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EBV

CMV

Adénovirus

HHV6
JC virus

BK 
virus

Virus respiratoires
RSV, Influenza, etc

VZV

HSV

Les infections virales post-greffe

Réactivation de virus 
latents 
Répertoire mémoire T 
présent mais atténué par 
l’immunosuppression ou 
épuisé

CMV

EBV

Infections acquises
Répertoire mémoire T 
Présent ou non
Primo infection et 
Immunosuppression 
– mauvaise équation.
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Immunothérapie adoptive

– Transfert (injection) de cellules immunitaires manipulées ex vivo

Laboratoires spécialisés requis
Réglementation 
Expertise médicale particulière

IA utilisée pour traiter des 
cancers réfractaires, infections 
résistantes – sauf exception 
sous couvert expérimental
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CMV (SCT, SOT)

Adenovirus
(SCT)

HHV6
JC virus (SCT)

BK virus 
(SCT)

Respiratory viruses
RSV, Influenza, etcVZV

HSV Données disponibles
En cours de 
développement

Immunothérapie adoptive et infections virales
EBV (SCT, SOT)

SCT – « stem cell transplant »

SOT – « solid organ transplant »
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Résultats cliniques

Petites séries, populations hétérogènes, types de manipulations ex vivo variables

Taux de réponse (EBV, CMV, Adenovirus, BK) – 60-70%
Patients réfractaires, la majorité sont des réponses complètes

Prophylaxie en greffe de moelle (cellules obtenues du donneur) et 
sevrage éventuel de l’immunosuppression (persistance à long terme) –
Excellent (100% pour EBV dans la plus grande étude – 100 patients –
données prometteuses mais plus fragmentaires en CMV, BK, etc). 

Cellules « tierce partie » - 50-60% de réponse, persistance limitée.

Utilisation concomitante d’immunosuppresseurs est possible (sauf 
anticorps déplétants et cortico à >0.5mg/kg équivalent prednisone) mais 
peut affecter la persistance des cellules transféréesREPRODUCTION INTERDITE



En greffe d’organes…

Les résultats (plus fragmentaires) sont similaires – cas d’infections/PTLD 
réfractaires

Données disponibles en CMV et EBV 
Lignées autologues et « tierce partie » - challenge de stimuler un 
répertoire naifs ou immunosupprimé/post-chimio, etc

Approche préemptive ?
Autre virus/pathogènes ?
Enjeux de persistance et fonctionnalité dans un contexte d’immunosuppresison
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Peripheral blood
mononuclear cells

(PBMC)

B-cell

Immortalization
with EBV

Co-culture 
with cytokines

Outgrowth of 
virus-specific T 

cells
Monocyte-derived

dendritic cells

Gene 
modification

irradiation

Exposure to relevant 
antigenic peptides

Selection/enrichment of  
virus-specific cells

Short incubation

1990-2000

Early-Mid
2000’s

Late 2000’s and 
early 2010’s

T-cell +

Exposure to relevant 
antigenic peptides

CMV-infected fibroblasts
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Prevention et traitement des lymphomes EBV+ réfractaires 

à HMR par immunothérapie adoptive (NCT 02580539)
Inspiré de Gerdemann, Mol Ther 2012
Orio, Cytotherapy 2015
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Réactivité restreinte aux antigènes 
des virus ciblés

Aucun effet secondaire à 
ce jour (10 patients)

Possibilité de multiplexer –
plusieurs virus à la fois 

Papadopoulou et al. Sci Transl med 2014

Vasileilou et al. Haematologica 2019

Ne fonctionne que pour des 
répertoires T mémoires et en santé
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Traitement de PTLD réfractaires par immunthérapie adoptive

Pré-infusion Post-infusion

63F
Greffée du foie (R-EBV-, D-
EBV+) sous Advagraft

PTLD réfractaire à 6 cycles 
de R-CHOP

Infusion de cellules d’un 
tier (frère haploidentique, 
EBV+)

2 infusions à 2 mois 
d’intervalle.REPRODUCTION INTERDITE



Nouveaux défis

Stimulation de répertoires naifs
Étendre vers d’autres indications
Améliorer les produits cellulaires T

