre importante de patients. De plus, des produits commerciaux CAR-T anti-CD19 sont 

actuellement préparés à partir des cellules du patient, parmi lesquels deux ont une autorisation 

de mise sur le marché en France : tisagenlecleucel et axicabtagene ciloleuce (HAS, 2020; Kean, 

2018; Salter et al., 2018). Les CAR-NK sont des cellules NK transfectées avec un récepteur 

chimérique similaire à celui des CAR-T. La différence avec les CAR-T, sont manufacturés à 

partir des cellules souches du sang de cordon ombilical et présentent moins de toxicités que les 

CAR-T. Les CAR-NK sont dans un stade de développement encore précoce, mais présentent 
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des caractéristiques qui facilitent sont à un nombre plus large de patients et dans un délai plus 

court (Liu et al., 2020). 

 

6.1.3) Les vaccins thérapeutiques 

L’objectif des vaccins thérapeutiques est d’induire une immunité cellulaire, et 

notamment une immunité mémoire, dirigée spécifiquement contre la tumeur et capable 

d’éradiquer aussi bien la tumeur primitive que les métastases. La complexité de ce type de 

stratégie réside en sa conception : la sélection des antigènes, le choix du véhicule, le protocole 

d’administration et son couplage avec d’autres éléments immuno-modulateurs pour éviter le 

rétablissement de la tolérance tumorale (Avigan and Rosenblatt, 2018; Briquez et al., 2020; 

Hegde and Chen, 2020). Le point le plus crucial est probablement une sélection correcte des 

antigènes tumoraux d’intérêt. En effet, il faut d’abord identifier les antigènes spécifiques de la 

tumeur qui sont exprimés par une large proportion de cellules tumorales. Par exemple, plusieurs 

essais cliniques de vaccin thérapeutique contre différents lymphomes B ont ciblé l’idiotype 

(Avigan and Rosenblatt, 2018; Timmerman et al., 2009). Or, dans ces essais vaccinaux, seule 

une réponse humorale a été détecté contre l’idiotype, ce qui montre que la qualité de l’antigène 

et le choix de l’adjuvant sont déterminantes pour induire des réponses T cytotoxiques. Des 

travaux de développement plus récents ont eu recours à la stratégie de prédiction des néo-

épitopes, ce qui garantit un choix d’antigène adapté pour une présentation aux cellules T, mais 

qui implique le challenge de trouver des peptides suffisamment exprimés par la tumeur et avec 

une affinité pour les molécules du CMH et pour le TCR (Schumacher et al., 2019). Dans cette 

logique, on peut remarquer que l’EBV pourrait être un bon candidat pour des vaccins 

thérapeutiques chez les patients transplantés qui présentent une réactivation virale anormale ou 

une LPT EBV+. En effet, il ‘s’agit d’un virus très bien décrit, et dont les protéines de latence 

sont très immunogènes et exprimées par la grande majorité, voire la totalité, des cellules B 

tumorales. Cependant, l’objectif étant de stimuler ou d’induire des réponses T anti-EBV 

protectrices manquantes chez les patients LPT EBV+, il serait nécessaire de comprendre 

d’abord quelles sont les réponses protectrices qui protègent 80 à 99% des patients transplantés 

immunodéprimés qui contrôlent l’infection par l’EBV (Dasari et al., 2017; Münz, 2019). 
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6.2) Pronostic 

La survie globale après le diagnostic d’une LPT reste faible. Diverses études reportent 

une survie autour de 50% chez le patient transplanté adulte et de 60-80% chez le patient 

transplanté pédiatrique à 5 ans du diagnostic d’une LPT, sans influence du statut EBV de la 

tumeur (Bishnoi et al., 2017; Caillard et al., 2013; Dierickx et al., 2013; Kinch et al., 2014; 

Luskin et al., 2015; Naik et al., 2019). La première ligne thérapeutique est identique pour les 

LPT EBV+ et EBV-. De plus, le choix de la stratégie thérapeutique peut avoir un impact majeur 

sur la survie des patients et jusqu’à 30% des décès après diagnostic d’une LPT sont liées aux 

complications du traitement (Choquet et al., 2014; Dierickx et al., 2015; Trappe et al., 2015). Il 

est donc nécessaire d’adapter l’intensité et le choix des stratégies thérapeutiques au pronostic 

des patients. Pour ce faire, plusieurs scores pronostiques des LPT ont été développées dont 

l’index pronostique international (IPI) est le plus répandu et adapté. De nouveaux modèles sont 

constamment en développement afin d’améliorer la prise en charge du patient (Bishnoi et al., 

2017; Caillard et al., 2013; Dierickx et al., 2013, 2015; Trappe et al., 2015). Cependant, ces 

index montrent peu de sensibilité sur la progression des LPT car ils n’incluent pas les facteurs 

individuels de base comme le type d’organe et le niveau d’immunosuppression (Trappe et al., 

2015). Néanmoins, une lymphopénie préexistant au diagnostic ou induite par le traitement est 

un facteur de mauvais pronostic pour la survie globale et sans-progression des lymphomes chez 

l’immunocompétent (Ménétrier-Caux et al., 2019). Chez le patient transplanté, une 

lymphopénie T CD4+ est un facteur de risque de complications infectieuses et malignes, dont 

les LPT, mais l’impact d’une lymphopénie profonde dans la progression des LPT n’a pas été 

évalué.  
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Objectifs  

Les LPT sont des complications qui surviennent dans un contexte d’immunosuppression 

thérapeutique et sont fréquemment associées au virus oncogène EBV. Ainsi, l’intensité du 

régime d’immunosuppression est corrélée à l’incidence des LPT, tandis que la levée transitoire 

de l’immunosuppression peut permettre de contrôler ces proliférations chez certains patients. 

Néanmoins, les mécanismes expliquant la défaillance des réponses immunitaires, à la fois 

contre la tumeur et le virus, restent mal définis et ne permettent pas aujourd’hui d’expliquer ce 

qui distingue les patients transplantés qui contrôlent l‘infection par l’EBV et dont le système 

immunitaire empêche le développement des lymphomes, des patients qui développent une LPT. 

En parallèle à des traitements anti-tumoraux et des immunothérapies classiques, la sévérité des 

LPT nécessite des approches thérapeutiques complexes permettant la modulation de la réponse 

immune anti-virale et anti-tumorale. Or, l’utilisation d’immunothérapies puissantes dans le 

contexte clinique de ces patients est délicate, notamment en raison du risque de rejet du greffon, 

ce qui justifie que des études immunologiques approfondies soient réalisées afin de mieux 

définir des stratégies thérapeutiques efficaces et des biomarqueurs innovants. Ainsi, l’objectif 

général de mon travail de thèse a été de caractériser les altérations phénotypiques et 

fonctionnelles des principaux acteurs de l’immunité anti-virale et anti-tumorale : les 

lymphocytes T et les cellules NK, afin de mieux comprendre l’immunopathologie des LPT 

EBV+ et EBV-. Dans ce cadre, il était important de commencer par définir le statut immunitaire 

du patient transplanté cliniquement stable pour pouvoir ensuite définir les « altérations » 

immunitaires préexistant à la maladie. Par la suite, prenant en compte que les lymphomes 

constituent une prolifération anormale des cellules immunitaires, il fallait comprendre quelles 

« altérations immunitaires » étaient communes aux LPT indépendamment de l’étiologie virale 

de la tumeur. De ce fait, les objectifs spécifiques de ce travail ont été : 

1) La caractérisation du statut immunologique des patients transplantés rénaux adultes 

indemnes de LPT, comparés à des donneurs sains. 

Le statut immunologique du patient transplanté est souvent évalué dans un contexte 

pathologique (rejet de greffe, cancer, infections) ou bien dans les populations considérées à 

risque. C’est le cas des études immunologiques caractérisant les cellules T et NK dans un 

contexte d’infection par l’EBV, dont la grande majorité se focalisent dans les populations de 

patients transplantés à haut risque de développer une LPT EBV+ : des patients séronégatifs à 
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l’EBV avant greffe (principalement des enfants)(Falco et al., 2002; Macedo et al., 2005, 2011; 

Moran et al., 2013; Wiesmayr et al., 2012; Wilsdorf et al., 2013) et/ou des patients recevant des 

doses élevées des immunosuppresseurs (greffés thoraciques, d’intestin et multi-organe) qui 

présentent une infection à l’EBV active (Achour et al., 2014; Baychelier et al., 2015; Guerra et 

al., 2018). Par conséquent, notre connaissance actuelle sur l’immunité contre l’EBV après 

transplantation est restreinte à des sous-populations de patients transplantés qui pourraient être 

peu représentatives du contexte réel chez le patient transplanté rénal adulte qui vit avec des 

charges virales EBV détectables à long terme mais sans développer de complications. La 

transplantation rénale représente près de la moitié des transplantations d’organe solide 

effectuées en France (Agence de la biomédecine, 2015) et dans le monde (Global Observatory 

on Donation and Transplantation (GODT), 2018); ainsi, le nombre absolu des patients greffés 

rénaux qui développent une LPT est plus élevé que pour les populations greffées à haut risque. 

Dans ce contexte, nous avons commencé par caractériser les modifications immunitaires post 

transplantation rénale avec les objectifs spécifiques suivants: 

1.1 Caractériser les altérations quantitatives et phénotypiques des lymphocytes T et NK 

périphériques présentes à court et long terme après une transplantation rénale chez le 

patient transplanté cliniquement stable.  

1.2 Caractériser les réponses T anti-EBV périphériques chez ces mêmes patients. 

 

2) L’évaluation fine du statut immunologique des patients transplantés au décours 

immédiat du diagnostic de LPT. 

Au cours des LPT, les cellules B tumorales sont souvent infectées par l’EBV en 

programme de latence de type III et expriment à leur surface des protéines virales, dont les 

protéines immunogènes de la famille EBNA-3 (Gratama et al., 1991; Rea et al., 1994). Ainsi, 

l’immunité anti-EBV joue un rôle dans le contrôle des LPT EBV+, pendant que l’étiologie des 

LPT EBV- reste mal connue (Dierickx and Habermann, 2018). Notre compréhension de 

l’immunité au cours des LPT reste limitée. D’une part, car les études immunitaires s’effectuent 

presque exclusivement sur les LPT EBV+, et d’autre part car la rareté de la maladie ne facilite 

pas son étude. En conséquence les études immunologiques au cours des LPT EBV+ décrivent 

un faible nombre de cas, principalement des enfants, souvent avec des groupes contrôles peu 

importants (Baychelier et al., 2015; Calarota et al., 2012; Guppy et al., 2007; Jones et al., 2010; 

Ning et al., 2011; Smets et al., 2002; Wiesmayr et al., 2012; Wilsdorf et al., 2013). Toutefois, 
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le choix des contrôles est un point critique quand on cherche à définir des biomarqueurs 

spécifiques pour une maladie. Ainsi, prenant en compte différents contextes immunologiques, 

nous avons comparé 3 groupes de patients transplantés: des patients contrôles cliniquement 

stables, des patients ayant développé une LPT EBV+ et des patients ayant développé une LPT 

EBV-, avec les objectifs spécifiques suivants : 

2.1) Caractériser les populations lymphocytaires T et NK circulantes: quantification et 

phénotypage détaillé. 

2.2) Evaluer la réponse cellulaire T anti-EBV : quantification, répertoire antigénique, 

capacité fonctionnelle et expression des immune checkpoints.  

2.3) Analyser les données immunologiques en fonction des données cliniques pour la 

détections biomarqueurs immunologiques spécifiques des LPT EBV+ ou EBV-. 
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Résultats 

1) Caractérisation du statut immunologique des patients transplantés rénaux 

adultes indemnes de LPT, comparés à des donneurs sains. 

Introduction : 

La réactivation de l’EBV après greffe rénale est fréquente (Mucha et al., 2010), mais 

seulement 0.5 à 2.5 % des patients développeront une LPT EBV+ (Dierickx and Habermann, 

2018). Le mécanisme responsable de la perte du contrôle immunitaire contre l’EBV reste mal 

connu chez le patient transplanté rénal adulte car il a été moins étudié que les populations de 

patients transplantés à haut risque. Ainsi, afin de mieux comprendre les altérations de la réponse 

anti-EBV liées à la transplantation rénale chez l’adulte, nous avons procédé à la caractérisation 

du statut immunologique de 10 patients transplantés rénaux indemnes de LPT, qui ont été 

comparés à 30 donneurs sains. Pour cette étude, nous avons étudié les réponses T anti-EBV par 

cytométrie en flux avec un test de détection de cytokines intracellulaires (IFNγ, IL-2 et TNFα.) 

et par test ELISpot IFNγ. En parallèle, nous avons analysé la numération lymphocytaire 

T/B/NK, et le phénotype T/NK des cellules périphériques. Les patients inclus ont reçu une 

transplantation rénale en médiane 12 ans avant l’étude et n’ont jamais présenté de complications 

majeures liées à la transplantation (cancer, rejet de greffe, infections majeures).  

