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       À mes parents, à mes sœurs, 

       À ton âme Téta Hassouna, 

       À toi Julie 
 

 

 

 

 

 

C’est à vous ma chère famille que je dédie ce travail de trois ans  

qui n’aurait pas était possible sans vous ! 

À ton âme ma chère mamie, j’aurais beaucoup aimé que tu sois présente avec moi ce jour-là, 

toi qui m’as toujours encouragée à suivre mes rêves jusqu’au bout,  

je te porterai toujours dans mes pensées et mon cœur. 

À toi Julie, notre petite guerrière, tu y arriveras.  

J’espère que ce travail contribuera à l’avancement de la recherche  

et te donnera un peu plus d’espoir dans ton combat pour la vie ! 
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Try to leave this world a little better than you found it and,  

when your turn comes to die, you can die happy 

in feeling that at any rate you have not wasted your time 

but have done your best 

 

 

Robert Baden Powell 
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Durant les trois années de ma thèse, j’avais une bourse de 

l’organisation « Hariri Foundation for Sustainable Development ». 

J’ai réalisé l’ensemble le travail dans le laboratoire CRIBL  

(Contrׅôle de la Réponse Immune B et Lymphoproliférations –  

UMR CNRS 7276 INSERM 1262) à l’Université de Limoges (France). 

Le travail au sein du laboratoire était soutenu par les crédits  

du CNRS et de l’INSERM. 

Mon projet de thèse était particulièrement financé par la Ligue 

régionale contre le Cancer – LIMOUSIN  

(Corrèze, Creuse, Haute-Vienne) 

dans le cadre Appel à projet Recherche.  
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Avant-propos 
 

Le virus d’Epstein Barr (EBV) est un virus oncogénique qui infecte 95% de la population 

mondiale et persiste de manière latente dans l’organisme. Il est associé à plusieurs maladies 

dont les lymphomes B, où les cellules peuvent notamment être en programme de latence III 

du virus (programme de prolifération cellulaire). Plusieurs groupes étudient la physiologie des 

cellules B infectées et transformées par l’EBV. Le laboratoire UMR CNRS 7276 INSERM 1262 

(CRIBL – Contrôle de la Réponse Immune B et des Lymphoproliférations) a mis en évidence 

le rôle modulateur de la réponse immune par les lymphocytes B en latence III de l’EBV. Les 

premiers travaux avaient mis en évidence une surexpression du récepteur pro-apoptotique 

Fas (médié par la signalisation NF-κB constitutivement activée par LMP1), ce qui permettait 

de les sensibiliser à la réponse immune T CD8+ (Le Clorennec et al., 2006).  

Cependant, l’émergence de lymphomes B associés à l’EBV chez des sujets 

immunocompétents a conduit le laboratoire à s’intéresser à leur échappement à la surveillance 

par le système immunitaire. Les premiers travaux ont concerné le point de contrôle inhibiteur 

PD-L1, après la mise en évidence de sa surexpression au niveau transcriptionnel. Il a été 

démontré que PD-L1 est stocké dans les lysosomes sécrétoires, dont la fusion à la membrane 

plasmique est potentialisée par le programme de latence III de l’EBV, aboutissant à sa 

surexpression à la surface des cellules (Durand-Panteix et al., 2012). L’étude du rôle 

fonctionnel de PD-L1 a mis en évidence que par sa liaison avec le récepteur PD-1 des 

lymphocytes T CD4+ il y a expansion de cellules T régulatrices anergiques, conventionnelles 

(CD4+ CD25+ Foxp3+) et non conventionnelles (CD4+ CD25- Foxp3+), et que ces dernières 

sont responsables de l’inhibition de la prolifération des cellules CD4+ et CD8+ effectrices suite 

à la production de TGF-β. L’expression de PD-L1, associée à la production de cytokines 

immunosuppressives (IL-10, IL-35 et TGF-β), a permis de montrer que ces cellules étaient des 

mimétiques de cellules B régulatrices et fortement impliquées dans l’inhibition de la réponse T 

anti-tumorale par surexpression de PD-L1 (Auclair et al., 2019). 

La surexpression de PD-L1 dans de nombreux types de tumeur et son rôle immuno-inhibiteur 

a eu pour conséquence qu’il soit ciblé par des traitements d’immunothérapie (anti-PD-L1 ou 

anti-PD-1) (Martorelli et al., 2012). Toutefois, ces derniers présentent des limites, car la rupture 

de la tolérance induite par les inhibiteurs de points de contrôle ne se limite pas à la tumeur. La 

lyse des cellules tumorales aboutit à la libération de médiateurs pro-inflammatoires et de 

signaux de danger pouvant entraîner des réactions auto-immunes, fatigue, problèmes de peau 

ou digestifs (Su et al., 2020). D’où l’intérêt de chercher de nouvelles molécules thérapeutiques 

et/ou méthodes de traitement.  
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Une stratégie peut être de baisser l’expression de PD-L1 afin de limiter les doses d’anticorps 

thérapeutiques employées lors des immunothérapies. Parmi les molécules candidates se 

trouvent les fucoïdanes, des polysaccharides sulfatés qui ont gagné beaucoup d’attention 

dans les dernières décennies en raison de leur non toxicité et de leurs nombreuses propriétés 

biologiques, telles que leurs activités antiprolifératives, pro-apoptotiques, antitumorales et 

immunomodulatrices. Il est indispensable de noter l’importance du poids moléculaire dans 

l’efficacité de ces polysaccharides : d’une manière générale, plus il est bas, plus ils sont 

efficaces (Jin et al., 2021; Luthuli et al., 2019; Oliveira et al., 2020; J. Yang et al., 2021), bien 

qu’aucune limite de taille ne soit actuellement clairement définie.   

Mon projet de thèse a été réalisé dans la continuité des travaux portant sur l’étude des 

lymphocytes B en latence III de l’EBV et leur rôle inhibiteur de la réponse anti-tumorale.  

Dans un premier temps je me suis intéressée à PD-L1, avec une nouvelle ouverture : celle 

d’étudier l’impact des fucoïdanes en terme de toxicité, ainsi que vis-à-vis de l’expression de 

ce point de contrôle, quelques données de la littérature montrant une baisse de son expression 

transcriptionnelle dans le cas de tumeurs solides (Teruya et al., 2019; Xue et al., 2017). Les 

travaux ont été réalisés dans le cadre d’une collaboration entre l’Université de Limoges, le Pr 

Tannoury (co-direction) et le laboratoire CNRS 7266 LIENSs (LItorral Environnement et 

Sociétés, La Rochelle) pour la préparation des formules de fucoïdanes dépolymérisés de 

l’algue brune Fucus vesiculosus. Ce travail s’intègre dans le projet collaboratif MOLNAT 

« Nouvelles MOLécules NATurelles pharmacomodulatrices de cibles en cancérologie » de 

l’Oncosphère Nouvelle Aquitaine. Deux formules d’oligosaccharides d’ultra bas poids 

moléculaire de fucoïdane (vLMW-F : very Low Molecular Weight – Fucoidan) ont été étudiées 

(leur caractérisation chimique fait l’objet des travaux de thèse en cours de Chanez Manseur). 

Notre étude a également été élargie à un autre type de cellules de lymphome, les DLBCLs 

(Diffuse Large B cell Lymphomas).  

De nombreux points de contrôle, autres que PD-L1, ont également un rôle inhibiteur de la 

réponse immune antitumorale, en particulier celle mettant en jeu les cellules T et NK. La 

seconde partie de notre travail a consisté à étudier le profil des cellules B en latence III de 

l’EBV en terme d’expression des Complexes Majeurs d’Histocompatibilité (CMH) et des points 

de contrôle actuellement pris en compte lors des traitements par immunothérapies de routine, 

ou en cours de développement. Nous avons également réalisé une étude préliminaire de 

l’impact des vLMW-F sur les points de contrôle trouvés comme étant surexprimés. 

