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Le système immunitaire normal

Le système immunitaire normal comprend 
deux grands axes : l’immunité innée dont les 
acteurs sont les monocytes/macrophages, les 
polynucléaires, les cellules dendritiques et les 
cellules tueuses naturelles (NK), et l’immunité 
acquise dont les acteurs sont les lymphocytes B 
et T. 

Le système acquis possède quatre propriétés 
fondamentales : diversité, spécificité, mémoire 
et tolérance vis-à-vis du soi. En effet, les lym-
phocytes B et T réagissent à un antigène pré-
cis (spécificité), ont le potentiel de reconnaître 
un nombre important d’antigènes (diversité du 
répertoire), et gardent en mémoire les carac-
téristiques des antigènes rencontrés. De plus, 
à l’exception de circonstances pathologiques 
(maladies auto-immunes), les cellules T et B ne 
sont pas activées par les antigènes du soi (tolé-
rance). 

Les lymphocytes B, issus de la moelle osseuse, 
sont les vecteurs de l’immunité humorale et pro-
duisent des immunoglobulines. L’immunité cel-
lulaire est assurée par les lymphocytes T issus de 

la différenciation dans le thymus de précurseurs 
T provenant de la moelle osseuse. Une coopé-
ration étroite existe entre réponses humorale et 
cellulaire puisque l’aide des cellules T est néces-
saire à l’activité des cellules B, tandis que les 
lymphocytes B sont capables de présenter des 
épitopes antigéniques aux lymphocytes T.

Greffes allogéniques et enjeux de la 
reconstitution immunitaire après  
allogreffe

L’allogreffe de cellules souches hématopoïé-
tiques (alloHCT) est le traitement de choix de 
nombreuses néoplasies hématologiques. Il est 
désormais bien établi qu’une partie importante de 
l’activité anti-tumorale des allogreffes provient de 
la destruction des cellules tumorales par les cel-
lules immunitaires du donneur contenues dans la 
greffe (Graft-Versus-Tumor (GVT) effects)) (1). 
Malheureusement, ces mêmes cellules immunitai-
res du donneur sont responsables de la maladie du 
greffon contre l’hôte (GVHD), une complication 
redoutable des allogreffes consistant en la destruc-
tion des organes du receveur par les lymphocytes 
T du donneur contenus dans le greffon. Les prin-
cipales causes de mortalité après allogreffe sont : 
1) la progression de la maladie de départ, 2) les 
infections en présence ou en absence de GVHD, 3) 
la GVHD en absence d’infection et 4) les toxicités 
du régime de conditionnement. Trois de ces quatre 
complications sont favorisées soit par un relatif 
déficit du système immunitaire (rechute/infec-
tion), soit par une réaction trop forte du système 
immunitaire du donneur contre l’hôte (GVHD), 
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peut-être partiellement attribuable à un déficit de 
développement des cellules immunitaires régula-
trices, dont les lymphocytes T-régulateurs (T-regs) 
(2). Ces données soulignent l’intérêt des analyses 
étudiant la reconstitution immunitaire après allo-
greffe.

Les greffes conventionnelles sont associées à 
une incidence élevée de morbidité et de mortalité 
liée à la procédure, limitant leurs indications à des 
patients relativement jeunes et en bon état géné-
ral. Malheureusement, l’âge médian des patients 
lors du diagnostic d’une néoplasie hématologique 
susceptible de bénéficier d’une alloHCT, varie de 
60 à 70 ans. Cette observation a conduit plusieurs 
groupes à développer de nouveaux protocoles 
d’allogreffe après un régime de conditionnement 
non myéloablateur (c’est-à-dire ne détruisant pas 
la moelle du receveur, encore appelées «mini-
greffes») (3-5). Ces derniers sont basés sur une 
approche en deux étapes : 1) administration d’un 
traitement très immunosuppresseur permettant le 
contrôle de la réaction de l’hôte contre la greffe 
(permettant ainsi d’éviter le rejet de la greffe) et 
de la GVHD et 2) la destruction des cellules mali-
gnes par l’effet GVT (4, 6). Ils permettent à des 
patients plus âgés (jusqu’à 75 ans) de bénéficier 
d’une allogreffe (7-9).