Possible – protocole long, 
stimulations multiples

Janelle et al J Trans med 2015
Boudreau et al. Transfusion 2019

BK virus – thérapie autologue 
pour prévenir et traiter la 
néphropathie au polyomavirus

Lamarche et al. Transplantation 2017

Biologie fondamentale de la 
réponse du  lymphocyte T 
(différenciation et destins 
cellulaires)
Modifications génétiques REPRODUCTION INTERDITE



Pour la première fois – établir un protocole pour générer des lignées BK-
spécificiques chez des patients greffés du rein à risque ou souffrant de 
PVAN

Caractérisation des lignées produites
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X

Monocyte-derived
dendritic cells

Répertoire ? 
diffonctionnel

Échec d’expansion
Réactivité spécifique 
limitée
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Expansion, differenciation et réactivité améliorée suite à une stimulation DC
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Cytotoxicité BK-spécifique et absence de xenoreactivité
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Expansion et persistance des cellules transférées chez les souris
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Et maintenant ?

Préparer une étude de phase clinique pour la prévention et le traitement de la PVAN 
chez les greffés rénaux

Préparer les prochaines générations d’immunothérapies adoptives
L’exemple des thérapies modifiées génétiquement 
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XX

Pouvons-nous rendre les cellules 
virus-spécifiques insensibles à 
l’immunosuppression ?

Préserver l’organe et établir une 
immunosurveillance anti-virale
persistante?

Preuve de concept que la 
suppression de FKBP12 n’affecte 
pas les lymphocytes T 
négativement

De Angelis, blood 2009 (shRNA)

Approche via édition 
CRISPR/Cas9 REPRODUCTION INTERDITE



Amitai & Sorek Nature 2016
Addgene.org

Le système CRISRP/Cas9
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J0

CMSP Humain

Stimulation par CD 

présentant VP1+LTA

J5

Electroporation CD5sgRNA-2, FKsgRNA-4 

Cas9, ou NE

J13-14

Evaluation

+ 

Stimulation 

par CD

+/- FK506

J21

Evaluation

J0

CMSP Humain

Enrichissement CD3+ 

Activation CD3/28

J3

Electroporation FKsgRNA-1,2,3,4, Cas9, ou NE

Activation 

CD3/28

J7 J9-10

Evaluation

+ Activation 

CD3/28

+/-FK506

J15-16

Evaluation

LT BK 
spécifiques

J0

CMSP Humain

Enrichissement CD3+ 

Activation CD3/28

J3

Electroporation CD5sgRNA-2, Cas9, ou NE

Evaluation

+ Activation 

CD3/28

J6 J14

Evaluation

+ Activation 

CD3/28

J21

Evaluation

LT activés par 
anti-CD3/28
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> LT CD3/28 J9 Cas9