Ma thèse se découpe en trois chapitres : 1/ Etude bibliographique, 2/ Objectifs, résultats 

obtenus et discussions et 3/ Conclusion générale et perspectives.  
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L’étude bibliographique se découpe elle-même en trois parties : 

- La première est consacrée au virus d’Epstein Barr et son cycle biologique. Nous 

exposons brièvement l’historique du virus, sa structure et son génome, son entrée dans 

les cellules, les cycles lytique et latent, son tropisme et la persistance virale, puis les 

gènes de latence exprimés par les lymphocytes B en latence III de l’EBV.  

- La seconde partie est consacrée à la surveillance immune de l’infection par l’EBV 

et l’échappement tumoral. Elle porte sur le rôle de l’immunité innée et adaptative, 

l’échappement à l’immunosurveillance et les tumeurs associées à l’EBV puis sur 

l’échappement à l’immunosurveillance et l’émergence des tumeurs en lien avec l’EBV, 

en s’intéressant en particulier au CMH et aux points de contrôle inhibiteurs.  

- La troisième partie concerne le fucoïdane : polysaccharide thérapeutique. Après un 

bref historique, nous présentons la structure chimique, les facteurs qui influencent son 

activité, les doses et voies d’administration, la toxicité, son internalisation et les effets 

biologiques sur les cellules de l’immunité et les cellules tumorales et enfin quelques 

données de recherche clinique. 

Le second chapitre présente les objectifs du travail et les résultats obtenus. Il se divise en 

deux parties : 

- D’une part un article scientifique soumis à Journal of Clinical Immunology qui 

s’intéresse aux effets des fractions dépolymérisées de très bas poids moléculaire 

de fucoïdane (vLMW-F : very Low Molecular Weight Fucoidans) sur les lymphocytes B 

en latence III de l’EBV et sur les cellules de DLBCLs : rôle sur la prolifération, 

l’apoptose et l’expression de PD-L1. Les interrogations faisant suite à cette étude 

sont abordées à la suite de l’article.  

- Dans la seconde partie sont présentés les résultats concernant les molécules 

inhibitrices de la réponse immune exprimées par les cellules B en latence III de 

l’EBV (CMH et points de contrôle inhibiteurs des réponses immunes T et NK). Les 

résultats préliminaires concernant l’effet des vLMW-F sur l’expression des points de 

contrôle inhibiteurs surexprimés, autres que PD-L1 sont également présentés. Les 

conclusion et discussion des résultats sont présentées par la suite. 

Le troisième chapitre résume les résultats majeurs et points clés résultant de l’ensemble 

du travail. Il aborde également les perspectives envisagées à la suite de ces travaux.
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 Le virus d’Epstein Barr (EBV) fait partie des virus humains les plus communs. Il infecte 

plus de 90% de la population mondiale adulte. Depuis plusieurs décennies, les chercheurs 

mènent des études pour comprendre plus la structure et les caractéristiques du cycle 

biologique de ce virus.  

Dans cette partie nous présenterons, l’historique, la structure et le cycle biologique de l’EBV. 

Puis, nous décrirons l’infection et la persistance virale. Une dernière section sera consacrée 

particulièrement aux cellules en programme de latence III du virus. 

 

     I- Historique du virus 

         Le virus Epstein-Barr (EBV) est un herpès virus aussi connu sous le nom d’herpès 

virus humain 4 (HHV-4). Il est le modèle du genre Lymphocryptovirus, classé dans l'ordre des 

Herpesvirales, de la famille des Herpesviridae, de la sous-famille des γ-Herpesviridae. 

La famille des Herpesviridae (« Herpès » du grec ἕρπειν (herpein) = « ramper »), regroupe 

plus de 200 virus à ADN, provoquant des infections latentes et lytiques. Ils sont associés à 

différentes maladies chez les animaux et chez les humains. Parmi les neufs principaux types 

d’herpès virus connus pour infecter l’Homme, cinq sont les plus répandus : les virus de l’herpès 

simplex 1 et 2 (HHV-1 et HHV-2), le virus varicelle-zona (HHV-3), le virus d’Epstein Barr (HHV-

4) et le cytomégalovirus humain (HHV-5) ; les trois autres sont les Herpès Virus Humains 

6A/6B, 7 et 8 (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 et HHV-8). Généralement, les herpès virus sont 

caractérisés par une structure commune : un ADN bicaténaire de haut poids moléculaire (150 

000 à 230 000 paires de bases), codant pour un grand nombre de protéines et entouré d’une 

capside icosaédrique (162 capsomères). De la membrane nucléaire cellulaire dérive une 

enveloppe et ses protéines de surface (Figure 1). 
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Trois sous-groupes constituent la famille des herpès virus humains : les alpha-, beta-, et 

gamma-herpès virus. Ils sont associés à plusieurs maladies dont les plus connues sont citées 

dans le Tableau 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Structure des Herpès virus 

Les herpès virus ont un ADN bicaténaire entouré d’une nucléocapside icosaédrique. Entre la nucléocapside et 

l’enveloppe extérieure, qui porte des protéines à sa surface, se situe un autre ensemble de protéines formant le 

tégument viral. Modifié d’après https://www.brainkart.com/article/Herpes-Viruses_41044/. 
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La majorité des herpès virus se propagent par contacts rapprochés oraux ou sexuels, à 

l’exception du CMV qui se transmet par la salive ou par voie sanguine, et le VZV qui se 

transmet par voie respiratoire.  

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 90% de la population mondiale 

adulte est infectée par au moins un de ces herpès virus. Une forme latente persiste chez 

presque tous les individus infectés. Après l’infection primaire, les herpès virus persistent à vie 

à l’état « dormant » dans l’organisme. Cette phase de latence protège ces virus des réponses 

immunitaires et des médicaments antiviraux. Suite à des stimuli extérieurs (stress, hypoxie, 

choc émotionnel…), ces virus peuvent être réactivés, engendrant une réinfection endogène, 

connue sous le nom de récurrence virale, qui sera contrôlée par le système immunitaire de 

l’hôte (Figure 2). 

 

 

 

Tableau 1. Sous-familles des herpès virus humains et pathologies associées 
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Figure 2. Enchaînement des infections causées par la famille des Herpesviridae 

Après la primo-infection, les herpès virus demeurent sous forme latente sans être repérés par le système 

immunitaire. Suite à des stimuli extérieurs, les virus peuvent être réactivés et générer une récurrence placée 

sous le contrôle des réponses immunitaires (Figure réalisée par Jennifer SALIBA) 

 

 

En 1907, le médecin italien Guiseppe Ciuffo a publié pour la première fois une expérience 

semblant confirmer la transmission de tumeurs humaines à cause d'un virus. L’idée de 

l’existence des oncovirus a tout d’abord été rejetée par plusieurs scientifiques, puis acceptée 

en 1950, après qu’ait été démontrée la transmission de cancers murins à l’aide d’extraits 

acellulaires. 

En 1958, Denis Burkitt, un pathologiste britannique, fut le premier à décrire un type de tumeur 

agressive communément retrouvée chez les enfants en Ouganda (Burkitt, 1958). Ces 

tumeurs, caractérisées par une multiplication très rapide et incontrôlée des globules blancs et 

une prévalence élevée en Afrique centrale, ont été nommées lymphomes de Burkitt (LB).  