Techniques d’évaluation de la  
reconstitution immunitaire après 
greffe allogénique

Quatre catégories de techniques permettent 
aujourd’hui un suivi rapproché de la reconsti-
tution du système immunitaire après allogreffe: 
1) analyse par cytométrie de flux des phénoty-
pes (CD) lymphocytaires; 2) mesure par PCR 
quantitative du taux des cercles d’excision du 
récepteur des lymphocytes T (TCR) (TREC) 
présents dans les lymphocytes T sanguins; 3) 
évaluation de la diversité du répertoire du TCR 
des lymphocytes T périphériques; 4) analyse de 
la reconstitution T spécifique à certains pathogè-
nes, tels le cytomégalovirus (CMV) ou l’herpes 
virus (HSV). 

Phénotypage lymphocytaire 

La cytométrie en flux est l’outil le plus fréquem-
ment employé dans l’évaluation de la reconstitu-
tion immunitaire après greffe. Les discriminations 
entre sous-populations lymphocytaires après allo-
HCT sont habituellement obtenues par marquage 
des antigènes membranaires comme décrit dans 
le tableau I.

Il est communément admis que le pourcen-
tage de cellules T naïves est corrélé à celui des 
cellules T ayant quitté récemment le thymus (10). 

Plus récemment, il a été proposé que le phénotype 
CD4+CD45RA+CD31+ pourrait mieux corres-
pondre aux émigrants thymiques récents (11).

Quantification des cercles d’excision des TCR 
(TREC) 

Les TCR sont des protéines dimères qui appar-
tiennent à la superfamille des immunoglobulines 
et dont le rôle est de reconnaître un déterminant 
antigénique (épitope) spécifique. Chaque indi-
vidu possède environ 10e7 clones de lymphocy-
tes T de TCR différents, qui le rendent capable 
de faire face à un large éventail microbien. Cette 
énorme diversité des TCR ne résulte pas de gènes 
de TCR distincts, qui encombreraient sous cette 
forme la majorité du génome. L’information 
génétique est condensée en fragments de gènes 
(Fig. 1) qui sont recombinés entre eux au cours 
de la différenciation intrathymique des lympho-
cytes T : ce processus est appelé recombinaison 
somatique. La partie variable des TCR est ainsi 
codée par une combinaison des segments «varia-
ble (V)», «diversité (D)» et «jonction (J)». Un 
quatrième segment «constant (C)» encode les 
domaines protéiques constants du TCR. Le réar-
rangement des segments géniques encodant la 
partie variable des TCR, à l’origine de la diver-
sité du répertoire des cellules T, est catalysé par 
deux enzymes, RAG-1 et RAG-2 (Recombi-
nation Activating Gene 1 et 2). Après ligation 
des extrémités codantes, l’ADN recombiné 
sera transcrit et traduit en protéine de TCR. Par 
ailleurs, au cours de ces processus enzymatiques, 

Type de lymphocyte	M arqueur(s)