Résultats : 

Cette étude a montré un ensemble de modifications du système immunitaire, notamment 

de la réponse T-anti EBV, après transplantation rénale, modulées par le contexte 

d’immunosuppression thérapeutique chronique, de stimulation allogénique et de l’infection par 

l’EBV. Nous avons observé une lymphopénie T CD4+ persistante chez les patients transplantés 

rénaux, accompagnée de faibles réponses Th1 contre les peptides latents de l’EBV qui 

pourraient être impliqués dans la perte de contrôle immunitaire sur l’EBV. A l’inverse, la 

proportion de cellules T CD8+ anti-EBV périphériques était conservée par rapport aux 

donneurs sains mais différait dans le répertoire antigénique des réponses T anti-EBNA-3A. En 

effet, le répertoire se concentre dans la portion N-terminale de la protéine contenant le domaine 

d’homologie de la famille des protéines EBNA-3 chez les patients, tandis que les réponses des 

donneurs sains sont dirigées contre la portion centrale de la protéine. La réponse T anti-BZLF1 
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était quant à elle conservée par rapport aux donneurs sains. Par ailleurs, nous avons montré que 

l’activation élevée des cellules T CD8+ totales persiste en médiane 12 ans post transplantation 

rénale et que la surexpression de PD-1 par les lymphocytes T CD8+ totaux chez les patients 

transplantés rénaux se normalise avec le temps après transplantation. La surexpression de PD-

1 par les cellules NK n’avait pas été décrite chez le patient transplanté cliniquement stable.  

Conclusion : 

Ensemble, les résultats de ce travail contribuent à la compréhension de 

l’immunopathologie autour de l’infection par l’EBV après la transplantation rénale. Bien que 

le nombre de patients inclus dans cette première étude reste limité, l’ensemble de résultats 

obtenus apporte des nouvelles pistes sur les modifications du système immunitaire post-

transplantation en réponse à l’immunosuppression iatrogénique, à la reconstitution 

homéostatique et à la stimulation allo-antigénique chronique, et ouvre la voie à des études de 

validation sur un plus large nombre de patients.  
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Supporting Information 

 

 

S1 Fig. Example of gating strategy used for the NK cell phenotype by flow 

cytometry. Multiparametric flow cytometry data were analyzed with FlowJo software. 

After doublets exclusion in Forward scatter height (FSH-H) versus area (FSH-A), 

lymphocytes were selected with Side scatter area (SSC-A) versus Forward scatter 

area (FSH-A). NK cells were selected as CD3-CD56+ lymphocytes. Expression of c-

lectin receptors (NKG2C and NKG2A), natural cytotoxicity receptors (NKp30 and 
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NKp46), killer immunoglobulin receptors (Kir2DL2/3 and Kir3DL1) and activation and 

NK cell markers (HLA-DR, CD69, CD57, and Siglec-7 and PD-1) was analyzed on 

CD3-CD56+ lymphocytes. Each marker was gated to measure its expression in 

CD56bright and CD56dim cell-subsets. PD-1 fluorescence minus one (FMO) staining 

technique was used to determine PD-1 positivity detection limit. 
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S2 Fig. Example of the gating strategy used to detect EBV-specific T cells by 

flow cytometry with intracellular cytokine staining.  (A) Live CD3+ T cells were 

selected within total lymphocytes after doublet exclusion. (B) PD-1 and Tim-3 



91 
 

expression by total CD4+ and CD8+ T cells was measured under unstimulated 

condition according to FMO controls. (C) EBV-specific T cells were detected by 

cytokine production (IFNγ, IL-2 , TNFα) out of total CD4+ and CD8+ T cells and pooled 

in a (D) single boolean gate to measure PD-1 and Tim-3 expression and co-expression. 
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S3 Fig. Lymphocyte subpopulations in long-term kidney transplant recipients 

(KTRs) and healthy controls (HCs). Absolute numbers of: (A) CD45+ lymphocytes, 

(B) CD3-CD56+/CD16+ NK cells, (C) CD19+ B cells; (D) CD3+ T cells; (E) CD4+ and 

CD8+ T cells; and (F) CD4/CD8 ratio from 10 kidney transplant recipients (KTRs) and 

30 healthy controls(HCs). Horizontal bars indicate the median. Correlations between 

absolute counts of (G) CD19+ or (H) CD4+ T lymphocytes and the number of years 

after transplantation in 10 KTRs. Exact P-values were calculated with a two-tailed 
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Mann-Whitney test and correlation was assessed with the Spearman rank correlation 

coefficient. Bonferroni significativity threshold for correlations was 0.0041. 
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S4 Fig. Absolute T cell counts and EBV load follow up after kidney 

transplantation. Absolute numbers of CD4+ and CD8+ T cells and EBV loads (Log 

copies/mL) at different time points in two kidney transplant recipients (KTRs): (A) KTR 

#9 and (B) KTR #10. EBV loads (Log copies/mL) at different time points in (C) KTR #1, 

(D) KTR #6 and (D) KTR #7. Dotted lines indicate the blood sample in this study. EBV 

load detection limit is 1.4 log copies/mL. 
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S5 Fig. Frequency and Immune-checkpoint expression of EBV-specific T cells in 

kidney transplant recipients (KTRs). (A) Frequency of latent (KTRs n=5; HCs n=5) 
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and lytic (KTRs n=10; HCs n=15) EBV-specific CD4+ T cells (IFNγ, IL-2, and TNFα) 

determined by intracellular cytokine staining assay with flow cytometry. Frequency of 

(B) PD-1 and (C) Tim-3 expression and (D) co-expression on latent (responders: KTRs 

n=3/5; HCs n=4/5) and lytic (responders: KTRs n=8/10; HCs n=13/15) EBV-specific 

CD4+ T cells from responding KTRs and HCs. (E) Frequency of latent and lytic EBV-

specific CD8+ T cells (KTRs n=10; HCs n=15). Frequency of (F) PD-1 and (G) Tim-3 

expression and (H) co-expression on latent (responders: KTRs n=9/10; HCs n=11/15) 

and lytic (responders: KTRs n=9/10; HCs n=14/15) EBV-specific CD8+ T cells from 

responding KTRs and HCs. Horizontal bars indicate the median. Exact P-values were 

calculated with a two-tailed Mann-Whitney test; only significant values (P<0.05) are 

shown. 
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S6 Fig. Comparison of IFNγ production by CD4+ and CD8+ T cells after 

stimulation with latent EBV class II MHC-restricted peptides. PBMCs of one kidney 

transplant recipient (KTR 8) and one healthy control (HC 2), were stimulated with 

media or with latent EBV class II MHC-restricted peptides to verify the specificity of 

peptide recognition. Dot plot shows IFNγ+ cells within total CD4+ or CD8+ T cells 

detected by intracellular cytokine (IFNγ) staining assay in flow cytometry. 
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S7 Fig. Association between PD-1 expression by EBV-specific CD8+ T cells and 

EBV viral load in kidney transplant recipients (KTRs).The correlation between the 

frequency of PD-1 expression on lytic-EBV-specific CD8+ T cells from responding 

KTRs (n=9/10) and the EBV load (Log of copies/mL) was assessed with the Spearman 

rank correlation coefficient. Bonferroni significativity threshold was 0.0041.  
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S8 Fig. Supplemental phenotypic features of NK cells in kidney transplant 

recipients (KTRs) and healthy controls (HCs). Percentage of (A) CD56Dim CD3- NK 

cells and (B) mean fluorescence intensity (MFI) of PD-1 in total CD56+CD3- NK cells 

from 10 kidney transplant recipients (KTRs) and 12 healthy controls (HCs). Expression 

was measured at the surface by flow cytometry on thawed PBMCs. Horizontal bars 

indicate the median. Exact P-values were calculated with a two-tailed Mann-Whitney 

test. 
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S9 Fig. T cell activation phenotype during kidney transplantation. Frequency of 

(A) CD4+ and (B) CD8+ T cells expressing common activation markers detected by 

flow cytometry. Data are shown for kidney transplant recipients (KTRs; n=10) and 

healthy controls (HCs; n=30). Horizontal bars indicate the median. Exact P-values 

were calculated with a two-tailed Mann-Whitney test. 
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S10 Fig. T cell differentiation during kidney transplantation. Frequency of (A) 

CD4+ and (B) CD8+ T cell differentiation subtypes detected by flow cytometry. Data are 

shown for kidney transplant recipients (KTRs; n=10) and healthy controls (HCs; n=30). 

Horizontal bars indicate the median. Exact P-values were calculated with a two-tailed 

Mann-Whitney test. 
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2) Evaluation fine du statut immunologique des patients transplantés au 

décours immédiat du diagnostic de LPT. 

Introduction : 

Les lymphoproliférations post-transplantation (LPT) sont la deuxième complication 

maligne par ordre de fréquence chez le patient transplanté d’organe solide et de cellules souches 

hématopoïétiques, en lien étroit avec le traitement immunosuppresseur. Plus de la moitié de ces 

tumeurs sont induites par le virus oncogène EBV. (Dharnidharka, 2018; Dierickx and 

Habermann, 2018; Leblond et al., 1998; WHO, 2008). L’apparition généralement précoce des 

LPT EBV+ après la transplantation a favorisé l’hypothèse que ces tumeurs se développent suite 

à une perte de l’immunosurveillance contre l’EBV, en lien étroit avec le niveau élevé 

d’immunosuppression dans cette période. Les LPT EBV- ont une incidence tardive, autour de 

10 ans post transplantation, qui pourrait être liée à l’impact cumulatif de l’immunosuppression 

de maintenance, mais son étiologie reste mal connue. (Dierickx and Habermann, 2018; Luskin 

et al., 2015; Martinez and Krams, 2017) Ainsi, prenant en compte que les LPT EBV+ et EBV- 

se développent dans des contextes viraux et d’immunosuppression différents, nous avons 

formulé l’hypothèse que ces deux maladies ont des immunopathologies différentes.  

Méthodes : 

Le réseau K-Virogref 

Pour cette étude, nous avons étroitement collaboré avec K-Virogref le réseau expert de 

référence des cancers viro-induits post transplantation. Ce réseau créé en 2013 grâce au 

financement par l’Institut National du Cancer (INCA) et la coordination du Pr Véronique 

Leblond, est constitué de centres experts régionaux pluridisciplinaires autour d’un centre expert 

national bi-site hématologique (CHU Pitié-Salpêtrière) et dermatologique et gynécologique 

(CHU Tenon) (Figure 14). L’objectif principal de K-Virogref est de structurer formellement la 

prise en charge des patients transplantés souffrant de tumeurs viro-induites, dont les LPT 

EBV+. En même temps, le réseau a constitué une cohorte de patients porteurs d’un cancer viro-

induit post transplantation pris en charge de façon homogène, ce qui représente une qualité 

avantageuse pour effectuer des études cliniques et de recherche de qualité. Durant ma thèse, 

j’ai activement participé à la création et gestion de cette collection biologique inédite, qui 

contient une des plus grandes cohortes de patients LPT en France.  
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Figure 14. Structure du réseau K-VIROGREF. (www.k-virogref.org. © 2016 K-Virogref. 

Tous droits réservés.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, grâce au recrutement de K-Virogref, nous avons pu étudier 60 patients LPT 

EBV+ et 39 patients LPT EBV- recrutés au moment du diagnostic et avant le début du 

traitement contre la tumeur, ainsi que 15 patients transplantés cliniquement stables recrutés 

prospectivement dans les services de transplantation rénale et hépatique de l’hôpital de la Pitié-

Salpêtrière, dont les 10 KTR de la premier étude. De plus, l’étude de Cancers après 

Transplantation d’Organe solide (K-GREF ; coordination Pr Michel Marty) nous a fait don de 

6 échantillons de patients transplantés contrôles.  