En 1961 au Royaume-Uni, Burkitt a présenté le lymphome nouvellement décrit lors d’une 

conférence à laquelle assistait le virologue médical Anthony Epstein, spécialisé en 

microscopie électronique et qui menait alors des études sur les virus associés à des tumeurs 

chez le poulet. Afin d’étudier la possible cause virale du LB, A. Epstein demanda à D. Burkitt 

des échantillons tumoraux. Ainsi, en 1964, A. Epstein et son étudiante, Yvonne Barr 

découvrirent le virus d’Epstein-Barr dans des lymphoblastes dérivés du lymphome de Burkitt, 

observés au microscope électronique (Figure 3).  

Figure 3. Cellules infectées par le virus d’Epstein Barr (EBV)  

(A) Particules virales de l’EBV à fort agrandissement. (B) Lymphocytes B infectés par l’EBV. (C) Lymphocyte B duquel 

sortent des particules virales de l’EBV (https://news.cancerresearchuk.org/) 
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Le virus d’Epstein Barr (EBV) a été le premier virus humain isolé, associé à une tumeur 

(Epstein et al., 1965). 

En 1967, aux Etats-Unis, Werner et Gertrude Henle, virologues, menèrent des études sur le 

potentiel oncogénique de l’EBV. Ils découvrirent que les lymphocytes B infectés par l’EBV 

étaient capables de transmettre le virus à des lymphocytes B non infectés, les rendant ainsi 

tumoraux. Ils découvrirent également pour la première fois la présence d'ADN de l’EBV dans 

des cellules prélevées sur des biopsies de LB, et le fait que ce virus soit associé à la 

mononucléose infectieuse (MI) (Henle and Henle, 1966). En 1972, il a été mis en évidence 

que le développement de ces tumeurs était corrélé à des modifications sérologiques chez les 

patients (de Thé, 1993, p.). Ces travaux, ainsi que d’autres études menées à la fin des années 

1970, démontrèrent le rôle oncogénique de l’EBV chez l’Homme. 

 

    II- Structure et génome 

                    Le génome de l’EBV est un ADN linéaire, double brin, de même que pour les 

autres membres de la famille des Herpesviridae. D’un diamètre compris entre 120 et 200 nm, 

il fait 172 kbp et code pour plus de 85 gènes. Le génome viral, constituant le core, est protégé 

par une nucléocapside icosaédrique composée de 162 capsomères. L’enveloppe est une 

bicouche lipidique qui entoure la nucléocapside. Elle est acquise à la fin du cycle lytique et 

comporte des glycoprotéines virales, parmi lesquelles le complexe gp350/220, impliqué dans 

la phase précoce de l’infection. Si l’enveloppe lipidique est endommagée (acides, solvants…), 

la propagation est limitée et le virion perd son caractère infectieux. Entre la nucléocapside et 

l’enveloppe se situe le tégument viral composé de protéines virales et d’enzymes permettant 

sa multiplication. 

Pour une plus grande capacité de codage, le génome viral est divisé en domaines de 

séquences unique courte (Unique Short : US) et longue (Unique Long : UL), d’une série de 

répétitions terminales (TR) d'environ 540 pb et de grandes répétitions internes (IR1 à IR4) 

(Cheung and Kieff, 1982). IR1 sépare la séquence US (comprenant la région U1) de la 

séquence UL (comprenant les régions U2 à U5). L’origine de réplication OriP est fonctionnelle 

durant la phase de latence, alors que les origines de réplication OriLyt sont fonctionnelles 

durant le cycle lytique (Figure 4). 
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En 1980, le génome de l’EBV a été entièrement cloné dans Escherichia Coli et séquencé, ce 

qui a permis d’identifier plusieurs cadres de lecture ouverts (Open Reading Frames - ORFs) 

(Dambaugh et al., 1980). La nomenclature des ORFs est basée sur une carte de fragments 

de l’enzyme de restriction BamHI, les fragments sont classés de A à Z, par ordre décroissant 

de taille. Les ORFs sont divisés en séquences d’ADN associées à des gènes de latence ou 

du cycle lytiques (précoces immédiats, précoces et tardifs). Après infection d’une cellule, le 

génome de l’EBV peut se circulariser grâce aux séquences terminales et persister sous forme 

épisomale circulaire tout au long de la vie de l’hôte à l’état latent (Smatti et al., 2018). Suite à 

des stimuli extérieurs, une réactivation du virus peut survenir et conduire à la production de 

nouveaux virions. L’expression des protéines de l’EBV (Epstein-Barr Nuclear Antigens - 

EBNAs) est contrôlée par quatre promoteurs (Cp, Wp, Fp et Qp). L’expression 

transcriptionnelle de ces protéines conditionne l’état du cycle du virus dans les cellules 

immortalisées (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Schéma du génome linéaire de l'EBV 

OriP : origine de réplication latente ; OriLyt : origine de réplication lytique. 

TR : Répétition Terminale ; IR : Répétition Interne ; U : Région unique ; US : Unique Short ; UL : Unique Long 

(Figure réalisée par Jennifer SALIBA) 
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En fonction des différences dans la séquence des gènes codant pour les EBNAs, deux 

principaux types d'EBV ont été détectés chez l'homme : EBV-1 (type A) et EBV-2 (type B). In 

vitro, EBV-1 est plus efficace dans l’immortalisation des lymphocytes B et l’obtention de LCLs 

(Lymphoblastoid Cell Lines) (Rickinson et al., 1987). 

 

 

 

 

Figure 5. Schéma du génome de l’EBV sous sa forme épisomale  

Il est possible d’identifier les régions codant les protéines de latence EBNAs (Epstein Barr Nuclear Antigen : EBNA-

LP ; -1 ; -2 ; -3A ; -3B et -3C) et LMPs (Latent Membrane Protein : LMP1, -2A et 2B), la région correspondante aux 

ARNs transcrits non traduits (EBV Encoded RNA : EBER1, - 2) et la région BamHIA constituée de BARF0 (BamHI-A 

Rightward Frame 0) et BARF1 (BamHI-A Rightward Frame 1).  Cp, Wp, Qp et Fp sont les promoteurs du génome. 

Orip est l’origine de réplication.  

Modifié d’après NCBI Bookshelf. A service of the National Library of Medicine, National Institutes of Health. 
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  III- Cycle biologique 

        L’infection par l’EBV et sa persistance dans l’organisme durant toute la vie 

de l’hôte met en jeu différentes étapes liées au cycle biologique de l’EBV. Ces dernières sont 

détaillées dans cette partie. Elles concernent : l’entrée du virus dans les cellules, son cycle 

lytique, les différentes latences virales qu’il est capable d’établir, ainsi que sa réactivation.  

 

         III-1. Entrée dans les cellules cibles 

   III-1. a) Cibles conventionnelles  

                           Les cellules épithéliales et les lymphocytes B sont les cellules cibles 

conventionnelles pouvant être infectées par l’EBV, et ceci s’effectue selon deux mécanismes 

d’entrée différents.  