Lymphocytes T totaux (18)	 CD3+

Lymphocytes T auxiliaires 
naïfs (18)	 CD3+ CD4+ CD45RA+

Lymphocytes T auxiliaires 
mémoires (18)	 CD3+ CD4+ CD45RO+

Lymphocytes T cytotoxiques 
naïfs (18) 	 CD3+CD8+CD11alow

Lymphocytes T cytotoxiques 
mémoires (18)	 CD3+CD8+CD11ahigh

Lymphocytes T régulateurs (31)	 CD4+FoxP3+

Lymphocytes NK (18)	 CD3-CD56+

Lymphocytes centraux 
mémoires (32)	 CD3+CD8+CD62L+CCR7+

Lymphocytes effecteurs 
mémoires (32)	 CD3+CD8+CD62L-CCR7-

Lymphocytes B naifs (18)	 CD19+(ou CD20+)IgD+

Lymphocytes B mémoires (18)	 CD19+(ou CD20+)IgD-

Tableau I. Définition des sous-populations lymphocytaires  
par cytométrie de flux
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les fragments d’ADN non codants se retrouvent 
excisés de l’ADN génomique. Leurs extrémités 
se lient : il deviennent des TREC, cercles d’ex-
cision du TCR (12-14). Les TREC ne semblent 
pas présenter de rôle spécifique. Ils sont présents 
dans les lymphocytes T matures qui quittent le 
thymus et ne sont pas dupliqués lors des divisions 
cellulaires subséquentes, car ils restent circulari-
sés en dehors de l’appareil chromosomique. On 
considère actuellement la mesure des sjTREC 
par PCR quantitative comme le biomarqueur de 
référence de la thymopoïèse (12-14). Lors d’une 
allo-HCT, les traitements de conditionnement, la 
GvHD et les traitements prophylactiques de cette 
dernière altèrent le microenvironnement thymique 
et les thymocytes en maturation, ce qui diminue 
le nombre de lymphocytes T créés (diminution 
du nombre de TREC) ainsi que la diversité des 
clones (altération du répertoire lymphocytaire, cf 
ci-dessous).

Diversité du répertoire lymphocytaire 

Une analyse du répertoire TCR ou BCR (B 
cell receptor) peut être réalisée par cytométrie 
en flux ou PCR (15-17). Après greffe allogéni-
que, une contraction du pool de lymphocytes T 
et une réduction de la diversité des TCR sont 
clairement associées à une immunodéficience 
clinique. La reconstitution du système immuni-
taire est souvent caractérisée par l’émergence de 
populations de cellules T mono- ou oligoclona-
les reflétant des réponses immunitaires spécifi-
ques envers un antigène en particulier : antigènes 
allogéniques (GvHD et GvT), antigènes viraux 
tels que CMV ou EBV. La diversité clonale des 
lymphocytes B périphériques est réduite après 

greffe allogénique, mais la reconstitution rapide 
de leur diversité contraste avec celle des cellules 
T. Cette différence pourrait refléter la synthèse 
continue de lymphocytes B rencontrée tout au 
long de la vie, par comparaison avec le déclin de 
la fonction thymique chez l’adulte. 

Analyse de la reconstitution immunitaire  
spécifique 

Le contrôle immunitaire des infections virales 
persistantes (famille de l’herpès : HSV, CMV) 
requiert une réponse coordonnée de différentes 
populations cellulaires : les CD4+ (coordina-
teurs des effecteurs), les CD8+ (effecteurs prin-
cipaux), les lymphocytes B. Le CMV est présent 
sous forme latente chez environ 50% de la popu-
lation adulte, le HSV-I chez 90%. La plupart des 
individus sains présentent une population de 
lymphocytes CD8+ mémoires spécifiques du 
CMV. Après allogreffe, l’immunosuppression 
liée à la greffe ainsi que l’emploi d’immunosup-
presseurs peuvent rompre cet équilibre et entraî-
ner une infection. 

Figure 2. Analyse de la fréquence et des capacités fonctionnelles d’une popu-
lation T CMV-spécifique. En (A), les tests de sécrétion d’IFNγ par les T CD4 
et CD8 sont réalisés quelques heures après internalisation des antigènes du 
CMV par des phagocytes présentateurs (monocytes sanguins et lymphocytes 
B). Après quelques jours in vitro, une expansion clonale CD4 et CD8 est 
induite (B) et peut être mesurée par incorporation de 3H dans l’ADN des 
cellules en mitose. En (C), les tétramères sont constitués de 4 monomères de 
CMH associés chacun à un peptide du CMV et réunis par un fluorochrome. 
Ils lient uniquement les TCR des lymphocytes spécifiques de leur peptide, 
permettant de la sorte l’identification de ces derniers  au sein d’une popula-
tion polyclonale.