Avec l’objectif d’identifier des nouveaux biomarqueurs immunologiques qui pourraient 

être utilisés pour le suivi clinique ou le développement des immunothérapies spécifiques des 

LPT EBV+ ou EBV-, nous avons comparé au diagnostic des patients LPT EBV+ (n=60) vs des 

patients LPT EBV- (n=39), et en comparaison avec des patients transplantés contrôles indemnes 

de LPT (n=21). Les paramètres immunologiques suivants ont été évalués: la numération 

lymphocytaire T/B/NK et le phénotype des lymphocytes T et NK périphériques par cytométrie 

en flux multiparamétrique ; la capacité fonctionnelle des cellules T anti-EBV et des cellules NK 

circulantes avec des tests de détection de cytokines intracellulaires; le répertoire antigénique 

http://www.k-virogref.org/


114 
 

des cellules T anti-EBV par un test ELISpot IFNγ. Par ailleurs, un immunomarquage d’une 

tumeur EBV+ et d’une tumeur EBV- a été réalisé. 

 

Résultats : 

Nos résultats ont montré que la survie sans-progression des patients LPT EBV- était 

significativement inferieure chez les patients présentant au diagnostic une lymphopénie T 

CD4+ inférieure à 300 cellules/mm3 ou un pourcentage de cellules T CD4+ périphériques 

exprimant le point de contrôle immunitaire Tim-3 supérieur à 5% (résultats observés chez 38 

et 36 patients, respectivement). Cette observation n’a pas été retrouvée pour les LPT EBV+. En 

revanche, les patients LPT EBV+ présentaient une lymphopénie NK profonde accompagnée de 

proportions élevées des cellules NK périphériques activées (CD69+HLA-DR+), exprimant des 

marqueurs d’apoptose (FAS et Caspase-3) et sur-exprimant le récepteur inhibiteur PD-1. Par 

ailleurs, l’infiltrat T CD8+ était faible (10%) dans les deux tumeurs EBV+ et EBV-, tandis que 

les cellules T anti-EBV des patients LPT EBV+ circulaient à des proportions significativement 

inferieures (vs LPT EBV-); présentaient un phénotype d’épuisement (PD-1+/Tim-3+) et 

montraient une faible reconnaissance de la portion N-terminale de la protéine EBNA-3A par 

rapport aux patients transplantés contrôles et LPT EBV-. 

Conclusion : 

Ensemble, les résultats de cette étude mettent en évidence des mécanismes 

immunophysiopathologiques différents entre les LPT EBV+ et les LPT EBV-, et fournissent 

des nouveaux indices qui pourraient guider le développement des biomarqueurs pronostiques 

des LPT EBV-, et d’immunothérapies innovantes contre les LPT EBV+. 
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Discussion  

L’étude de l’immunité du transplanté représente un challenge dû à la diversité de 

facteurs qui modifient directement ou indirectement le phénotype et la fonction des principaux 

composants de l’immunité cellulaire et humorale. La littérature sur l’immunité T et NK chez le 

patient transplanté est riche. Cependant, si certains aspects sont restés partiellement ignorés, 

d’autres ont été très bien décrits. La lymphopénie et la reconstitution immune immédiate (12 

mois) post-transplantation sont les conditions les mieux décrites pour tous les types de 

transplantation, tandis que le phénotype et la fonction des cellules T et des cellules NK ont été 

moins bien caractérisés au-delà de la première année post transplantation. Finalement, la 

caractérisation des réponses immunitaires spécifiques (pathogène ou tumeur) chez le patient 

transplanté se réduit à des petites populations, ce qui limite l’interprétation des observations. 

Bien qu’il existe un lien direct entre l’immunosuppression thérapeutique et l’incidence des 

infections et des cancers, les mécanismes spécifiques autour de l’immunopathologie des LPT 

EBV+ restent insuffisamment connus pour permettre le développement des biomarqueurs 

pronostiques et des immunothérapies ciblées. Ainsi, notre « compréhension » actuelle de la 

réponse immunitaire anti-EBV post transplantation se base sur un faible nombre d’observations 

et une large quantité d’hypothèses.  

Mon travail de thèse a cherché à comprendre les altérations spécifiques des principaux 

acteurs de l’immunité cellulaire dans le contexte de l’infection par l’EBV chez le patient 

transplanté cliniquement stable et chez le patient ayant développé un lymphome post-

transplantation. Pour ce faire, il a fallu commencer par caractériser l’immunité chez le patient 

transplanté rénal à différents moments post-greffe afin de compléter les données manquantes 

dans la littérature. Ensuite, le choix d’analyser comparativement les LPT EBV+ vs EBV- s’est 

basé sur plusieurs études qui montrent des différences en termes de l’épidémiologie (Dierickx 

and Habermann, 2018; Quinlan et al., 2011), le profil d’expression génétique (Menter et al., 

2017; Morscio et al., 2013) et la présentation clinique (Dharnidharka, 2018) des LPT selon son 

association à l’EBV, suggérant que des altérations immunitaires différentes sont associés aux 

LPT EBV+ et EBV-.  
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1) La cohorte K-Virogref dans le contexte mondial actuel des LPT 

En accord avec des observations précédentes (Caillard et al., 2012; Faull et al., 2005; 

Luskin et al., 2015; Opelz and Döhler, 2004; WHO, 2008), l’incidence des LPT dans cette étude 

a été bimodale avec une incidence précoce principalement composé des LPT EBV+ et une 

incidence tardive principalement composé des LPT EBV-. Cependant, l’incidence des LPT 

EBV+ dans notre étude se situait en médiane à 6 ans post-transplantation, soit environ 4 ans 

plus tard par rapport à des études précédentes (Caillard et al., 2012; Luskin et al., 2015). Cette 

survenue plus tardive de l’incidence des LPT EBV+ reflète probablement les avancées des 10 

dernières années en termes d’identification, de suivi et de prise en charge des patients 

transplantés à risque de LPT. Notamment, le suivi des charges virales EBV post-transplantation 

pour l’identification des patients à risque et l’inclusion de rituximab comme traitement 

prophylactique (Choquet et al., 2014). En revanche, l’incidence des LPT EBV- observée dans 

notre cohorte reste similaire à celle observée il y a plus de 10 ans en France (Caillard et al., 

2012), et semble être en augmentation à niveau mondial (Luskin et al., 2015), soulignant 

l’importance de trouver des biomarqueurs d’intérêt clinique pour les LPT EBV. De même, nous 

n’avons pas observé de différences significatives en ce qui concerne la survie des patients LPT 

EBV+ et LPT EBV-. En effet, la survie globale des LPT à 5 ans était de 60%, exactement la 

même qu’observée par Caillard et al. dans une autre cohorte française de LPT étudiée entre 

1998-2007. Ainsi, la survie des patients après le diagnostic d’une LPT montre peu 

d’amélioration et souligne la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques 

pour traiter plus efficacement les LPT. En outre, nous avons observé dans notre cohorte de 

patients LPT la même association précédemment décrite entre certains types histologiques de 

tumeurs et l’EBV, dont les LPT non destructrices, les LPT polymorphes et les lymphomes 

cérébraux (Dharnidharka, 2018; WHO, 2008). En effet, notre cohorte est représentative de la 

situation actuelle des LPT. 

 

2) L’immunité T CD4+ post-transplantation et le développement des LPT   

Notre caractérisation immunitaire des patients transplantés du rein cliniquement stables 

a montré qu’une lymphopénie T CD4+ persiste à long terme pour la moitié de ces patients, alors 

que des études précédentes rapportaient une reconstitution LT CD4+ les premières années post-

transplantation pour la grande majorité des patients (Glowacki et al., 2009; Luque et al., 2016). 
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Une lymphopénie T CD4+ persistante à long terme a été associée au risque élevé de cancer 

(Ducloux et al., 2002) et à la diminution de la fonction de la greffe (Luque et al., 2016). En 

revanche, notre groupe de patients transplantés asymptomatiques n’a présenté aucune de ces 

complications. Toutefois, l’analyse du compartiment LT CD4+ au diagnostic des LPT EBV+ 

et EBV- a montré des altérations plus marquées chez ces patients.  

 

2.1) Valeur pronostique d’une lymphopénie T CD4+ au diagnostic des LPT EBV- 

Nous avons montré qu’une lymphopénie globale et, plus spécifiquement, qu’une 

lymphopénie T CD4+ au diagnostic d’une LPT EBV- étaient des facteurs de mauvais pronostic 

pour la survie globale et la survie sans-progression de ces patients. En revanche, nous n’avons 

pas trouvé de lien entre la lymphopénie T CD4+ et le pronostic des LPT EBV+, pourtant ces 

patients présentaient une lymphopénie T CD4+ plus marquée que les patients LPT EBV-. Il est 

donc probable que des valeurs LT CD4+ inférieures soient en lien avec l’incidence précoce des 

LPT EBV+, quand la reconstitution du compartiment LT CD4+ ne s’est pas encore fait (Gooptu 

et al., 2018; Li and Jevnikar, 2015; Longuet et al., 2014), par rapport aux LPT EBV- qui 

surviennent plus tard. De même, prenant en considération qu’une lymphopénie T CD4+ 

persistante est un facteur de risque de cancer chez le patient transplanté (Acuna, 2018; Luque 

et al., 2016; O’Byrne and Dalgleish, 2001), il est également possible que les patients 

lymphopéniques au diagnostic d’une LPT EBV- appartenaient à cette catégorie.  

Il intéressant de remarquer que la valeur pronostique d’une lymphopénie globale au 

diagnostic n’avait jamais été étudiée pour les LPT alors qu’il s’agit d’un facteur prédictif de la 

survie globale et sans progression bien connu pour les lymphomes du patient 

immunocompétent (Cox et al., 2008; Hasenclever et al., 1998; Jang et al., 2016; Kim et al., 

2011; Ray-Coquard et al., 2009; Talaulikar et al., 2008), de même que la valeur pronostique 

d’une lymphopénie T CD4+ au diagnostic du cancer du sein et chez le patient avec lymphome 

non-hodgkinien en deuxième ligne de traitement (Péron et al., 2013; Trédan et al., 2013). 

Toutefois, il est important de prendre en compte que le seuil de lymphopénie varie d’une étude 

à l’autre, avec des valeurs entre 800 et 1000 lymphocytes/mm3 et entre 200 et 350 LT CD4+/ 

mm3, tandis que la définition de la lymphopénie chez le patient transplanté est plus délicate car 

la plupart des patients présentent une numération lymphocytaire inférieure à la normale. Nous 

avons défini un seuil de lymphopénie en utilisant la médiane des numérations lymphocytaires 
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post-transplantation analysées dans notre population d’étude, c’est-à-dire 700 

lymphocytes/mm3 et 300 LT CD4/mm3, donc des valeurs finalement assez proches de celles 

rapportées dans la littérature chez l’immunocompétent. Ainsi, nos résultats pourraient 

constituer le rationnel pour une étude de validation à plus large échelle dès le diagnostic des 

LPT, avec pour but de fournir au clinicien un outil supplémentaire pour la prise de désistions 

thérapeutiques des LPT EBV-.  

 

2.2) Les modifications du compartiment T CD4+ après la transplantation  

En accord avec des études précédentes, nous avons observé que la lymphopénie T CD4+ 

du patient transplanté cliniquement stable était accompagnée d’une redistribution du 

compartiment, avec une diminution de la proportion des cellules naïves et une augmentation 

des cellules effectrices mémoires, par rapport aux donneurs sains (Guerra et al., 2018; 

Pankewycz et al., 2011). De plus, ce phénotype était maintenu à des proportions similaires chez 

les patients LPT EBV+ et EBV-. Ainsi, nos résultats défendent l’hypothèse d’une 

immunosénescence accélérée chez le patient transplanté, proposé par Schaenman et al. 

(Schaenman et al., 2018). En effet, la diminution du pool des cellules naïves se traduit par la 

perte de la diversité du répertoire, une cause majeure du déclin des compétences immunitaires 

du sujet âgé. Ainsi, les réponses T CD4+ de-novo (anti-tumorales, nouveau pathogène) sont 

impactées, de même que la qualité de la réponse d’autres compartiments lymphocytaires qui 

dépendent des LT CD4+ de façon directe (co-stimulation des cellules B ) et indirecte 

(production des cytokines Th1 qui stimulent des LT CD8+ et NK) (Abbas et al., 2017). Associé 

à cette hypothèse d’immunosénescence précoce, la valeur pronostique des cellules T CD4+ au 

diagnostic des LPT EBV- pourrait s’expliquer par un déficit des réponses T CD4+ anti-

tumorales de-novo et des réponses lymphocytaires T CD4-dépendantes. 

 

2.3) Faibles réponses Th1 anti-EBV latent après transplantation : contribuent-elles au 

développement des LPT EBV+ ? 