 

    III-1. a) i- Les cellules épithéliales 

    L’entrée du virus dans les cellules épithéliales a lieu à pH neutre 

et ne nécessite pas d’endocytose. Trois voies ont été décrites. La première met en jeu la liaison 

entre le complexe viral gp350/220 et le CD21 cellulaire (les cellules épithéliales glandulaires 

constituent une sous-population pouvant exprimer faiblement le CD21). Après interaction du 

CD21 avec le complexe gp350/220, le virus se rapproche de la membrane cellulaire et une 

interaction de l’hétérodimère gH/gL a lieu avec gH/gLR (récepteur spécifique des 

glycoprotéines gH/gL présent à la surface des cellules épithéliales). Le complexe viral gH/gL-

gB se forme et intervient dans l’interaction avec la membrane cellulaire et sa fusion avec 

l’enveloppe virale. La deuxième voie est une interaction directe gH/gL-gHgLR, permettant la 

fusion en faisant intervenir la formation du complexe viral gH/gL-gB. La troisième voie met en 

jeu les protéines virales BMRF-2 et leur interaction avec les intégrines cellulaires ανβ1, les 

gH/gL peuvent également interagir avec les intégrines cellulaires ανβ5, ανβ6 et ανβ8. Ces 

interactions, associées aux interactions gH/gL-gH/gLR et à la formation du complexe gH/gL-

gB conduisent à la fusion du virus et de la cellule. Suite à l’entrée du virus dans la cellule, la 

nucléocapside se dissout dans le cytosol et le génome viral est transporté au noyau (Chen 

and Longnecker, 2019; Chesnokova and Hutt-Fletcher, 2014; Hutt-Fletcher, 2007) (Figure 6). 
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   III-1. a) ii- Les lymphocytes B 

           L’entrée de l’EBV dans les lymphocytes B fait intervenir six 

glycoprotéines de l’enveloppe virale et pour la cellule B, le CD21 ainsi que le complexe CMH-

II. Elle est médiée par le complexe glycoprotéique gp350/220 qui se lie, avec une grande 

affinité, au récepteur cellulaire CD21. Cette liaison place le virus à environ 50 nm de la surface 

cellulaire. Grâce à la flexibilité conférée au CD21 par les courtes répétitions de son domaine 

extracellulaire et à la possibilité d'un échange de liaison entre gp350 et gp220, le virus peut se 

Figure 6. Les étapes d'entrée de l'EBV dans les cellules épithéliales 

(A) Entrée via le CD21 et gH/gLR : (1) Le virus se lie à CD21 par gp350 puis par gp220 ce qui lui permet de se 

rapprocher de la membrane cellulaire où l’hétérodimère gH/gL peut interagir avec gHgLR. (2) Cette interaction 

déclenche celle de gH/gL avec gB, puis la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire.  

(B) Entrée via gH/gLR seul : (1) gH/gL interagit directement avec gH/gLR. (2) L'interaction gH/gL-gH/gLR déclenche 

celle de gH/gL avec gB et la fusion avec la membrane cellulaire.  

(C) Entrée via les intégrines et gH/gLR : (1) BMRF2 interagit avec les intégrines αvβ1 (gH/gL peut également interagir 

avec les intégrines cellulaires ανβ5, ανβ6 et ανβ8), gH/gL interagit par ailleurs avec gH/gLR. (2) L'interaction gH/gL-

gH/gLR déclenche l'interaction de gH/gL avec gB et la fusion avec la membrane cellulaire. 

L’étape (3) est identique pour toutes les voies : le virus fusionne avec la membrane, entre dans la cellule, la capside 

se dissout durant le transport dans le cytoplasme vers le noyau, et le génome viral est libéré dans le noyau via un 

pore nucléaire. 

(Figure réalisée par Jennifer SALIBA) 
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rapprocher de la membrane cellulaire. La fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 

cellulaire nécessite l’intervention de trois autres protéines virales : gB, l’hétérodimère gH/gL et 

la glycoprotéine gp42. Cette dernière interagit avec les molécules du Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité de classe II (CMH-II) puis se lie directement à gH, transformant le dimère 

gH/gL en un trimère gH/gL/gp42. Ceci déclenche l'interaction de gB avec gH/gL et permet la 

fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Le génome viral dans la 

nucléocapside est transporté dans le cytosol et puis est libéré dans le noyau via les pores 

nucléaires (Chen and Longnecker, 2019; Chesnokova and Hutt-Fletcher, 2014; Hutt-Fletcher, 

2007) (Figure 7). 

 

 

 

Figure 7. Les étapes d'entrée de l'EBV dans les lymphocytes B 

(1) Le virus se lie par gp350 à CD21, et puis la liaison gp220-CD21 le rapproche de la membrane cellulaire. (2) 

Gp42 interagit avec le CMH-II ainsi qu’avec gH/gL pour déclencher (3) une interaction de gH/gL avec gB et (4) la 

fusion du virus avec la membrane cellulaire ; la capside est transportée dans le cytosol jusqu’au noyau, elle se 

dissout et libère le génome viral dans le noyau de la cellule.  

(Figure réalisée par Jennifer SALIBA) 
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L’implication des complexes dimériques (gH/gL) pour initier la fusion du virus avec les cellules 

épithéliales, versus des complexes trimériques (gH/gL/gp42) pour initier la fusion avec les 

cellules B, permet au virus d’avoir un tropisme différent entre ces deux groupes cellulaires : 

les lymphocytes B sont plus facilement infectés que les cellules épithéliales (Chesnokova and 

Hutt-Fletcher, 2014; Hutt-Fletcher, 2007). 

Le récepteur cellulaire CD35 peut être un facteur supplémentaire de liaison à gp350/220. Il 

peut assurer l’entrée du virus dans les lymphocytes CD21 négatifs, tels que les B immatures 

(Chesnokova and Hutt-Fletcher, 2014; Hutt-Fletcher, 2007). 

  

   III-1. b) Cellules cibles non conventionnelles 

   Vu la très grande diversité des pathologies associées à l’EBV, qui seront 

développées dans la section II de la Partie 2 « Surveillance immune de l’infection par l’EBV et 

échappement tumoral », il est évident que l’EBV a des cibles cellulaires autres que les cellules 

épithéliales et les lymphocytes B. Elles sont regroupées sous le nom de « cibles non 

conventionnelles » et regroupent les monocytes, les lymphocytes T et les cellules NK,  

 

               III-1. b) i- Les monocytes 

       L’EBV latent a été retrouvé chez des lignées de monocytes 

issus de la moelle osseuse d’enfants souffrant de défauts de maturation de l’hématopoïèse 

(Revoltella et al., 1989). Des études ont révélé la capacité de l’EBV à se répliquer dans des 

monocytes humains fraîchement isolés. Durant les premiers stades de l’infection des 

monocytes, l’EBV altère leurs fonctions biologiques en réduisant significativement leur 

capacité phagocytaire (Savard et al., 2000). Tugizov et ses collaborateurs ont détecté des 

monocytes EBV+ chez la plupart des individus infectés par le VIH (Virus de l’Immunodéficience 

Humaine) et ont montré que l'EBV infecte d'abord les monocytes sous-muqueux, qui migrent 

et propagent le virus aux cellules épithéliales orales, déclenchant une infection virale (Tugizov 

et al., 2007). D’autres travaux ont aussi démontré que l'EBV infecte les monocytes humains 

primaires, de même que la lignée cellulaire monocytaire THP-1, induisant la production 

d'interleukine-1β (IL-1β), dépendante de la caspase-1, et par la suite l'activation des 

inflammasomes. Ces derniers sont des capteurs cytoplasmiques régulant l'activité de la 

caspase-1 et la sécrétion d’IL-1β en réponse à des agents viraux pathogènes (Torii et al., 

2017). Li et son équipe ont également rapporté une inhibition de la différenciation des 

monocytes infectés par l’EBV en cellules dendritiques, suite à une réponse anormale au GM-
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CSF (granulocyte-monocyte colony-stimulating factor) et à leur apoptose (Guerreiro-Cacais et 

al., 2004; Li et al., 2002). 