Figure 1. La recombinaison somatique. La séquence des chaînes protéiques α 
et β du TCR est codée par des dizaines de fragments de gènes V (variable), 
D (diversity) et J (junction)  qui permettent la condensation de l’informa-
tion génétique. Les recombinaisons de ces fragments ont lieu dans un ordre 
systématique et engendrent, tout au long de la maturation intrathymique des 
précurseurs de lymphocytes T, l’excision de fragments d’ADN « déchet », 
les TREC. Selon leur étape de conception, on distingue différents types de 
TREC, dont les plus connus sont le sjTREC et les 13 βTREC.
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L’estimation d’une population lymphocytaire 
CMV-spécifique peut être évaluée par (18) :

•	 Des tests de sécrétion d’IFN-γ (Fig. 2)

La sécrétion d’IFN-γ est évaluée après culture 
au contact d’un lysat de CMV. Elle reflète la 
capacité des lymphocytes CD4+ et CD8+ à syn-
thétiser l’IFN-γ au contact de phagocytes ayant 
incorporé les peptides du CMV. La sécrétion 
d’IFN-γ est ensuite mesurée par cytométrie et 
combinée aux marqueurs CD4/CD8 et CD69 
(marqueur précoce d’activation exprimé préala-
blement à la sécrétion de cytokines après stimu-
lation antigénique).

•	 Des tests lymphoprolifératifs 

La prolifération lymphocytaire peut égale-
ment être mesurée à la suite d’une incubation en 
présence d’un lysat de CMV ou d’une solution 
d’antigène CMV-pp65, suivie d’un test d’incor-
poration de 3h.

•	 Des tétramères

Dans le cas du CMV, des tétramères HLA-
A2.1, HLA-A2.4 ou HLA-B7 sont chargés au 
moyen d’un peptide dérivé du CMV-pp65 (19). 
L’incubation au contact des tétramères peut être 
suivie d’une analyse de cytométrie de flux, com-
plétée par le marquage des populations lympho-
cytaires suivantes : CD8, CD45RA, CD27/CD28 
(récepteurs de co-stimulation) ou de cytokines 
intracellulaires (IFN-γ).

Cinétique de la reconstitution  
immunitaire (Fig.  3)

Cellules NK

Immédiatement après alloHCT, les progé-
niteurs issus du greffon s’implantent dans la 

moelle osseuse et commencent leur différen-
ciation. La reconstitution de l’immunité innée 
précède celle du système adaptatif : les cellules 
NK circulantes différenciées à partir de ces pro-
géniteurs rejoignent déjà les valeurs normales 1 
mois après allogreffe (15-17; 20). 

Ces cellules NK contribuent à la défense pré-
coce contre les infections virales; leur reconstitu-
tion est d’ailleurs accélérée en cas d’infection à 
CMV (15). Par ailleurs, les NK matures du gref-
fon peuvent entraîner une réaction antitumorale 
(GVT), notamment dans le cas des leucémies 
myéloïdes aiguës lors des greffes haploiden-
tiques (21).  Au cours des greffes haploidenti-
ques, donneur et receveur ne présentent qu’un 
haplotype HLA identique, créant une inadéqua-
tion dans le couple KIR (p58) du donneur/HLA 
(HLA-C) du receveur, et générant de la sorte une 
population de cellules NK spécifiquement diri-
gées contre les cellules du receveur. L’éventuel  
rôle anti-tumoral des NK en cas de greffe HLA-
identique reste plus controversé (22).