Dans tous les cas, les cellules T CD4+ sont indispensables pour l’amorçage des réponses 

humorales et cytotoxiques. Une lymphopénie T CD4+ peut donc entraîner une activation 

déficitaire des cellules B et T CD8+ (Abbas et al., 2017). Cette hypothèse s’illustre pendant les 
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premiers mois post transplantation, quand la lymphopénie T CD4+ est souvent profonde et 

coïncide avec des infections opportunistes et la réactivation de l’EBV (Li and Jevnikar, 2015; 

Longuet et al., 2014; Sayegh and Carpenter, 2004). Ainsi, un défaut important de l’immunité 

anti-EBV, qui pourrait être liée à cette lymphopénie T CD4+, est la diminution significative de 

réponses Th1 contre les protéines latentes de l’EBV. En effet, nous avons observé cette 

altération chez la majorité des patients transplantés quel que soit leur statut clinique: stable sans 

LPT (contrôles), LPT EBV+ ou LPT EBV-. La restriction du répertoire qui résulte de la 

diminution des cellules T CD4+ naïves n’explique pas complètement l’absence des réponses 

Th1 anti-EBV chez ces patients; surtout si l’on prend en compte que la proportion des réponses 

lytiques (anti-BZLF1) étaient conservées chez les patients transplantés. Cependant, nous avons 

observé une expression élevée du récepteur de mort FAS par les cellules T CD4+ chez le patient 

transplanté par rapport aux donneurs sains, qui se maintient au cours des LPT EBV+ et EBV-. 

Il est intéressant de noter que la surexpression de FAS, principalement limitée aux cellules 

activées, pourrait avoir un effet supérieur sur les cellules T CD4+ anti-EBV latent car il a été 

observé que les cellules B infectées en latence III excrètent des exomes contenant le ligand de 

FAS (FasL) et des molécules du HLA de classe II, capables d’induire l’apoptose de cellules T 

CD4+ in-vitro (Klinker et al., 2014).  

Une autre hypothèse, qui se base uniquement sur la littérature, est que les cellules Th1 

anti-EBV deviennent tolérantes. En effet, ce sous-type de cellules T CD4+ se caractérise par la 

production des cytokines pro-inflammatoires IFN-g et IL-2. Or la grande majorité des 

traitements immunosuppresseurs de maintenance bloquent directement ou indirectement la 

production ou la signalisation de l’IL-2 (Moini et al., 2015). Ainsi, il est possible d’émettre 

l’hypothèse que la diminution d’IL-2 empêche la prolifération de ces cellules et les rends 

anergiques. En revanche, ceci n’explique pas le maintien sélectif des cellules T CD4+ anti-

BZLF1.  

De plus, des polymorphismes des protéines latentes EBNA-1 et EBNA-3B ont été 

rapportés chez des donneurs sains et des patients LPT EBV+ qui présentent des réponses T 

contre la souche EBV qui les infecte mais qui ne reconnaissent pas la souche de référence B95-

8 (Gottschalk et al., 2001; Jones et al., 2010). Prenant en considération que nos peptides ont été 

synthétisés à partir de la séquence de la souche de référence, nous ne pouvons pas ignorer cette 

hypothèse. Toutefois, elle reste très peu probable car nous avons 1) utilisé des épitopes décrits 

dans la littérature par plusieurs équipes (Gasser et al., 2007; Leen et al., 2001; Woodberry et 
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al., 2005), 2) issus de plusieurs protéines latentes, 3) restreints à différents allèles HLA de classe 

II et 4) que nous avons détecté des réponses pour tous les donneurs sains testés. Par ailleurs, 

Calarota et al. ont aussi rapporté l’absence des réponses T CD4+ contre plusieurs protéines 

latentes de l’EBV chez quatre patients transplantés, dont un LPT EBV+ (Calarota et al., 2013). 

De plus, une sérologie négative à l’EBV a été observée chez 4 patients au diagnostic d’une LPT 

EBV+ non destructrice (précoces), mettant ainsi en évidence le rôle d’auxiliaire des cellules T 

CD4+ pour la mise en place des réponses humorales (Davis et al., 2004). L’altération de la 

réponse T CD4+ anti-EBV a été également décrite dans d’autres contextes immunologiques qui 

favorisent le développement des lymphomes EBV+, dont l’infection par le VIH (Gasser et al., 

2007) et chez les sujet âgés (Heller et al., 2008). Ainsi, une dernière hypothèse pouvant 

expliquer la perte des réponses T CD4+ anti-EBV est que le virus interfère avec la présentation 

d’antigènes par la modulation de l’expression du HLA II. Or, ce mécanisme est décrit dans la 

littérature uniquement pour les cellules B infectées en cycle lytique. Ensemble, ces données 

suggèrent que les faibles réponses Th1 contre les protéines latentes de l’EBV pourraient être un 

facteur favorisant la perte de contrôle sur l’infection latente par l’EBV, mais qui s’ajoute 

probablement à d’autres mécanismes de perte de contrôle immunitaire.  

  

3) L’immunité T CD8+ post-transplantation et le développement des LPT 

Le compartiment lymphocytaire T CD8+ est probablement le mieux décrit chez le 

patient transplanté cliniquement stable et au cours des complications plus fréquentes post-

transplantation, dont les LPT EBV+. Notre travail descriptif chez le patient transplanté du rein 

nous a permis de confirmer certaines altérations du phénotype et de la fonction des cellules T 

CD8+, dont le phénotype d’immunosénescence caractérisé par la diminution de la proportion 

des cellules T CD8+ naïves en faveur des cellules effectrices mémoires en différenciation 

terminale (Betjes et al., 2012; Luque et al., 2016; Schaenman et al., 2018; Seyda et al., 2015),  

et l’augmentation de l’expression des marqueurs d’activation par les cellules T CD8+ 

périphériques. Des travaux précédents ont observé une activation élevée des cellules T CD8+ 

au cours des premières années post-transplantation (Boleslawski et al., 2008; Macedo et al., 

2011; Mancebo et al., 2016; O’Byrne and Dalgleish, 2001; Wang et al., 2010), tandis que nous 

avons montré pour la première fois que cette activation de cellules T CD8+ persiste au-delà de 

12 ans post-transplantation chez des patients transplantés cliniquement stables. De plus, nous 
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montrons que la surexpression de PD-1 par les cellules T CD8+ circulantes se normalise avec 

le temps post-transplantation, ce qui suggère que la stimulation allogénique de ces cellules 

diminue avec le temps, possiblement par un mécanisme de tolérance périphérique qui s’installe 

graduellement après la transplantation rénale. Prenant en compte que PD-1 est exprimé par les 

cellules activées et les cellules épuisées, la discordance entre la diminution de l’expression de 

PD-1 avec le temps et le phénotype d’activation et d’immunosénescence chronique pourrait 

s’expliquer par l’expansion homéostatique polyclonale de cellules mémoires afin de maintenir 

des valeurs LT CD8+ périphériques (Mollet et al., 1998; Müller et al., 1997). De même, la 

réplication virale à bas bruit (CMV et EBV) qui se maintient au cours du temps chez ces patients 

pourrait être impliquée dans l’état d’activation des cellules T CD8+. En accord avec cette 

dernière hypothèse, nous avons observé une proportion des cellules T CD8+ activées (HLA-

DR+ CD38+) chez les patients LPT EBV+ qui était supérieure en comparaison aux patients 

transplantés contrôle. En effet, la charge virale EBV dans le sang total était elle aussi 

significativement supérieure chez ces patients, tandis que les patients LPT EBV- montraient un 

niveau d’activation T CD8+ et des charges virales à l’EBV intermédiaires par rapport aux 

valeurs observées pour les patients LPT EBV+ et les patients transplantés contrôles. De façon 

similaire, plusieurs études ont rapporté une proportion élevée de cellules T CD8+ activées au 

cours des infections virales chroniques par l’EBV (Macedo et al., 2011; Petrara et al., 2020) et 

par le CMV chez le patient transplanté (Wang et al., 2010).  

Par ailleurs, nous montrons que les cellules T circulantes des patients LPT EBV+ et LPT 

EBV- ont un phénotype d’épuisement fonctionnel. L’expression d’un point de contrôle 

inhibiteur tel que PD-1 ou Tim-3 ne veut pas forcément dire épuisement. Au contraire, il s’agit 

souvent des cellules activées qui expriment ces « points de contrôle » dans des conditions 

physiologiques (Abbas et al., 2017; Granier et al., 2018). Cependant, une co-expression élevée 

de PD-1 et de Tim-3 dans un contexte pathologique, suggère fortement un phénotype 

dysfonctionnel de cellules T (Anderson, 2014; Apetoh et al., 2015; Granier et al., 2018). En 

effet, nos résultats montrent que les cellules T CD4+ et T CD8+ périphériques des patients LPT 

EBV+ et EBV- co-expriment PD-1 et Tim-3 à des proportions significativement élevées en 

comparaison aux patients transplantés contrôles. Ce phénotype a été observé au cours des 

différents types de cancers et infections chroniques et a été associé avec le temps d’exposition 

à l’antigène (Anderson, 2014; Apetoh et al., 2015; Granier et al., 2018). De plus, un autre 

facteur qui favorise l’exhaustion des cellules T CD8+ est l’absence de réponses Th CD4+, qui 

jouent un rôle déterminant dans la génération et le maintien des réponses T CD8+ optimales 
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(Wherry, 2011). En effet, cette hypothèse est mentionnée plus haut en lien avec les différentes 

altérations du compartiment T CD4+ et pourrait s’associer avec le phénotype des cellules T 

CD8+ observé.  

 

3.1) La réponse T CD8+ anti-EBV : une dichotomie des réponses latentes et lytiques  

En accord avec des études précédentes, nos résultats montrent que les proportions de 

cellules T CD8+ anti-EBV périphériques chez les patients transplantés cliniquement stables, 

qui présentent des charges virales EBV chroniques, sont similaires à celles des porteurs sains 

(Macedo et al., 2005; Wilsdorf et al., 2013). Toutefois, il est important de prendre en compte 

que la charge antigénique de l’EBV est plus élevée chez les patients transplantés avec une 

réactivation de l’EBV chronique, que chez les porteurs sains infectés en latence. Ainsi, il est 

probable que les fréquences « normales » de cellules T anti-EBV chez le patient transplanté 

résultent de l’équilibre entre l’expansion des cellules T CD8+ anti-EBV et 

l’immunosuppression qui les limite. En accord avec cette hypothèse, les patients transplantés 

ayant développé une LPT EBV+ présentent une augmentation de la proportion des cellules T 

anti-EBV périphériques après la diminution thérapeutique de l’immunosuppression (Guppy et 

al., 2007; Wilsdorf et al., 2013). En outre, des études précédents chez le patient transplanté LPT 

EBV+ ont trouvé des proportions de cellules effectrices T CD8+ anti-EBV produisant de l’IFNγ 

similaires à celles des donneurs sains et des patients transplantés sans LPT (Ning et al., 2011; 

Wilsdorf et al., 2013). Toutefois, prenant en considération que le profil de production de 

cytokines varie selon le degré de différenciation des cellules T, la détection des cellules T CD8+ 

anti-EBV produisant de l’IFNγ reflète principalement des cellules effectrices/effectrices 

mémoire (Hamann et al., 1997). Pour cette raison, nous avons utilisé une stratégie de détection 

de cellules T CD8+ anti-EBV périphériques avec 3 cytokines (IFNγ, IL-2 et TNFα). Cette 

approche multiparamétrique nous a permis d’observer une proportion inférieure de cellules T 

CD8+ anti-EBV chez les patients LPT EBV+ par rapport aux LPT EBV-, suggérant une 

diminution des populations de cellules moins différenciées et de cellules mémoires centrales, 

qui produisent principalement de l’IL-2 et du TNFα.  