 

                                  III-1. b) ii- Les lymphocytes T 

    L’infection des lymphocytes T par l’EBV a été découverte pour la 

première fois dans le cas de la maladie de Kawasaki causant des maladies cardiaques chez 

l’enfant et ayant les mêmes symptômes chroniques que la MI (Kikuta et al., 1988). Il a été 

prouvé que l’EBV peut infecter les lymphocytes T in vivo et causer une prolifération non 

contrôlée de ces cellules immortalisées, grâce à l’établissement de lignées cellulaires T EBV+ 

issues du sang périphérique de patients atteints d’une infection sévère chronique par l’EBV. 

Les cellules de lignées de T EBV-positives expriment les gènes de latence EBNA1 et LMP1 

(Montpellier et al., 1998). Le récepteur à l’EBV CD21 a été découvert à la surface de 

lymphocytes T périphériques (Fischer et al., 1991), leucémiques (Toben and Smith, 1977) et 

plusieurs lignées T lymphoblastoïdes (Fingeroth et al., 1988). Selon Coleman et al., l'EBV-2 

est capable de cibler et d’infecter facilement les lymphocytes T CD8+ primaires in vitro 

entraînant l'expression de gènes de latence, la forte prolifération des T et l’altération de 

l'expression des cytokines (Coleman et al., 2015). 

 

                                  III-1. b) iii- Les cellules NK 

    Certains auteurs affirment que les cellules NK sont des cibles 

naturelles de l’EBV, en particulier lors de l’infection primaire  et lorsque les cellules NK tentent 

de tuer une cellule infectée par l’EBV (Trempat et al., 2002). D’autres études menées in vitro, 

ont rapporté que les cellules NK peuvent acquérir le CD21 des lymphocytes B par transfert 

synaptique, permettant qu’une interaction se mette en place avec le virus et conduise à leur 

infection (Tabiasco et al., 2003). Isobe est ses collaborateurs ont montré que l’EBV est capable 

d’infecter les cellules NK et ont détecté des transcrits des gènes codant pour EBNA1, BZLF1 

et BALF2 initiés par Qp mais pas de transcrits pour EBNA2, LMP1 ou LMP2A. De plus, les 

cellules NK sont entrées en phase précoce d’apoptose après 72h d’infection.  Le récepteur 

CD21 était absent à la surface des cellules NK infectés mais il a été retrouvé l’expression du 

CMH-II, permettant l’entrée du virus dans les cellules NK par interaction avec le complexe viral 

gp85/gp25/gp42 (Isobe et al., 2004). 
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         III-2. Cycle lytique 

       Le cycle lytique, connu sous le nom d’infection productive, correspond 

à la phase de réplication du virus et de production de virions infectieux. Chez les lymphocytes 

B, la réplication lytique survient normalement après la réactivation de la phase de latence, 

tandis que chez les cellules épithéliales, elle a lieu directement après l’entrée du virus. Afin 

que la réplication lytique et la transmission horizontale de cellule à cellule et d’individu à 

individu s’effectuent, le génome de l’EBV, circulaire dans la phase de latence, doit se linéariser. 

La copie du génome virale est assurée par l’ADN polymérase virale (Drouet, 2019).   

La production des gènes lytiques se fait en trois étapes consécutives : très précoce (IE : 

Immediate Early), précoce (E : Early) et tardive (L : Late). Les gènes viraux très précoces sont 

les premiers à être exprimés : BZLF1 (codant pour la protéine ZEBRA également appelée Zta, 

Z, ou EB1) et BRLF1 (codant pour la protéine Rta, également appelée R ou EB2). Les 

activateurs transcriptionnels ZEBRA et Rta induisent l’expression des gènes précoces codant 

en particulier pour la sous-unité catalytique de l’ADN polymérase (BALF5) et la protéine de 

liaison à l’ADN simple brin (BALF2). Les enzymes et protéines produites favorisent la 

réplication du virus dans des sites particuliers du noyau : les compartiments de réplication.  

Sept protéines virales sont nécessaires pour une réplication efficace : ZEBRA, BMRF1, 

BALF2, BALF5, BBLF4, BSLF1 et BBLF2/3, ainsi que certains facteurs cellulaires : les kinases 

cycline-dépendantes (Cdk), les facteurs de réparation de l’ADN, les protéines chaperonnes et 

les isomérases. Six autres protéines sont nécessaires à l’expression des gènes tardifs : 

BcRF1, BVLF1, BFRF2, BDLF3.5, BDLF4, BGLF3. La transcription des gènes tardifs fait suite 

à la réplication de l’ADN viral. Les gènes tardifs permettent d’assurer différentes fonctions 

structurales en codant pour la protéine majeure de la capside, l’antigène de la capside virale 

et des glycoprotéines (Murata, 2014; Rosemarie and Sugden, 2020). Le génome viral est clivé 

pour donner l’ADN viral sous sa forme linéaire. Les ADN viraux sont encapsulés dans le 

nucléoplasme, les nucléocapsides acquièrent une première enveloppe par bourgeonnement 

dans l’espace périnucléaire, puis il y a désenveloppement, recouvrement par le tégument, et 

enveloppement final par bourgeonnement dans des compartiments intracellulaires.  Les 

vésicules contenant les virions mâtures sont ensuite transportées à la surface de la cellule, 

fusionnées avec la membrane plasmique et les virions sont libérés dans l’espace 

extracellulaire (Figure 8). 
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   III-3. Latence virale        

    La latence virale favorise la persistance du virus dans les lymphocytes 

B et les cellules épithéliales de l’hôte : elle est caractérisée par l’expression d’un nombre 

restreint de gènes qui forment des profils différents, en fonction desquels cinq types de latence 

sont définis : les latences 0, I, II, III et la latence atypique. Ces types de latence virale dans les 

lymphocytes B infectés par l’EBV sont représentés dans la Figure 9. 

Figure 8. Représentation schématique du cycle lytique de l'EBV 

L’expression des gènes très précoces BRLF1 et BZLF1 (vert) induit l’expression de gènes précoces (orange). Les 

protéines codées par les gènes précoces favorisent la réplication de l’ADN viral ainsi que l’expression des gènes 

tardifs permettant l’encapsulation, l’acquisition de glycoprotéines et la formation de nouvelles particules virales. 

IE: Immediate Early; E: Early; L: Late. Modifié d’après (Murata et al., 2021). 

Figure 9. Cycle de la latence virale après infection par l'EBV : exemple des lymphocytes B 

L’infection des cellules B naïves entraîne leur prolifération lymphoblastoïde, le virus entre en phase de latence 

III (il y a prolifération cellulaire, contrôlée par le système immunitaire chez les individus immunocompétents). 

Puis, les lymphocytes B se différencient en B mémoires au sein du centre germinatif, le virus entre alors en phase 

de latence II. Enfin les cellules B mémoires deviennent des cellules à longue durée de vie au repos, le virus entre 

en latence I/0 (Inspiré de Li et al., 2020). 
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Chaque programme de latence conduit à l’expression d’un nombre réduit et distinct de 

protéines virales (Tableau 2) et d’ARNs viraux non codants (EBER : Epstein-Barr Virus (EBV)-

encoded small RNA et BART : BamHI-A Right Transcripts), exprimés durant toutes les phases 

de latence, excepté la latence atypique. Ces protéines et ARN contrôlent la prolifération et la 

survie des cellules infectées. 

 

Contrairement au cycle lytique, le génome viral de l’EBV reste dans le noyau sous forme 

circulaire épisomale et il est copié par l’ADN polymérase cellulaire. Bien que les programmes 

de latence diffèrent entre les lymphocytes B et les cellules épithéliales, l’infection latente reste 

nécessaire pour la persistance virale. 