CCTCCAAGTCCTGCACAAGGAGGTGGTGATGCCTGGGCAGCTGCAAAGTCACTGGAAAGTCAATACCATCCTGGCCAAG

GAACACCTAGGTAAACAGCTCTTTTTCTTACAGAGACAGTTGGGGCATGTGTCCAGCTGAGTCTGTCTTCCTTGTTCTTTT

CACAGATGAGTGTGGGTCAGAGAGCCAAACTGACTATATCTCCAGATTATGCCTATGGTGCCACTGGGCACCCAGGCATC

ATCCCACCACATGCCACTCTCGTCTTCGATGTGGAGCTTCTAAAACTGGAATGACAGGAATGGCCTCCTCCCTTAGCTCC

CTGTTCTTGGGTAAGGAAATGGAATACTGAAGGGCCCTTCACTGCCTTTGCTCCTCCCATGTTATGCCCAGCGTTTGATG

GGTAGCAGAGAGAACAAAAAACACCACAAGGCTATTTTTCCCCCTGCATTCTTTCTGTATTGAGTATCCTTTCAGTGTTATT

AGTGTATGCTTTGAATGTAAAAATTGGTCACCCTAAGGAAAGGAATTGGCATGTGTATGTTCCCAGTTCAACTCATGGAGA

TGGCAGCTGTTTAAATGTTTTTCTATGTAGTTTATAAATTAAAACTGAATTGAGGACTATGGAAATGTANGCCAAATTTGTAG

TGCCAACATTTTAGTTCTTTGGAAATAAGACTCTTAATGAATGACTTTGTTCTACCCTGTGTTTCTAGAANCTAGAGA

>LT CD3/28 J9 FKsgRNA-4

CCTCCNAGTCCTGCACAAGGAGGTGGTGATGCCTGGGCAGCTGCAAAGTCACTGGAAAGTCAATACCATCCTGGCCAAG

GAACACCTAGGTAAACAGCTCTTTTTCTTACAGAGACAGTTGGGGCATGTGTCCAGCTGAGTCTGTCTTCCTTGTTCTTTT

CACAGATGAGTGTGGGTCAGAGAGCCAAACTGACTATATCTCCAGATTATGCCTATGGTGCCACTGGGCACCCAGGCATC

ATCCCACCACATGCCACTCTCGTCTTCNANNNNNAGNTTCNAAAANNGGAATGACNNGAATGGCCNCCTCCCNTAGCTCC

CTGTTCTTGGNNAAGGAAANGNAATACTGAANGGNCCNTCCCTGCCTTTGCTCCTCCCATGTTNNNNCNANNGNTAGATG

GNNAACAAANANAACAAAAAACACCNCNNGGNTATTTTTCCCCCTGCNTTCTTTCTGTATTGAGTATCCNTTCNNTGTTATT

ANTGTANGCTTTGAANGNNAAAANTGGNCACCCTAANGAAAGGAATTGNCNTGTGNATGTTCCCNNNNCNNCTCNTGGAN

ANNGNNNCTGTTTAAATGTTTTTCTATNNANNNTANAAATNNNANNTGANTTGAGGACNANGGAAATGTANGNCNAATTTG

TNNNGNCNACATTTTANNNNNTTGGAAATANNNNNCTTANTGNATGACGTNGTTCTACCNNGTGNNNNNNNANNCTANAG

A

Édition génétique précise
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50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

b -actin 42kDa

FKBP12 12kDa

FKsgRNA-4 Cas9 NE

Donneur FKsgRNA1 

+ FK506

FKsgRNA1  

- FK506

FKsgRNA2 

+ FK506

FKsgRNA2 

- FK506

FKsgRNA3 

+ FK506

FKsgRNA3 

- FK506

FKsgRNA4 

+ FK506

FKsgRNA4 

- FK506

Cas9 

+ FK506

Cas9 

- FK506

NE

+ FK506

NE

- FK506

D1 2,1 2,5 0,8 2,7 0,76 3

D2 0,82 3 0,98 2,8 1,3 3 2,8 3,5 0,9 2,8 0,89 2,9

Results expressed
as T-cell
concentration
X106/ml

Édition suite à une activation par anti-CD3/CD28
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Lignées BK-reactive FKBP12 déficientes

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

FKsgRNA-4 Cas9 NE
FKsgRNA-4

+
FKsgRNA-4

-

Cas9
+

Cas9
-

J14 J21

b -actin 42kDa

FKBP12 12kDa

DMSO

VP1/LTA

pp65

Anti-CD3

FKsgRNA-4 Cas9 NE
FKsgRNA-4 Cas9 NE

+ + +- - -

Donneur FKsgRNA-4 

+ FK506

FKsgRNA-4 

- FK506

Cas9 

+ FK506

Cas9 

- FK506

NE

+ FK506

NE

- FK506

D3 4,1 4,9 4,8 6,6 6,7 6,4

D4 1,9 1,5 5 9,8 1,8 6,5
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Conclusions

L’immunothérapie adoptive anti-virale s’est révélée efficace dans de nombreuses 
situations (parfois désespérées)

La place de l’immunothérapie adoptive en greffe est encore à faire
Culture médicale, logistique, production cellulaire

Plateforme modulable (modifications génétiques, protocoles de culture)
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Merci !

DES QUESTIONS?
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