De même, nous avons observé une proportion majoritaire de cellules T CD8+ anti-

BZLF-1 monofonctionnelles-IFNγ chez le patient transplanté stable par rapport aux donneurs 

sains, et en accord avec des observations précédentes chez le porteur sain d’EBV (Bihl et al., 
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2007) et chez les enfants transplantés présentant une infection active à l’EBV (Moran et al., 

2013). Les patients LPT EBV+ et EBV- dans notre étude montraient un profil fonctionnel des 

cellules T CD8+ anti-EBV similaire à celui des patients transplantés contrôle (Annexe 1), à 

l’exception d’une prédominance plus marquée des réponses monofonctionnelles-IFNγ anti-

BZLF1. Ensemble, ces observations suggèrent une accumulation des cellules effectrices en 

réponse à la forte stimulation antigénique du cycle lytique de l’EBV (Appay et al., 2002; Hislop 

et al., 2001).  Toutefois, l’étude de Moran et al. 2013 chez l’enfant transplanté du rein rapporte 

également des réponses T CD8+ majoritairement monofonctionnelles-IFNγ contre les protéines 

latentes de l’EBV, alors que dans notre étude chez le patient transplanté du rein adulte, les 

réponses T CD8+ anti-EBV contre les protéines latentes se distribuent équitablement entre les 

différentes fonctions étudiées, comme décrit chez les porteurs sains immunocompétents (Bihl 

et al., 2007). Cette discordance pourrait s’expliquer par le fait que la plupart de nos patients 

transplantés adultes étaient probablement séropositifs à l’EBV avant la transplantation, ainsi la 

réponse primaire anti-EBV se serait déroulée de façon optimale dans un contexte 

immunocompétent ; tandis que chez le patient transplanté pédiatrique, il est possible que la 

plupart des individus ait eu une primo-infection à l’EBV post-transplantation et développé des 

réponses primaires T anti-EBV moins optimales dues au contexte d’immunosuppression 

intense. Dans tous les cas, il est important de considérer que si la stimulation antigénique virale 

module les réponses T CD8+ spécifiques, le traitement immunosuppresseur de maintenance est 

un autre facteur qui favorise la modulation des réponses T, notamment l’utilisation des 

corticostéroïdes et des inhibiteurs de la calcineurine qui ciblent la production des cytokines 

(Cajanding, 2018a; Coelho et al., 2012; Gaber et al., 2013; van Sandwijk et al., 2013). 

 

3.2) Modifications du répertoire des réponses T anti EBNA-3A post-transplantation  

En parallèle à la détection des cellules T anti-EBV par cytométrie en flux, nous avons 

étudié le répertoire des réponses T contre BZLF-1 et EBNA-3A par la technique d’ELISpot 

IFNγ. En effet, même si la proportion de cellules T CD8+ anti-EBV périphériques semble 

conservée chez le patient transplanté cliniquement stable en comparaison avec les porteurs sains 

immunocompétents, nos travaux montrent des variations dans le répertoire des réponses T anti-

EBNA-3A selon le contexte clinique. 
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  Chez le donneur sain, nous avons observé que les réponses T anti-EBNA-3A étaient 

dirigées contre des épitopes présents tout au long de la séquence, tandis que celles des patients 

transplantés contrôles étaient majoritairement dirigées contre la portion N-terminale de la 

séquence de EBNA-3A. Prenant en compte que les patients transplantés présentent souvent une 

infection active avec des charges virales EBV détectables, nous avons formulé l’hypothèse que 

les cellules B infectées en latence III, et exprimant EBNA-3A, sont plus abondantes chez le 

patient transplanté que chez le porteur sain. Ainsi, la stimulation chronique par ces cellules 

exprimant EBNA-3A pourrait moduler le répertoire T anti-EBV des patients transplantés. 

Il est intéressant de noter que les protéines de la famille EBNA-3 partagent une région 

d’homologie avec des séquences peptidiques similaires. Cette région d’homologie se trouve 

précisément dans la portion N-terminale de la protéine EBNA-3A. Ainsi, la reconnaissance de 

la région N-terminale de EBNA-3A pourrait avoir une réactivité croisée avec des épitopes 

homologues de EBNA-3B et -3C (Styles et al., 2018). Considérant que dans cette étude les 

patients transplantés contrôles présentaient souvent des charges virales EBV chroniques mais 

stables et qu’ils n’ont jamais eu de complications liées à l’EBV, nous avons formulé l’hypothèse 

que les réponses T anti-EBNA-3A pourraient avoir un caractère protecteur contre le 

développement des LPT EBV. En effet, la grande majorité des LPT EBV+ sont développées à 

partir de cellules B infectées en latence III car c’est le programme d’infection latente qui fournit 

plus d’avantages de survie. Si ces cellules sont très immunogènes et rapidement détruites chez 

le porteur sain immunocompétent, l’impact du traitement immunosuppresseur sur la quantité et 

la qualité des réponses T anti-EBV limite son efficacité pour détruire les LB en latence III après 

transplantation. Toutefois, l’adaptation du répertoire T anti-EBNA-3A pourrait constituer un 

facteur qui favorise la reconnaissance et la destruction des cellules B infectées en latence III. 

En accord avec cette hypothèse, nous avons ensuite observé que les cellules T anti-EBNA-3A 

des patients transplantés qui développent une LPT EBV+ sont moins fréquentes en périphérie 

et qu’elles reconnaissent faiblement la portion N-Terminale de EBNA-3A, tandis que les 

patients LPT EBV- ont un répertoire de réponses T anti-EBNA-3A similaire à celui des patients 

transplantés contrôle. Ce type de défaut du répertoire a déjà été observé contre d’autres gamma-

herpes virus (HHV-8) par notre équipe. En effet, notre équipe a précédemment montré un défaut 

de réponses T CD8+ IFNγ+ anti-HHV-8 chez les patients Kaposi infectés ou non par le VIH, 

mais pas chez les patients atteints de maladie de Castleman multicentrique (Guihot et al., 2006, 

2008). Toutefois, pour notre étude nous avons vérifié si la distribution du répertoire T anti-

EBNA-3A était différente selon les allèles HLA des patients. En effet, les allèles HLA 
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déterminent la composition du peptide présenté et un peptide qui n’est pas présenté par un allèle 

pourrait induire des réponses T efficaces grâce à la qualité (affinité/ avidité) de la présentation 

par un autre allèle. Cependant, nous avons fait une carte des réponses T anti-EBV détectées ex-

vivo et prédites in-silico selon les allèles HLA de chaque patient, et nous n’avons pas trouvé 

d’association entre les allèles HLA et le répertoire des réponses T anti-EBV. Il est intéressant 

de noter que quand on observe avec attention le répertoire des réponses T anti-EBNA-3A des 

patients LPT EBV+, celui-ci ressemble plutôt au répertoire des porteurs sains 

immunocompétents. Ainsi, une autre hypothèse est que les patients transplantés qui 

développent une LPT EBV+ très précoce n’ont pas eu le temps d’adapter leurs réponses T afin 

de contrôler l’infection des LB en latence III. Toutefois, ceci n’explique pas complètement les 

LPT EBV+ qui surviennent plus tard. D’autres hypothèses qui pourraient expliquer les 

différences dans le répertoire T anti-EBNA-3A sont des mécanismes d’échappement viral et/ou 

tumoral, tels que l’épuisement fonctionnel qui pourrait résulter de la stimulation antigénique 

chronique par la protéine EBNA-3A exprimée par les cellules tumorales.  

De même, il existe la possibilité que la souche de l’EBV qui infecte le patient, ainsi que 

des mutations dans la séquence de EBNA-3A résultent en la présentation d’épitopes différents 

à ceux que nous avons utilisés et qui sont issus de la séquence de référence de l’EBV (Jones et 

al., 2010; Palser et al., 2015; Prockop et al., 2019). Par exemple, il a été observé que certaines 

souches d’EBV ont des variations dans la séquence d’EBNA-1 par rapport à la séquence de 

référence; en conséquence, les cellules T anti-EBNA-1 des individus infectés (porteurs 

asymptomatiques immunocompétents et patients LPT) avec des souches EBV EBNA-1-

variantes ne reconnaissent pas les peptides issus de la séquence référence (Jones et al., 2010). 

De même, la protéine EBNA-2 varie souvent entre souches et sa séquence est utilisée pour la 

classification de souches EBV-1 et EBV-2 (Farrell, 2015). Un autre exemple illustrant 

l’échappement tumoral a été observé chez des patients atteints de LPT EBV+ et traités par des 

infusions cellulaires avec des lymphocytes cytotoxiques anti-EBV; dans cette étude, les patients 

qui n’ont pas répondu au traitement présentaient des mutations dans la séquence de la protéine 

EBNA-3B dans la tumeur qui n’était pas reconnue par les cellules transférées et amplifiées avec 

la souche EBV du patient en périphérie (Prockop et al., 2019). Tenant compte que nos 

observations étaient chez 20 patients LPT EBV+, il est peu probable que seulement une 

variation entre la souche de l’EBV ou une mutation dans la tumeur soient responsables des 

différences dans le répertoire. De plus, des SNP ponctuels dispersés dans les séquences des 

gènes EBNA-3 ont aussi été observés. Palser et al. ont étudié la variabilité protéique des 
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principaux épitopes décrits des protéines EBNA-3A, B et C et ils ont pu constater que certains 

épitopes avaient une identité aussi faible que 30% entre souches. En revanche, aucune de ces 

mutations n’a été observée dans les épitopes connus pour les cellules T anti-EBV, suggérant 

que ces mutations n’empêchent pas la reconnaissance du virus par le système immunitaire 

(Palser et al., 2015). Ensemble, nos études montrent que les réponses T anti-EBNA-3A 

pourraient avoir un caractère protecteur contre le développement des LPT EBV+, ce qui est 

encourageant pour l’étude de ces réponses pour le développement des immunothérapies 

spécifiques pour le traitement des LPT EBV+. 

 

3.3) Épuisement des cellules T CD8+ anti-EBV au cours des LPT EBV+ 

Le profil d’expression des points de contrôle immunitaire n’avait jamais été étudié chez 

les patients LPT EBV+ mais une surexpression de PD-1 par les cellules T anti-EBV avait été 

décrite chez les patients transplantés indemnes de LPT présentant des charges virales EBV 

élevées. Dans cette étude, nous montrons que les cellules T anti-EBV des patients LPT EBV+ 

expriment plus PD-1/ Tim-3 par rapport à celles des patients transplantés contrôles. En effet, 

nous avons observé ce phénotype caractéristique des cellules dysfonctionnelles dans le 

compartiment LT CD8+ des patients LPT EBV+ et EBV-, mais uniquement dans les cellules 

spécifiques à l’EBV des patients LPT EBV+. L’épuisement fonctionnel se caractérise par la 

perte progressive de fonctions, dont la production de l’IL-2, du TNFα et, finalement, de l’IFNγ 

(Apetoh et al., 2015; Wherry and Kurachi, 2015). Il est donc possible que la faible proportion 

des cellules T anti-EBV, notamment des cellules T anti-EBNA-3A, que nous avons observé 

chez les patients LPT EBV+ soit liée à l’impossibilité de détecter les cellules T anti-EBV qui 

ne produisent plus ou très peu de cytokines. Ainsi, l’épuisement fonctionnel des cellules T anti-

EBV pourrait être lié à la stimulation antigénique élevée et chronique par le virus, de même que 

l’expression de ligands des récepteurs inhibiteurs par la tumeur. En effet, PD-L1 est souvent 

exprimé par 50% des LPT, dont les LPT EBV+ se caractérisent par l’expression de PD-L1 par 

plus de 80% des cellules tumorales (Green et al., 2012; Kinch et al., 2018). Même si nous 

n’avons pu étudier que deux tumeurs, nos résultats montrent une expression homogène de PD-

L1 par 90% de cellules tumorales dans le LPT EBV+ et uniquement 30% dans le LPT EBV-.  
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4) Le rôle des cellules NK après transplantation et au cours des LPT 

Les cellules NK sont considérées comme la première ligne de défense contre les 

infections virales et les cancers (Azzi et al., 2014; Chijioke et al., 2013; Williams et al., 2005). 

Leur rôle dans le contrôle de l’infection lytique par l’EBV a été bien décrit notament au cours 

de la primo-infection par ce virus (Azzi et al., 2014; Balfour et al., 2013). Cependant, la capacité 

des cellules NK à éliminer les LB infectés en latence reste mal comprise (Lünemann et al., 

2013). Après la transplantation, les cellules NK sont le premier compartiment lymphocytaire à 

se reconstituer et à être fonctionnel, d’où l’importance de mieux comprendre son rôle dans le 

contrôle des LPT précoces (Gooptu et al., 2018; Hadaya et al., 2010; Kho et al., 2012; Müller 

et al., 1997; Savani et al., 2007). Dans notre étude, la numération NK chez les patients 

transplantés cliniquement stables était similaire à celle des donneurs sains, même chez les 

patients présentant une lymphopénie T ou B profonde. En revanche, nous montrons pour la 

première fois une lymphopénie NK au cours des LPT EBV+ et EBV-, qui était plus profonde 

chez les patients LPT EBV+. Des études précédentes n’ont pas détecté cette anomalie 

possiblement en lien avec une intensification récente des traitements immunosuppresseurs 

(Lord and Shows, 2017; Luskin et al., 2015) ou bien car les valeurs absolues des cellules NK 

n’ont pas été analysées (Baychelier et al., 2015; Wiesmayr et al., 2012). Il est important de noter 

que chez le patient transplanté on observe une proportion élevée des cellules NK dans le 

compartiment lymphocytaire car ces patients présentent souvent une lymphopénie T et B, bien 

que les valeurs absolues des cellules NK sont similaires à celles des individus 

immunocompétents. 