 

   III-3. a) Latence III 

    Le programme de latence III est le programme d’immortalisation 

des lymphocytes B infectés par l’EBV durant l’infection primaire. In vitro, les cellules B 

immortalisées par l’EBV conduisent à l’établissement de Lignées Cellulaires 

Lymphoblastoïdes (LCLs) en latence III (programme de prolifération cellulaire) (Murata et al., 

2021). La latence III est associée à différents types de lymphomes chez les sujets 

immunodéprimés, le système immunitaire ne permettant pas d’en contrôler la prolifération. 

Ceci peut être le cas chez des patients post-transplantés (PTLD : Post Transplant 

Lymphproliferative disorder) ou atteints du Virus d’Immunodéficience Humaine (VIH) (Tse and 

Kwong, 2015). Les cellules transformées par l’EBV et en phase de latence III expriment 

Tableau 2. Expression des protéines virales de l'EBV en fonction des différents programmes de latence 
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l’ensemble des protéines de latence et des ARNs viraux non codants. Les neuf protéines de 

latence exprimées sont : les EBNAs (Epstein-Barr Nuclear Antigen : EBNA1, 2,3A, 3B, 3C et 

-LP, et les LMPs (Latent Membrane Protein) : LMP1, 2A et 2B. Ces protéines contribuent à la 

prolifération, la migration et la survie des cellules B. L’expression de l’ensemble des protéines 

de la latence III est initiée par les promoteurs Cp et Wp. EBNA2 est directement responsable 

de l’initiation de la transcription de la majorité des gènes codant pour les protéines de la latence 

III (Rowe et al., 2014). 

Le rôle des différentes protéines et ARNs viraux, ainsi que les voies de signalisation cellulaires 

induite en latence III de l’EBV seront détaillés dans le paragraphe V « Cellules B en latence III 

de l’EBV ». 

 

   III-3. b) Latence II 

    La latence II de l’EBV est associée à la phase de différenciation 

cellulaire chez les lymphocytes B. Elle est caractérisée par l’expression des trois LMPs et 

d’EBNA1. Le promoteur Qp initie l’expression des protéines en latence II.  La transcription de 

LMP1, oncoprotéine majeure de l’EBV, est activée par les cytokines IL-4, -10, -13, -15 et -21. 

LMP2A contribue à la survie des lymphocytes B immortalisés (Amiel, 2013). Les cellules en 

latence II de l’EBV sont retrouvées dans les carcinomes nasopharyngés, le lymphome de 

Hodgkin et les lymphomes T/NK associés à l’EBV. 

 

   III-3. c) Latence I 

    La latence I est caractérisée par l’expression des EBERs, des 

BARTs et leurs microARNS, et d’EBNA1. De même que pour la latence II, le promoteur Qp 

est à l’origine du profil d’expression des protéines de la phase de latence I. Les cellules en 

phase de latence I de l’EBV se trouvent au niveau du réservoir B mémoires. Elles maintiennent 

le génome viral sans être éliminées par le système immunitaire (perte de leur fonction 

immunogène suite à la perte d’expression de nombreuses protéines de latence). Durant la 

phase de latence I, seule EBNA1 est exprimée et joue un rôle important dans la réplication du 

génome viral et la survie des lymphocytes B. Durant la division mitotique des lymphocytes B, 

EBNA1 ancre l’épisome à la chromatine pour permettre une ségrégation efficace. La latence I 

est associée aux cellules issues des lymphomes de Burkitt et du carcinome gastrique (Amiel, 

2013). 
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   III-3. d) Latence 0 

    La phase de latence 0 est caractérisée par l’unique expression 

des EBERs, des BARTs, et des transcrits de LMP2A, sans aucune expression des protéines 

de latence. Les ARNs de LMP2A sont peu immunogènes et non détectables par le système 

immunitaire de l’hôte, ce qui contribue à l’échappement à l’immunosurveillance. Les cellules 

en latence 0 se situent dans le compartiment des cellules B mémoires tout au long de la vie 

de l’hôte sans être éliminées par le système immunitaire. Ce type de latence ne cause pas de 

pathologies particulières (Amiel, 2013). 

 

   III-3. e) Latence atypique 

    Environ 15 % des tumeurs primaires de lymphomes de Burkitt 

humains contiennent des virus présentant une délétion de leur génome dans la région codant 

EBNA2. Il s’agit d’une forme de latence virale connue sous le nom de « latence Wp-

restreinte ». Dans ce type de latence, la suppression du gène EBNA2 permet au promoteur W 

latent (Wp) de piloter l'expression des protéines EBNA1, EBNA3A, 3B, 3C, EBNA-LP délété 

et BHRF1. En outre, les lignées cellulaires de lymphome de Burkitt restreintes par Wp 

contiennent parfois des génomes viraux réarrangés ("W-Zhet") dans lesquels BZLF1 est 

recombinée à côté du promoteur de latence Wp, ce qui entraîne l’expression active de BZLF1 

et une infection virale lytique élevée. Toutes les cellules en latence Wp-restreinte résistent 

généralement à l’apoptose (Li et al., 2020). 

 

 

                             III-3. f) Réactivation : cycle latent/ cycle lytique 

       Le virus de l’EBV à l’état latent peut être réactivé et passer en phase 

lytique. Sa réactivation dans l’organisme est déclenchée par des facteurs environnementaux 

(hypoxie, radiation), psychologiques (stress et douleur, chocs émotionnels), immunitaires 

(immunosuppression), directement liés au virus (expression de protéines virales) ou à 

l’organisme hôte (changements hormonaux comme lors de la ménopause, réponse mettant 

en jeu des ROS, signalisation du BCR). Elle concerne en particulier les individus souffrant de 

maladies auto-immunes ou de cancers. 

Le lien trouvé entre le stress, la douleur et la réactivation de l'EBV est expliqué par des études 

montrant des titres d’anticorps anti-EBV augmentés chez les personnes âgées signalant plus 

de douleur (Sausen et al., 2021). 
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Il a été démontré que la stimulation de la transcription des promoteurs des gènes BZLF1 et 

BRLF1 est induite par LMP1 chez de nombreuses lignées cellulaires épithéliales et certaines 

lignées cellulaires B (Sausen et al., 2021). En accord avec ces résultats, d’autres auteurs ont 

montré chez des patients souffrant de carcinomes nasopharyngés ou de lymphoproliférations 

post-transplantation associés à l’EBV que les gènes très précoces BZLF1 et BRLF1 sont 

impliqués dans le passage de la latence au cycle lytique. La protéine ZEBRA codée par BZLF1 

active l’expression de la protéine Rta codée par le gène BRLF1 et ceci induit la réactivation du 

cycle lytique (Kerr, 2019). La réactivation du cycle lytique favorisée par LMP1 passe également 

par l’induction de ROS (Reactive Oxygen Species). En effet, LMP1 régule positivement la 

production de ROS et il a été montré que lorsque des cellules de carcinome nasopharyngé 

infectées par l’EBV sont traitées in vitro avec de l’H2O2, il y a augmentation de la production 

de ROS et stimulation de l'expression des protéines du cycle lytique. 

La signalisation du récepteur des cellules B (BCR : B Cell Receptor) contribue également à la 

réactivation du cycle lytique de l’EBV.  Lorsqu'un antigène se lie au BCR., les kinases SRC 

phosphorylent le CD79, ce qui active SYK, qui à son tour va activer les voies de signalisation 

PI3K/AKT et l’expression de Btk. Ceci conduit à l’activation de molécules qui influencent 

l'expression des gènes codant pour NF-κB et ERK, ce qui va conduire à leur différenciation en 

plasmocytes et au déclenchement de la réactivation de l'EBV (Sausen et al., 2021). 

Récemment, des études ont rapporté un effet de la pandémie de la maladie à coronavirus 19 

(COVID-19) sur la réactivation de l'EBV :  chez 28 patients, sur 34 admis pour une insuffisance 

respiratoire liée au COVID-19, il a été possible de détecter l’ADN de l’EBV (Simonnet et al., 

2021). 