Cellules B

Les cellules B néoformées à partir des pro-
géniteurs du greffon expriment un phénotype 
qui correspond à celui des lymphocytes B de 
nouveau-né (15-17). Cependant, la reconstitu-
tion des clones lymphocytaires B reste précoce 
et contraste avec celle, tardive, des lymphocytes 
T : cette dissemblance pourrait refléter la pro-
duction continue de cellules B (en comparaison 
avec le déclin de l’activité thymique) durant 
la vie adulte. Les taux augmentent ensuite 
jusqu’à devenir supranormaux 1 à 2 ans après 
la greffe (15). Par ailleurs, les plasmocytes et 
lymphocytes B quiescents du receveur résistent 
partiellement à la plupart des régimes de condi-
tionnement, ce qui explique, durant les six pre-
miers mois postgreffe, un pattern  d’anticorps 
corrélé à celui du receveur pré-greffe (17). Une 
déficience de l’immunité protectrice humorale 
envers les pathogènes viraux et bactériens est 
observée après greffe. En effet, l’impact d’une 
HCT sur les Ig se manifeste par  : 1) diminution 
des Ig circulantes; 2) changements de classe d’Ig 
altérés; 3) perte de la complexité des réarrange-
ments des gènes des Ig (17). 

Les GvHD aiguë et chronique sont toutes 
deux associées à une reconstitution B retardée 
(15-17). De plus, les lymphocytes B ont été 
impliqués dans la pathogénie de la GvHD chro-
nique (23), et un traitement par rituximab (un 
anticorps monoclonal humain anti-CD20, qui est 
fortement exprimé par les lymphocytes B) s’est 
révélé efficace chez certains patients présentant 

Figure 3. Reconstitution immunitaire après allogreffe de moelle myéloabla-
tive. Une ligne du temps représentant la cinétique de la reconstitution des 
populations lymphocytaires (en haut) et les périodes au cours desquelles 
surviennent les principales infections opportunistes (en bas). HSV : Her-
pes Simplex Virus;  CMV : Cytomégalovirus; EBV : Epstein-Barr virus;  
adéno, adénovirus; VZV : virus de la varicelle et du zona; aGVHD : maladie 
du greffon contre l’hôte aiguë; cGVHD : maladie du greffon contre l’hôte 
chronique.
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une GvHD chronique réfractaire (24). Une subs-
titution par Ig intraveineuses est souvent néces-
saire en cas de GvHD chronique.

Cellules T (Fig. 4)

Une profonde déficience en lymphocytes T 
apparaît précocement après l’alloHCT (15-17). 
La reconstitution du pool lymphocytaire T s’or-
ganise ensuite à partir de trois sources:

1) lymphocytes T résiduels du receveur 
(minoritaires);

2) lymphocytes T matures du greffon (voie 
thymo-indépendante);

3) lymphocytes T naïfs issus de la différen-
ciation des cellules souches et progéniteurs 
du donneur dans le thymus du receveur (voie 
thymo-dépendante).

Les lymphocytes T résiduels du receveur ne 
jouent pratiquement aucun rôle après greffe 
myéloablative (car, ils sont généralement éli-
minés par le régime de conditionnement). Par 
contre, ils semblent jouer un rôle les premiers 
mois après minigreffe (25, 26), notamment en 
prévenant des infections par le CMV en cas de 
patient CMV séropositif et donneur CMV séro-
négatif (18, 27).