Dans notre étude, la lymphopénie NK des patients avec une LPT était distribuée 

équitablement entre les populations CD56Bright et CD56Dim. Au contraire des études précédentes 

trouvent soit une accumulation des cellules NK CD56Dim chez les patients LPT EBV+ adultes 

soit une accumulation des cellules CD56Bright chez les patients LPT EBV+ pédiatriques. A part 

l’âge (Garcia-Prat et al., 2019), le moment après transplantation et le type de transplant peuvent 

jouer un rôle sur la composition du compartiment NK. En effet, au cours du premier mois post 

transplantation les cellules NK CD56Bright sont majoritaires dans le compartiment NK car elles 

ont une capacité supérieure de prolifération. Ensuite, ces cellules moins matures se différencient 

progressivement et le compartiment NK revient à sa composition normale au cours de la 

première année post-transplantation (Bergerson et al., 2016; González et al., 2019; Neudoerfl 

et al., 2013; Peraldi et al., 2015). L’influence du type de transplantation sur la reconstitution 
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NK est principalement liée à la dose et au type d’immunosuppression de maintenance. Par 

exemple, la combinaison de la ciclosporine et du tacrolimus a un impact majeur sur les cellules 

NK CD56Dim , alors que le mycophénolate mofétil affecte plus les cellules NK CD56Bright (Ohata 

et al., 2011).  

De plus, nos résultats ont montré que les patients transplantés ont des proportions plus 

élevées de cellules NK activées HLA-DR+ par rapport à des individus immunocompétents, et 

que cette activation est plus marquée chez les patients LPT EBV+ et EBV-. De même, nous 

avons observé une corrélation entre le niveau élevé d’activation des cellules NK et la diminution 

des cellules NK en périphérie. Ainsi, nous avons formulé l’hypothèse que la lymphopénie NK 

au cours des LPT pourrait être liée à un mécanisme de mort cellulaire-induite par l’activation 

(AICD, activation-induced cell-death). En effet, nous montrons que les cellules NK des patients 

LPT expriment deux marqueurs d’AICD: le récepteur de mort FAS (CD95) (Galluzzi et al., 

2018) et la forme active de la caspase-3, (Crowley and Waterhouse, 2016), en comparaison 

avec les cellules des patients transplantés contrôles. Ceci pourrait expliquer la lymphopénie NK 

plus profonde au diagnostic des LPT. Il est important de noter que l’étude de marqueurs 

d’apoptose dans des échantillons cryopréservés est délicate du fait de la fragilité des cellules. 

Pour cette raison, nous avons effectué une validation rigoureuse de la spécificité de la détection 

des cellules en apoptose (Annexes 2 et 3).  

Nous avons également formulé l’hypothèse qu’une migration importante de cellules NK 

dans la tumeur pourrait résulter en faibles valeurs NK périphériques, mais nous n’avons pas pu 

vérifier cette hypothèse. Toutefois, il est clair qu’une lymphopénie NK peut impacter le contrôle 

immunitaire sur les LPT et leur réponse aux thérapies. C’est notamment le cas des thérapies 

basées sur l’utilisation de rituximab, dans lesquelles les cellules NK sont les principaux 

effecteurs de la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps ciblant les 

lymphocytes B (Markasz et al., 2009). Ainsi, une lymphopénie NK, accompagnée d’une charge 

virale EBV qui augmente rapidement chez le patient transplanté, pourrait servir comme 

biomarqueur pour le développement des LPT. La valeur pronostique de la numération NK 

comme biomarqueur de la réponse au rituximab reste à être déterminée.  

 Par ailleurs, nous avons observé que les cellules NK des patients transplantés contrôles 

expriment PD-1. Ce récepteur inhibiteur est rarement exprimé par les cellules NK sauf dans des 

conditions pathologiques, dont des infections chroniques par d’autres γ-herpesviridae (HHV-8, 

CMV) (Beldi-Ferchiou et al., 2016; Pesce et al., 2017) et au cours de différents types de cancer 
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(Liu et al., 2017; Pittari et al., 2017). Ainsi, il est possible que l’EBV soit directement associé 

à l’expression de PD-1 par les cellules NK. En accord avec cette hypothèse, nous avons ensuite 

observé que l’expression de PD-1 par les cellules NK des patients LPT EBV+ était encore plus 

élevée que chez les patients contrôles, et que le nombre des cellules NK exprimant PD-1 était 

corrélée à la charge virale EBV chez les patients LPT EBV+. En concordance avec nos 

observations, Wiesmayr et al. ont aussi rapporté une surexpression de PD-1 par les cellules NK 

des patients LPT EBV+ pédiatriques et que le blocage de l’axe PD-1/PD-L1 in vitro peut 

rétablir la capacité de production des cytokines par les cellules NK CD56Bright et de 

dégranulation par les cellules CD56Dim (Wiesmayr et al., 2012). Dans notre étude, la capacité 

cytotoxique des cellules NK totales n’était pas altérée chez les patients transplantés avec ou 

sans LPT (Annexe 3). En revanche, nous avons observé des proportions élevées des cellules 

NK produisant de l’IFNγ chez les patients transplantés lymphopéniques en association avec des 

charges virales EBV élevées, suggérant encore que l’activation excessive de ces cellules par le 

virus pourrait résulter en une déplétion des cellules NK périphériques. De plus, les cellules NK 

IFNγ+ des patients LPT EBV+ exprimaient plus de PD-1 que celles des patients transplantés 

contrôle. Ensemble, nos résultats suggèrent que la surexpression de PD-1 par les cellules NK 

pourrait être associée à l’hyperstimulation antigénique par l’EBV et contribuer ainsi à la 

physiopathologie des LPT EBV+ ; ceci encourage le développement des immunothérapies NK 

pour le traitement des LPT EBV+. 

 

5) Motifs d’expression des points de contrôle immunitaires au cours des LPT 

EBV+ et LPT EBV- : cause ou conséquence? 

Nos résultats montrent une surexpression de PD-1 par les cellules NK et T CD4+ 

périphériques au cours des LPT EBV+. La proportion de cellules T CD8+ PD-1+ n’était pas 

différente parmi les 3 groupes de patients transplantés avec ou sans LPT. Or, nous avons montré 

que l’expression de PD-1 est élevée les premières années post- transplantation qui est la période 

à laquelle la plupart des LPT EBV+ surviennent. En revanche, les cellules T CD4+ et NK des 

patients LPT EBV+ exprimaient des valeurs nettement supérieures de PD-1 aux  autres groupes. 

Une forte expression de PD-1 par les cellules T CD4+ peut avoir différentes significations selon 

le sous-type fonctionnel, par exemple s’il s’agit des cellules « helper » conventionnelles qui 

sont (sur-)activées ou bien des cellules régulatrices (Treg) qui utilisent l’axe PD-1/PD-L1 pour 
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induire une tolérance antigénique. Cependant, ces dernières sont minoritaires dans le sang 

périphérique (Abbas et al., 2017; Francisco et al., 2010). Comme discuté dans la section 

précédente, l’expression de PD-1 par les cellules NK a été principalement associée à des 

conditions pathologiques, dont des infections chroniques par d’autres γ-herpesviridae (HHV-8, 

CMV) (Beldi-Ferchiou et al., 2016; Pesce et al., 2017) et pourrait donc être associée à l’EBV. 

Ainsi, la surexpression de PD-1 que nous avons observée dans plusieurs compartiments 

lymphocytaires des patients LPT EBV+ suggère que ce récepteur inhibiteur pourrait être 

impliqué dans l’immunopathologie des LPT EBV+.  

 

5.1) Association entre l’expression de Tim-3 et la progression des LPT EBV- 

En parallèle, nous avons observé que l’expression du récepteur inhibiteur Tim-3 était 

supérieure à la surface des cellules T circulantes des patients avec une LPT (EBV+ et EBV-) 

en comparaison aux patients transplantés contrôles. Tim-3, comme plusieurs autres points de 

contrôle immunitaire inhibiteurs, est normalement exprimé par les cellules T activées dans le 

cadre de l’autorégulation de l’intensité de la réponse immunitaire (Abbas et al., 2017; Granier 

et al., 2018). Cependant, une augmentation soutenue de l’expression de Tim-3, en particulier 

lorsqu’elle est accompagnée d’autres récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, rend la cellule T 

dysfonctionnelle (Anderson, 2014; Apetoh et al., 2015; Granier et al., 2018). Dans le contexte 

des LPT EBV-, nous avons observé qu’une proportion élevée des cellules T CD4+ Tim-3+ en 

périphérie était associé à une lymphopénie T CD4+. Ainsi, nous avons étudié l’association de 

Tim-3 avec le pronostic des LPT et nous avons trouvé que la survie sans progression était 

significativement affectée chez les patients LPT EBV- qui présentaient des proportions élèves 

des LT CD4+ Tim-3+ au diagnostic, alors que ce phénotype ne s’associait pas au pronostic des 

patients LPT EBV+. Une observation similaire a été rapportée chez des patients 

immunocompétents avec un lymphome non-hodgkinien (Yang et al., 2012). Dans cette étude, 

c’est le nombre de LT CD4+ intra-tumoraux exprimant Tim-3 qui était associé au pronostic, 

alors que nous avons étudié uniquement les valeurs dans le sang périphérique. Le 

microenvironnement tumoral est clairement trop complexe pour conclure que les observations 

dans le sang périphérique en sont représentatives. Tout de même, Yang et al. montrent 

également que l’expression de Tim-3 par les LT périphériques augmente proportionnellement 

à celle des LT intra-tumoraux chez les patients immunocompétents avec un lymphome non-

hodgkinien.  
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Par ailleurs, nous avons observé que les cellules NK des patients LPT EBV- sur-

expriment Tim-3 par rapport aux LPT EBV+ et avec une augmentation marquée en 

comparaison aux patients transplantés contrôles. Tim-3 est normalement exprimé par la plupart 

des cellules NK CD56dim matures, mais il a été suggéré que son expression augmente avec le 

degré de maturation de la cellule NK. Ainsi, le rôle physiologique de Tim-3 serait de limiter la 

capacité cytotoxique de la cellule (Ndhlovu et al., 2012; So et al., 2019). Dans un contexte 

pathologique, la surexpression deTim-3 par les cellules NK a été observée au cours des cancers 

hématologiques et solides de l’immunocompétent et associée à un épuisement fonctionnel qui 

peut être débloqué in-vitro avec des anticorps antagonisant l’interaction de Tim-3 avec ses 

ligands (Gonçalves Silva et al., 2017; Hadadi et al., 2019; So et al., 2019; Tallerico et al., 2017; 

Xu et al., 2015). Cependant, de même que d’autres récepteurs inhibiteurs des cellules NK, il 

semble peu probable que Tim-3 seul soit capable d’inhiber complètement la fonction de la 

cellule NK (Bi and Tian, 2017; Elliott and Yokoyama, 2011; Sivori et al., 2019). Dans notre 

étude, l’augmentation de l’expression de Tim-3 par les cellules NK des patients LPT EBV- 

n’était pas accompagnée de la dérégulation d’autres récepteurs activateurs (NKG2C, NKp46, 

NKp30) ou inhibiteurs (NKG2A, KIRs, PD-1). De même, les cellules NK des patients LPT 

EBV- ont montré une capacité fonctionnelle (production d’IFNγ et dégranulation mesurée par 

l’expression de CD107a) similaire à celle d’autres patients transplantés (contrôle et LPT 

EBV+). Finalement, le balance entre cellules CD56Bright et CD56Dim chez ces patients était 

respecté. Il est donc peu probable que Tim-3 soit associé à un phénotype d’épuisement 

fonctionnel généralisé des cellules NK au cours des LPT EBV-. Toutefois, nous avons mesurée 

la capacité cytotoxique des cellules NK contre la lignée cellulaire de référence K562 dérivé 

d’une leucémie myéloïde chronique. Il est donc probable que la capacité fonctionnelle in-vivo 

des cellules NK soit moins efficace contre les cellules tumorales et que l’utilisation de lignées 

cellulaires plus pertinentes aurait pu démasquer un défaut de la cytotoxicité des cellules NK. 