 

  IV- Infection et persistance virale 

        L’EBV infecte plus de 95% de la population mondiale. Généralement, 

l’infection primaire est asymptomatique et survient durant l’enfance. Après l’âge de 

l’adolescence, une maladie lymphoproliférative bénigne peut survenir à cause de l’infection : 

il s’agit de la mononucléose infectieuse. L’EBV infecte les cellules B sous-jacentes aux cellules 

épithéliales oropharyngées, l’ADN viral se circularise ensuite et prend la forme épisomale, 

ainsi le virus entre en phase de latence III. Les cellules B en latence III de l’EBV se multiplient 

rapidement dans les tissus lymphoïdes oropharyngés comme les amygdales et peuvent 

également se retrouver dans le sang.  
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Chez les hôtes immunocompétents, ces cellules en latence III sont éliminées par les 

lymphocytes T anti-EBV et par activation des cellules NK. Les lymphocytes B infectés peuvent 

réguler négativement les protéines immunogènes instaurant le programme de latence II. Elles 

vont migrer vers les centres germinatifs et passer en programme de latence I/II durant lequel 

les processus de transcription sont beaucoup plus limités. Les lymphocytes B infectés 

persistent ensuite dans le compartiment des cellules B mémoires, correspondant aux 

programmes de latence virales 0 (quiescence) ou I (réplication) où elles vont résider tout au 

long de la vie de l’hôte. Les cellules B mémoires circulant entre le sang et les tissus lymphoïdes 

oropharyngés, il peut y avoir au sein de ces derniers déclenchements de la réactivation et de 

la réplication virales. Cette réactivation peut conduire à la libération de virions, et est contrôlée 

par la réponse T anti-EBV, établissant un équilibre hôte/virus. Chez les individus 

immunocompétents, cet équilibre permet au système immunitaire de l’hôte de contrôler la 

prolifération des cellules infectées par le virus. En cas de déficit immunitaire de l’hôte, cet 

équilibre immunitaire se rompt, les cellules en latence III échappent au contrôle du système 

immunitaire, et il peut y avoir émergence de lymphomes.  La persistance du virus tout au long 

de la vie de l’hôte est favorisée par le cycle d’infection du virus et son état de repos dans les 

cellules B mémoires (Thorley-Lawson, 2015) (Figure 10). 
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Figure 10. Etapes de l’infection primaire et persistance de l’EBV chez les individus 
immunocompétents  

L’infection primaire du lympho-épithélium est établie lorsque l’EBV entre dans les lymphocytes B par la liaison 

de son complexe glycoprotéique gp350/220 au récepteur CD21 présent à la surface des lymphocytes B. La 

glycoprotéine gp42 se lie au CMH-II du lymphocyte B et au complexe gH/gL. Les cellules épithéliales sont 

infectées via le complexe gH/gL. Les B infectés rentrent en programme de latence III du virus (prolifération 

cellulaire), et comme elles sont hautement immunogènes, elles sont alors éliminées par la réponse T anti-EBV et 

l’activation des cellules NK. Les cellules B infectées baissent l’expression des protéines immunogènes et passent 

en phase de latence II. L’infection silencieuse des cellules B mémoires assure la persistance virale où l’ADN viral 

reste circulaire (latence I/latence 0). Suite à la réactivation virale, certaines cellules en latence 0 repassent en 

phase lytique, ou en phase de prolifération cellulaire (latence III) contrôlée par la réponse T anti-EBV. La 

production de virions à nouveau entraîne de nouveaux foyers infectieux libérant des particules virales au niveau 

de la gorge (Réalisée sur Biorender.com). 
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     V- Cellules B en latence III de l’EBV 

  Notre étude étant centrée sur les lymphocytes B en latence III de l’EBV, cette 

section est consacrée à ce programme de latence. Nous aborderons les caractéristiques 

phénotypiques de ces cellules, les fonctions biologiques des protéines virales nucléaires et 

membranaires exprimées et les voies de signalisation cellulaires activées. Nous préciserons 

également les fonctions biologiques des ARN viraux non codants exprimés. 

 

          V-1. Phénotype des cellules B en latence III 

        L’immunophénotype des lymphocytes B en latence III de l’EBV se 

caractérise par une surexpression du CD19 et du CD20 chez environ 70% des LCLs. De même 

que pour les lymphocytes B non infectés ils n’expriment ni les marqueurs des lymphocytes T 

(CD3), ni ceux des cellules NK (CD56 et CD16) ou des monocytes (CD14) (Hussain et al., 

2012; Hussain and Mulherkar, 2012). Des études ont également montré que les cellules de 

LCLs surexpriment le HLA-DR (Human Leucocyte Antigen- D-Related, molécule de classe II 

du CMH), et que pour plus de 90% des LCLs il y a expression des chaînes légères des 

immunoglobulines (kappa et/ou lambda). Il existe par contre une variabilité dans l’expression 

du CD40 et une forte hétérogénéité dans l’expression du CD23, molécule clé pour la 

croissance et l’activation des cellules B (65% des LCLs). 

Les travaux menés au sein du laboratoire ont mis en évidence que l’oncoprotéine LMP1 

conduit à la surexpression du récepteur pro-apoptotique CD95/Fas à la surface des 

lymphocytes B en latence III de l’EBV, ce qui les sensibilise à l’apoptose via l’axe Fas/FasL 

lors de l’interaction avec les lymphocytes T cyctotoxiques (Le Clorennec et al., 2006). Il a par 

ailleurs été démontré que ces cellules surexpriment l’immuno-inhibiteur PD-L1 (B7-H1), qui 

est à l’opposé un point de contrôle inhibiteur de la réponse T anti-tumorale (Durand-Panteix et 

al., 2012).  
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           V-2. Protéines virales exprimées lors de la latence III 

     V-2. a) Protéines nucléaires 

   V-2. a) i- EBNA1 

       EBNA1 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 1) est une protéine 

virale associée à l’EBV et la seule détectée dans toutes les maladies associées à ce virus et 

tous ses programmes de latence, hormis la latence 0. Elle est composée de 641 acides 

aminés. Sa structure met en évidence des régions riches en Glycine/arginine, Glycine/Alanine, 

un site de liaison à l’Ubiquitin Specific Processing Protease 7 (USP7) et un domaine de liaison 

à l’ADN (Figure 11). 

 

 

EBNA1 est impliquée dans la persistance du génome du virus sous sa forme latente, sous 

forme d’épisomes circulaires dans le noyau. Elle active l’expression des autres gènes de 

latence impliqués dans l’immortalisation des lymphocytes B (Frappier, 2012).  

Plusieurs études ont montré le rôle important de cette protéine dans l’augmentation de la 

survie cellulaire et la diminution du processus d’apoptose (Frappier, 2012). Des observations 

similaires ont été faites chez des lymphocytes de lymphome de Burkitt en latence I : l’inhibition 

d’EBNA1 diminue la survie cellulaire, tout en augmentant l’apoptose (Kennedy et al., 2003). 

Les études menées par Lu et al. ont mis en évidence l’implication d’EBNA1 dans 

l’augmentation de la transcription du gène de la survivine (protéine inhibitrice de l’apoptose). 

En effet, EBNA1 va former un complexe avec les protéines Sp1 liées à leur élément cis au 

niveau du promoteur de la survivine, ce qui résultera en l’amélioration de l'activité du complexe 

et augmentera par la suite la transcription de la survivine. Cette dernière, surexprimée chez 

les cellules B immortalisées par l’EBV assure leur survie (Lu et al., 2011). 