La voie thymo-indépendante constitue la 
source majeure de lymphocytes T les 3-6 pre-
miers mois chez les patients jeunes, et bien 
au-delà de la première année postgreffe chez 
les patients plus âgés (10, 20, 28). Cette voie 
thymo-indépendante est généralement plus effi-
cace dans la population CD8+ que CD4+, ce qui 
entraîne, par conséquent, une récupération plus 
rapide de la population CD8+ après alloHCT 
(29). Le phénotype des lymphocytes T générés 
par expansion périphérique est généralement 
de type mémoire, bien que les lymphocytes T 
CD4+ naïfs puissent également subir une cer-
taine expansion périphérique tout en maintenant 
leur phénotype naïf. Enfin, le défaut majeur de 
la voie thymo-indépendante est qu’elle génère 
des lymphocytes T de spécificités relativement 
restreintes, puisque tous les lymphocytes créés 
le sont à partir d’un nombre de clones limité au 
départ. Il est généralement admis que ce sont 
les lymphocytes T proliférant selon cette voie 
thymo-indépendante qui sont les principaux 
effecteurs de la GVHD et de l’effet GvT (29). 

La voie thymo-dépendante prend le relais de 
la voie-thymo-indépendante 3 à 6 mois après 
greffe chez les patients jeunes (< 50 ans) (15-
17). Dans la voie thymo-dépendante, les cellules 
souches et les précurseurs lymphoïdes du don-
neur colonisent la moelle du receveur et donnent 

naissance à des pré-lymphocytes T qui migrent 
ensuite vers le thymus dans lequel ils subissent 
leur différenciation. L’intervention de cette voie 
au cours de la reconstitution T a été démontrée 
plus rapide chez les patients jeunes que chez les 
patients âgés en raison de l’atrophie thymique 
induite par l’âge (12, 13). La voie thymo-dépen-
dante crée, par recombinaison somatique, des 
millions de lymphocytes T de spécificités diffé-
rentes, assurant de la sorte la diversité des clones 
T en périphérie, qui sont tolérants vis-à-vis des 
cellules du receveur.

Marqueurs des lymphocytes T fraîchement 
issus du thymus, les TREC ont permis une 
meilleure compréhension de la cinétique de 
reconstitution des populations T après HCT 
(12-14). Ainsi, on constate une augmentation 
des lymphocytes T matures (augmentation des 
lymphocytes T sans augmentation -voire même 
avec diminution- parallèle du nombre de TREC) 
pendant les trois premiers mois post-alloHCT, 
confirmant que la phase initiale de la reconstitu-
tion immunitaire est bien due à la prolifération 
des lymphocytes T matures contenus dans le 
greffon (14). La néogenèse T (mise en évidence 
par une augmentation du nombre de TREC 
concomitante à l’augmentation du nombre de 
lymphocytes T) ne devient significative que 6 
mois après la greffe chez les jeunes adultes. Elle 
est plus précoce chez les enfants, et nettement 
plus tardive (voire absente) chez les adultes plus 
âgés (10). 

Conclusions et perspectives

L’amélioration de la connaissance des dif-
férentes voies de la reconstitution immuni-
taire n’a pas pour but unique le monitoring des 

Figure 4. Voies de la reconstitution lymphocytaire T après HCT allogénique. 
La voie thymo-indépendante assure la reconstitution immunitaire à court 
terme et l’effet de la greffe contre la tumeur (GvT), mais cause la mala-
die du greffon contre l’hôte chronique (GVHD),  tandis que la voie thymo-
dépendante assure la reconstitution immunitaire à long terme. CSP : Cellules 
Souche Pluripotente; T : lymphocyte T; TCR : Récepteur des lymphocytes T; 
SCF : Facteur de croissance des Cellules Souches; KGF : Facteur de crois-
sance des Kératinocytes; GH : hormone de croissance; IL : Interleukine. 
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patients après HCT. Cette source d’informa-
tions plébiscitera également certaines stratégies 
thérapeutiques futures : amélioration de la voie 
thymo-indépendante par apport d’interleukine 7 
(Il-7); administration de facteur de croissance 
des kératinocytes (KGF), d’inhibiteurs de la 
testostérone ou d’hormone de croissance (30) 
pour «booster» la thymopoïèse; augmentation 
du nombre de progéniteurs lymphocytaires dans 
le greffon; infusions lymphocytaires post-HCT; 
vaccination du donneur ou du receveur (15-17).
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