Nonobstant, prenant en considération que l’expression de Tim-3 était élevée dans plusieurs 

populations lymphocytaires chez les patients LPT EBV-, on peut suspecter que chez ces 

malades il existe une expression élevée des ligands de Tim-3 que stimule l’expression de Tim-

3 par les lymphocytes T et NK. Un exemple en lien avec cette hypothèse sont les travaux de 

Gonçalves Silva et al. sur la leucémie aigüe myéloïde, qui ont observé une sécrétion élevée de 

galectine-9 par les cellules tumorales. Dans cette même étude, ils montrent que la sécrétion de 

la galectine-9, un ligand soluble de Tim-3, crée une boucle de rétro-alimentation avec 

l’augmentation de l’expression de Tim-3 qui interagit avec plus de molécules de galectine-9. 

Ainsi, les auteurs suspectent une inhibition collatérale de cellules immunitaires par la galectine-
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9 (Gonçalves Silva et al., 2017). Même si nos résultats ne nous permettent pas de définir si Tim-

3 est à l’origine ou bien une conséquence de la maladie, il est néanmoins clair qu’il est associé 

à la physiopathologie des LPT EBV-. De même, la détection de cellules T CD4+Tim-3+ en 

périphérie pourrait être intéressante comme biomarqueur de progression des LPT EBV- pour 

les cliniciens du fait de la simplicité de standardiser sa détection par cytométrie de flux en 

routine clinique.   
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Conclusion  

 

En conclusion, ces études de caractérisation de l’immunité T et NK chez les patients 

transplantés cliniquement stables ou ayant développé une LPT EBV+ ou une LPT EBV-, nous 

ont permis de montrer de nouveaux mécanismes impliqués dans l’immunophysiopathologie de 

l’infection par l’EBV après transplantation, d’identifier des biomarqueurs pronostics des LPT 

EBV- et de proposer de nouvelles pistes pour le développement des immunothérapies 

innovantes pour les LPT EBV+. 

Dans notre première étude, nous montrons chez le patient transplanté du rein 

cliniquement stable, que l’activation élevée du compartiment T CD8+ se maintient au-delà de 

12 ans post-transplantation, tandis que le récepteur inhibiteur PD-1 est surexprimé par les 

cellules T CD8+, mais diminue avec le temps post-transplantation. Nous montrons également 

que les cellules NK sur-expriment PD-1 chez ces patients dans un contexte d’infection par 

l’EBV. Bien que le nombre de patients inclus dans cette première étude reste limité, l’ensemble 

de résultats obtenus apporte des nouvelles pistes sur les modifications du système immunitaire 

post-transplantation en réponse à l’immunosuppression iatrogénique, à la reconstitution 

homéostatique et à la stimulation allo-antigénique chronique, et ouvre la voie à des études de 

validation sur un plus large nombre de patients.  

Par ailleurs, nos deux études montrent un défaut de la réponse Th1 contre les protéines 

latentes de l’EBV chez le patient transplanté quel que soit le contexte clinique: stable, LPT 

EBV+ ou LPT EBV-, tandis que la reconnaissance de la portion N-terminale de la protéine 

latente EBNA-3A par les cellules T pourrait être de caractère protecteur contre le 

développement des LPT EBV+. De même, nous décrivons une lymphopénie NK profonde au 

diagnostic des LPT. En particulier, chez les patients LPT EBV+, cette lymphopénie NK était 

accompagnée d’une expression élevée des marqueurs d’activation (HLA-DR et CD69), de mort 

cellulaire induite par l’activation (FAS et Caspase-3), et du récepteur inhibiteur PD-1 par ces 

mêmes cellules dans un contexte de charges virales EBV élevées. Ainsi, nous montrons pour la 

première fois des altérations spécifiques de la réponse T anti-EBV qui pourraient constituer un 

rationnel pour l’utilisation, le développement et l’amélioration des immunothérapies pour les 

LPT EBV+. 
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Finalement, nous décrivons une association entre la survie des patients LPT EBV- et la 

présence d’une lymphopénie T CD4+ ou d’une proportion élevée des cellules T CD4+ Tim-3+ 

au diagnostic. Nos résultats soulignent la valeur pronostique de ces deux marqueurs spécifiques 

des LPT EBV-, qui pourraient constituer le rationnel pour une étude de validation à plus large 

échelle afin de déterminer leur indépendance à d’autres facteurs de mauvais pronostic des LPT 

et de guider le développement des biomarqueurs pronostiques facilement utilisables en clinique 

pour adapter des protocoles thérapeutiques. 

Ensemble, ces travaux mettent en évidence différents mécanismes 

immunopathologiques pour les LPT EBV+ et les LPT EBV-, et ouvrent la voie à de nouvelles 

pistes pour la surveillance prospective et le développement des immunothérapies pour ces 

maladies.  
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Perspectives  

Ces études de caractérisation immunologique chez le patient transplanté cliniquement 

stable ou ayant développé une LPT associée ou pas à l’EBV, nous ont permis de décrire des 

marqueurs pronostiques des LPT EBV-, ainsi que des altérations spécifiques de la réponse anti-

EBV chez les patients LPT EBV+. 

L'identification de marqueurs prédictifs et pronostiques immuno-virologiques des LPT 

est un élément d’intérêt pour adapter les stratégies thérapeutiques. Par exemple, le suivi de la 

charge virale EBV après la transplantation permet d’identifier les patients à risque de 

développer une LPT et de proposer l’utilisation des thérapies prophylactiques à un stade 

précoce de la maladie. De même, un marqueur pronostique peut fournir au clinicien un outil 

supplémentaire pour déterminer la gravité de la maladie, pour la prise de décisions 

thérapeutiques et pour la proposition d’alternatives thérapeutiques innovantes. Nos résultats 

montrent la valeur pronostique de la numération lymphocytaire T CD4+ et de l’expression du 

point de contrôle immunitaire Tim-3 par les LT CD4+ circulants au diagnostic de LPT EBV-. 

Même si ces observations nécessitent d’abord d’être confirmées à plus large échelle, 

notamment, leur indépendance à d’autres facteurs de mauvais pronostic des LPT (âge, réponse 

clinique au rituximab) (Caillard et al., 2013; Trappe et al., 2015) ; elles ont l’avantage de 

pouvoir être mises en place dans les centres hospitaliers à échelle régionale ou nationale de 

façon assez simple et rapide. D’abord car il s’agit de biomarqueurs du sang périphérique peu 

invasifs; ensuite, car la numération de valeurs lymphocytaires se fait déjà en routine clinique 

de façon standardisé. De même, la détection de cellules T CD4+Tim-3+ périphériques par 

cytométrie en flux peut être facilement standardisée : dans notre laboratoire cette technique est 

désormais pratiquée en routine clinique. Toutefois, une compréhension plus approfondie de 

l’expression de Tim-3 par les lymphocytes périphériques et intra-tumoraux au cours des LPT 

EBV- est d’abord souhaitable afin de pouvoir établir son rôle dans l’immunopathologie des 

LPT EBV-.  

Ces travaux mettent également en avant des pistes nouvelles qui pourraient servir de 

rationnel pour l’utilisation et le développement de différentes immunothérapies pour les LPT. 

Par exemple, nous décrivons pour la première fois une lymphopénie NK profonde au diagnostic 

des LPT. Cette altération pourrait être intéressante pour l’étude des mécanismes de résistance 

des LPT au rituximab. En effet, le rituximab est souvent utilisé comme traitement préemptif et 
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curatif des LPT, en association avec la baisse de l’immunosuppression quand cette dernière est 

possible, et l’un de ses mécanismes d’action principaux repose sur l’ADCC induite par les 

cellules NK. Ainsi, nos résultats soulignent une nouvelle piste pour l’étude du rôle de la 

lymphopénie NK dans la résistance au rituximab. Ces aspects pourront être explorés par la suite 

en lien avec le réseau K-Virogref. 

Prenant en considération que les cellules NK sont la première ligne de défense contre 

les infections et le cancer, la lymphopénie NK que nous observons au diagnostic des LPT ouvre 

également la voie à l’exploration des immunothérapies cellulaires basées sur les cellules NK, 

telles que les cellules CAR-NK. En effet, cette stratégie est encore en cours de développement 

et 3 essais cliniques avec des CAR-NK anti-CD22 et/ou anti-CD19 sont en phase de 

recrutement des patients avec un lymphome B (CD19+ ou CD22+, selon le cas) réfractaire à la 

première ligne thérapeutique et sans restriction pour les patients transplantés de CSH 

(clinicaltrials.gov; NCT03824964, NCT03690310, NCT03692767). Un quatrième essai 

clinique est dans une phase d’étude plus avancée (début de phase 2; NCT03056339) est 

désormais en train de tester l’efficacité des CAR-NK anti-CD19 et les premiers résultats 

montrent des réponses chez plus de 70% des patients traités pour un lymphome après échec de 

plusieurs lignes thérapeutiques (Liu et al., 2020). Un avantage des CAR-NK est que ces 

thérapies sont manufacturées à partir de cellules NK allogènes du cordon ombilical, ce qui 

réduit considérablement le temps de manufacture en comparaison aux CAR-T anti-CD19 

autologues. De plus, cette stratégie est compatible avec l’utilisation chez le patient transplanté 

et ouvre la perspective de créer des banques de cellules CAR-NK immédiatement disponibles.  

Dans la même perspective de développement d’immunothérapies cellulaires 

immédiatement disponibles pour le traitement des LPT EBV+, les injections des CTL anti-EBV 

offrent la possibilité de standardiser un traitement ciblé et d’utilisation immédiate. D’abord car 

la cytotoxicité contre la greffe est limitée grâce à la spécificité de ces cellules; ensuite, car les 

protéines virales fonctionnent comme des épitopes tumoraux publics. En effet, des banques de 

CTL-EBV sont en développement dans plusieurs centres d’oncohématologie au niveau 

international. Cependant, l’efficacité de ces thérapies pourrait être améliorée, notamment, par 

une meilleure compréhension des réponses protectrices contre le développement des LPT 

EBV+. De plus, l’utilisation « tripartite » des CTL anti-EBV allogéniques chez le patient greffé 

reste délicate (Haque et al., 2007; O’Reilly et al., 2016; Prockop et al., 2020). Nos résultats 

suggèrent que les réponses T anti-EBNA-3A pourraient avoir un caractère protecteur contre le 
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développement des LPT EBV+. Ainsi, pourraient-ils servir comme rationnel pour le 

développement des CTL anti-EBV enrichis avec ces spécificités, plus efficaces pour contrôler 

la prolifération de cellules B infectées en latence III. En effet, le répertoire des cellules T 

spécifiques présentes dans les infusions des CTL anti-EBV n’a pas été systématiquement 

documenté (Bieling et al., 2018; Gallot et al., 2014; Prockop et al., 2020).  

Par ailleurs, nous avons observé que les réponses T anti-EBV chez le patient LPT EBV+ 

sont majoritairement dirigées contre les protéines lytiques, mais que les réponses T anti-EBV 

sont dirigées contre les protéines latentes et lytiques de l’EBV de façon équitable chez le patient 

transplanté indemne de LPT ou ayant développé une LPT EBV-. Du point de vue clinique, les 

réponses T anti-EBV lytique ont un intérêt mineur car les tumeurs LPT EBV+ présentent 

principalement des cellules infectées en latence III et n’expriment que très rarement des 

protéines du cycle lytique (Rea et al., 1994). Toutefois, la présence majoritaire de ces réponses 

chez les patients LPT EBV+ souligne l’importance de définir des réponses anti-EBV 

protectrices pour adapter le développement des immunothérapies cellulaires. Même si nos 

observations se limitent à un nombre réduit de patients, un premier pas vers leur confirmation 

pourrait se baser sur leur validation prospective chez des patients LPT EBV+. De même, des 

études à futur visant à comprendre le répertoire des cellules T anti-EBV polyclonales injectées 

en clinique pourrait aider à valider la qualité protectrice des réponses anti-EBNA-3A et même 

dévoiler d’autres réponses protectrices contre l’EBV.  

Finalement, les immunothérapies qui se basent sur le blocage des points de contrôle 

immunitaires sont en train de révolutionner le traitement contre le cancer. Cependant, leur 

utilisation chez le patient transplanté est délicate du fait du risque de restaurer les réponses 

immunitaires dirigées contre le greffon et d’induire un rejet de la greffe. C’est le cas notamment 

des anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 et anti PD-1. Ces stratégies réactivent les 

lymphocytes T de façon peu spécifique et ont montré un taux élevé de rejet aigu du greffon 

(>50% des cas) chez le patient transplanté traité avec des anti-PD-1 et/ou des anti-CTLA-4 

(Chae et al., 2018).  D’autres types de mAbs qui modulent la réponse immunitaire sont les mAB 

anti-Tim-3, qui commencent à être évalués en mono et bithérapie chez le patient 

immunocompétent avec un lymphome B (clinicaltrials.gov NCT03489343, NCT03311412). 

Des données préliminaires montrent que le potentiel de restauration immunitaire des anti-Tim-

3 serait inférieur à celui des anti-PD-1/PD-L1, mais les données cliniques restent trop limitées 

pour l’instant pour envisager leur utilisation chez le patient transplanté. 
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 Ainsi, ces travaux ouvrent la voie à pluieures perspectives pour la prise en charge des 

LPT EBV+ et EBV- et encouragent l’étude et le développement des immunothérapies 

innovantes pour le traitement de ces maladies.  
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Annexe 1 : Profil polyfonctionnel des cellules T CD8+ anti-EBV des patients 

transplantés cliniquement stables ou ayant développé une LPT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Le profil polyfonctionnel des réponses T CD8+ contre la protéine lytique BZLF-1 (à gauche) 

et contre un mélange de peptides optimaux dérivés des différentes protéines latentes (à droite) 

de l’EBV a été généré avec une stratégie de gate booléen selon la production simultanée de 

cytokines (IFNγ, IL-2, TNFα) par les cellules T CD8+ après 6h de stimulation ex-vivo avec 

les peptides. Cette analyse a été faite chez les patients pour lesquels au moins 100 cellules T 

CD8+ anti-EBV ont été détectées et dans un nombre supérieur au bruit de fond dans le control 

négatif (incubation sans peptides). Les différences entre les profils des patients transplantés 

contrôles (TC, n=13), avec un lymphome post-transplantation induit par l’EBV (EBV+PTLD, 

n=10) ou non lié à l’EBV (EBV-PTLD, n=14) ont été déterminées en utilisant le logiciel 

GraphPad Prism 6 avec un test de Kruskal-Wallis suivi du test de Dunn avec correction de 

comparaisons multiples (P*<0.05). 
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Des PBMCs cryopréservées d’un patient ont été marquées immédiatement après décongélation, 

24h après décongélation ou après avoir subi un traitement thermique à 43° C pendant 1h pour 

induire une apoptose, afin de valider la spécificité de l’anticorps et de déterminer le moment 

optimal du marquage après décongélation des PBMCs. La stratégie de sélection de cellules NK 

a consisté à sélectionner les cellules CD3-CD56+ parmi les lymphocytes vivants après avoir 

éliminé les doublons. Les images montrent l’expression de la caspase-3 active dans la population 

NK CD3-CD56+. Nous pouvons noter que le nombre de cellules NK positives au marquage de 

caspase-3 active est supérieure immédiatement après décongélation (à gauche) qu’à 24h post-

décongélation (centre), quand les cellules en cours d’apoptose ont fini de mourir. De même, la 

spécificité de l’anticorps a été validée car le nombre de cellules entrant en apoptose a augmenté 

après le traitement thermique (à droite).    

Annexe 2 : Test de validation de l'anticorps anti-Caspase-3 active sur 

cellules cryopréservées 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Marquage après 23H à 37°C 5%CO2 + 1H à 43°C Marquage immédiatement après la décongélation Marquage après 24H à 37°C 5%CO2 
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Annexe 3 : Phénotype des cellules NK cryopréservées des donneurs sains. 

 

 

  

Pour ce travail, toutes les techniques expérimentales utilisant des PBMCs cryopréservées ont 

été préalablement validées avec des cellules de donneurs sains. Ici sont montrées les données 

(non publiées) du phénotype et de la fonction des cellules NK des donneurs sains, et sont 

présentées à côté des données des patients. L’échelle des axes est la même pour les donneurs 

(HC) et les 3 groupes de patients. Nous pouvons observer que l’expression des marqueurs 

d’apoptose par les cellules des donneurs sains est très similaire à celle des patients transplantés 

contrôles.    
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Résumé 

Les lymphoproliférations post-transplantation (LPT) sont des complications évolutives qui 

surviennent dans un contexte d’immunosuppression thérapeutique et sont fréquemment 

associées au virus oncogène d’Epstein Barr (EBV). Les LPT EBV+ et les LPT EBV- 

surviennent dans des contextes viraux et d’immunosuppression différents et pourraient avoir 

des immunopathologies différentes. En effet, les mécanismes expliquant la défaillance des 

réponses immunitaires, à la fois envers la tumeur et le virus, restent mal définis. Ainsi, l’objectif 

général de ce travail a été de caractériser les altérations phénotypiques et fonctionnelles des 

principaux acteurs de l’immunité anti-virale et anti-tumorale : les lymphocytes T et les cellules 

NK, afin de mieux comprendre l’immunopathologie des LPT EBV+ et EBV-. 

Dans la première partie de ce travail, nous avons procédé à la caractérisation du statut 

immunologique de 10 patients transplantés rénaux indemnes de LPT (TR), qui ont été comparés 

à 30 donneurs sains (DS) afin de mieux comprendre les altérations de la réponse anti-EBV liées 

à la transplantation rénale chez l’adulte. Nous avons observé une lymphopénie T CD4+ 

persistante chez les TR, accompagnée de faibles réponses Th1 contre les peptides latents de 

l’EBV (vs DS, P=0.0012) qui pourraient être impliquées dans la perte de contrôle immunitaire 

sur l’infection par l’EBV. A l’inverse, la proportion de cellules T CD8+ anti-EBV périphériques 

était conservée chez les patients TR en comparaison aux DS mais différait dans le répertoire 

antigénique des réponses T anti-EBNA-3A. En effet, ce répertoire se concentre dans la portion 

N-terminale de la protéine contenant le domaine d’homologie de la famille des protéines 

EBNA-3 chez les patients TR, tandis que les réponses des DS sont dirigées contre la portion 

centrale de la protéine. Par ailleurs, nous avons montré pour la première fois que l’activation 

élevée des cellules T CD8+ totales persiste en médiane 12 ans post transplantation rénale et que 

la surexpression de PD-1 par les lymphocytes T CD8+ totaux chez les patients TR (vs DS, 

P=0.0424) se normalise avec le temps après transplantation (Rho= -0.8511, P=0.0025). La 

surexpression de PD-1 par les cellules NK n’avait pas été décrite chez le patient transplanté 

cliniquement stable (vs DS, P=0.0093).  

Pour la deuxième partie de ce travail, nous avons collaboré avec K-Virogref, le réseau expert 

de référence des cancers viro-induits post transplantation. Avec l’objectif d’identifier des 

nouveaux biomarqueurs immunologiques des LPT, nous avons comparé au diagnostic des 

patients LPT EBV+ (n=60) vs des patients LPT EBV- (n=39), et en comparaison avec des 

patients transplantés contrôles indemnes de LPT (n=21). Nos résultats ont montré que la survie 

sans-progression des patients LPT EBV- était significativement inferieure chez les patients qui 

présentant une lymphopénie T CD4+ inférieure à 300 cellules/mm3 (P<0.0001) ou un 

pourcentage de cellules T CD4+ périphériques exprimant le point de contrôle immunitaire Tim-

3 supérieur à 5% (P=0.0339) au diagnostic. Cette observation n’a pas été retrouvée pour les 

LPT EBV+. En revanche, les patients LPT EBV+ présentaient une lymphopénie NK marquée 

(médiane=67 cellules/mm3) accompagnée de proportions élevées des cellules NK périphériques 

activées (CD69+HLA-DR+), exprimant des marqueurs d’apoptose (FAS et Caspase-3) et sur-

exprimant le récepteur inhibiteur PD-1. Par ailleurs, l’infiltrat T CD8+ était faible (10%) dans 

les deux tumeurs EBV+ et EBV-, tandis que les cellules T anti-EBV des patients LPT EBV+ 

circulaient à des proportions significativement inferieures (vs LPT EBV-); présentaient un 

phénotype d’épuisement (PD-1+/Tim-3+) et montraient une faible reconnaissance de la portion 

N-terminale de la protéine EBNA-3A par rapport aux patients transplantés contrôles et LPT 

EBV-.  
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En conclusion, les résultats de ces travaux explorent  l’ensemble de modifications de l’immunité 

anti-EBV après transplantation rénale, modulées par le contexte d’immunosuppression 

thérapeutique chronique, de stimulation allogénique et de l’infection par l’EBV. Nos résultats 

mettent également en évidence des mécanismes immunophysiopathologiques différents entre 

les LPT EBV+ et les LPT EBV-, et fournissent des nouveaux indices qui pourraient guider le 

développement des biomarqueurs pronostiques des LPT EBV-, et d’immunothérapies 

innovantes contre les LPT EBV+. 

Mots clés : [Lymphoproliférations post-transplantation, EBV, transplantation, cellules T anti-EBV, 

cellules NK, survie, PD1, Tim-3] 
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[Immunologic characterization and detection of innovative biomarkers of post-transplant 

lymphoproliferative diseases] 

 

Abstract 

 

Post-transplant lymphoproliferative disorders (PTLDs) are heterogeneous tumors arising after 

solid organ and hematopoietic stem cell transplantation often related to the Epstein-Barr virus. 

EBV+PTLDs arise in a different immunosuppression/viral context than EBV-PTLDs and might 

result from a distinct immunopathology, but this has never been studied before. Indeed, the 

underlying mechanisms leading to the loss of immune control over the virus and the tumor 

remain poorly understood. The global objective of this work was to characterize the immune 

alterations of the main anti-viral and anti-tumoral lymphocytes: T cells and NK cells, to better 

understand the underlying pathologies of EBV+ and EBV- PTLDs. 

 

The first part of this work aimed to better understand how long-term immunosuppression 

impacts the immune control over EBV in adult kidney transplant recipients (KTRs n=10), 

compared to healthy controls (HCs n=30). We found low Th1 effector CD4+ T cell responses 

against latent EBV proteins in KTRs (vs HCs, P=0.0012), associated with a persistent CD4+ T 

lymphopenia involving the naïve CD4+ T cell subset. Conversely, the frequencies of total EBV-

specific CD8+T cells were conserved in KTRs and spanned a wider range of EBNA-3A peptides 

(5/7responders) than in HCs (5/7responders).  Those modifications of the EBV-specific T cell 

response were associated with a persistent activation of highly-differentiated senescent CD8+ 

T cells and PD-1 overexpression by CD8+ T cells and NK cells (vs HCs, P=0.0424 and 

P=0.0093). Noteworthy, PD-1 expression on CD8+ T cells normalized with time after 

transplantation (Rho= -0.8511, P=0.0025). 

 

The second part of this work aimed to comparatively describe the T-cell and NK-cell 

compartments in EBV+ and EBV- PTLDs and identify new immune-targets that could be used 

for EBV+/EBV-PTLD surveillance and immunotherapies. Ninety-nine PTLD patients [EBV+ 

(n=60) and EBV- (n=39)] were prospectively included between 2013 and 2019 by the K-

Virogref study group, immediately after diagnosis and before PTLD treatment, and compared 

to 21 transplant controls (TCs). We observed a significantly lower progression-free survival of 

EBV-negative PTLDs patients with low CD4+ T-cell counts (<300 cells/mm3, P<0.0001) and 

with high CD4+ T-cell expression of TIM-3 (>5%, P=0.0339), but not in EBV+PTLDs. 

Conversely, a profound NK-cell lymphopenia (median=67 cells/mm3) was observed in 

EBV+PTLDs, in association with increased expression of activation-induced cell death markers 

(FAS and caspase-3) and PD-1 by peripheral NK cells. Both EBV+PTLD and EBV-PTLD 

tumors had low (<10%) CD8+ T-cell infiltration and EBV-specific T cells of EBV+PTLDs 

patients circulated in significantly lower frequencies, showed immune-exhaustion and poorly 

recognized the N-terminal portion of the EBNA-3A protein when compared to the other groups. 

 

In conclusion, our findings provide new insights into the immunopathology of EBV infection 

after renal transplantation and highlight distinct patterns of immunopathological mechanisms 

between these EBV+ and EBV- PTLDs two diseases, providing new clues for prospective 

surveillance and immunotherapeutic strategies 
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