 

Figure 11. Structure de la protéine virale EBNA1 

Les séquences riches en Glycine et Arginine sont représentées en gris. Entre elles se situe la région de répétitions 

de Glycine et Alanine. En orange, est représenté le site de liaison à USP7 et en vert le domaine de liaison à l’ADN. 

Le numéro des acides aminés est indiqué en dessous en rouge. Modifié d’après Frappier, 2012. 
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EBNA1 altère également la voie de signalisation du TGF-1, impliquée dans l’orientation vers 

le cycle lytique : elle conduit à la diminution de l’expression et de la phosphorylation de 

l’effecteur Smad2, nécessaire à la transcription de la protéine Zta suite à l’activation des 

récepteurs à TGF-1 (Velapasamy et al., 2018). EBNA1 contribue également à l’échappement 

des cellules infectées à l’immunosurveillance : la protéine présente dans sa structure une 

répétition particulière en Glycine/Alanine altérant sa présentation au CMH-I. Toutes ces 

caractéristiques font qu’EBNA1 est considérée comme une cible prometteuse dans les 

traitements contre les maladies associées à l’EBV (Frappier, 2012). 

 

   V-2. a) ii- EBNA2 

EBNA2 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 2) fait partie des protéines 

virales nucléaires dont l’expression est restreinte à la latence III. Elle est composée de 487 

acides aminés et comporte neuf régions conservées (CRs : Conserved Regions). Parmi ces 

régions, CR1, CR2 et CR7 sont impliquées dans l’activation de la protéine EBNA-Leader 

Protein (EBNA-LP), tandis que CR5 et CR6 sont nécessaires dans la liaison à RBPJκ (protéine 

de liaison de la recombinaison de J). La protéine EBNA2 possède, au niveau du CR8, un 

domaine de transactivation TAD (TransActivation Domain) et au niveau du CR9, une séquence 

de localisation nucléaire (NLS : Nuclear Localization Sequence) (Figure 12). 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Structure de la protéine virale EBNA2 

Les régions CR1, CR2 et CR7 sont impliquées dans l’activation d’EBNA-LP. Les CR5 et CR6 favorisent la liaison de RBP-

Jκ au CR8 qui porte un domaine de transactivation (TAD), et au CR9 une séquence de localisation nucléaire (NLS). 

Les numéros en rouge représentent les acides aminés. CR : Région Conservée ; RBPJκ : Protéine de Liaison de la 

Recombinaison de Jκ ; TAD : TransActivation Domain ; NLS : Nuclear Localization Sequence (Figure réalisée par 

Jennifer SALIBA). 
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Contrairement à EBNA1, EBNA2 ne possède pas de domaine de liaison à l’ADN mais un 

domaine de transactivation. RBP-Jκ interagirait directement avec EBNA2 et pourrait médier 

sa transactivation au niveau des gènes cellulaires et viraux (Grossman et al., 1994; Waltzer et 

al., 1994). D’autres auteurs ont mis en évidence un mimétisme entre Notch1 et EBNA2 au 

niveau d’homologies fonctionnelles pour l’activation de RBP-Jκ, ce qui a une implication dans 

l’immortalisation des lymphocytes B par l’EBV (Hsieh et al., 1996). 

EBNA2 est une protéine indispensable pour l’établissement des LCLs. Cette propriété a été 

mise en évidence pour la première fois grâce à la lignée cellulaire P3HR1 issue d’un lymphome 

de Burkitt (Miller et al., 1974). Dans les LCLs, l’expression de la protéine membranaire LMP1 

est favorisée par les acides aminés 3 à 30 d’EBNA2, capables de stimuler l’expression des 

gènes viraux impliqués dans l’immortalisation des lymphocytes B in vitro (Gordadze et al., 

2004). 

Les deux types 1 et 2 de l’EBV correspondent à l’expression des protéines EBNA2A et 

EBNA2B respectivement. Les différences existantes au sein du gène EBNA2 font que 

l’immortalisation des cellules B in vitro est plus efficace par l’EBV1 que par l’EBV2 (Cohen et 

al., 1989). Lucchesi et son équipe ont rapporté que le gène CXCR7 (CX-C Récepteur à la 

Chémokine de type 7), nécessaire pour la prolifération des LCLs, est plus fortement induit 

dans l’EBV1 que dans l’EBV2 (Lucchesi et al., 2008). Plus récemment, d’autres auteurs ont 

montré une corrélation entre l’expression d’EBNA2 et la surexpression de CCL3 (Chémokine 

Ligand 3) et de CCL4 (Chémokine Ligand 4) dans les cellules issues de lymphomes B diffus 

à grandes cellules (DLBCL). Ceci conduit à l’activation des voies Btk (tyrosine kinase Bruton) 

et NF-κB et à une résistance au traitement par la doxoribicine (Kim et al., 2017). Des études 

ont aussi mis en évidence une corrélation entre l’expression d’EBNA2 et celle de PD-L1 dans 

le cas de cellules de lymphomes B. EBNA2 régule négativement miR-34a et par conséquent 

augmente l’expression de PD-L1, ce qui contribue à une inhibition de l’activité anti-tumorale 

des T effecteurs. Ces résultats proposent de nouvelles stratégies d'immunothérapie chez des 

patients atteints de cancers associés à l'EBV (Anastasiadou et al., 2019a). 

 

   V-2. a) iii- EBNA3 

    Parmi les protéines nucléaires de l’EBV il existe également la 

famille des EBNA3, composée de trois variants : EBNA3A, EBNA3B et EBNA3C, 

historiquement connus sous le nom d’EBNA4, EBNA5 et EBNA6. Ces protéines sont 

exprimées uniquement lors de la phase de latence III de l’EBV et lors de la latence atypique. 

Chacune de ces protéines est composée d’environ 900 acides aminés et chacun des trois 

variants EBNA3 présente une région riche en proline et une homologie de séquence (220 à 
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230 acides aminés) avec les deux autres variants, nommée "domaine d'homologie", limitée 

mais significative. L’identité de séquence est d’environ 20 à 30% (Figure 13). 

  

 

 

Malgré les similitudes structurales, les membres de la famille EBNA3 présentent des fonctions 

assez différentes, voire opposées : EBNA3A et EBNA3C sont considérés comme oncogènes 

et sont impliquées dans la répression des voies de signalisation suppressives dans les 

tumeurs, par contre, EBNA3B a des fonctions suppressives (Styles et al., 2018). Tous les 

variants de la famille EBNA3 se lient à la même région de RBP-Jκ et sont capables d’inhiber 

la transactivation du promoteur du gène de la protéine virale terminale de type 1 (TP-1), 

médiée par EBNA2 (Le Roux et al., 1994). Certains auteurs suggèrent que la famille des 

EBNA3 est nécessaire à la génération de lymphocytes T anti-EBV (Burrows et al., 1994). Ces 

Figure 13. Structure de la famille des protéines EBNA3 

Les rectangles violets représentent les régions riches en proline et les rectangles roses représentent les domaines 

d’homologie. Les rectangles bleus et verts représentent les domaines structuraux. Les séquences de localisation 

nucléaire (NLS) sont représentées par les étoiles noires et rouges. Les flèches colorées similaires symbolisent les 

répétitions des mêmes acides aminés. D’après Allday et al., 2015. 
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protéines sont importantes pour la persistance de l’EBV dans les lymphocytes B et l’induction 

de la lymphomagenèse au sein de ces cellules (Allday et al., 2015). Ce sont principalement 

les variants 3A et 3C qui jouent un rôle important dans l’établissement des lignées LCLs 

(Tomkinson et al., 1993). EBNA3A et EBNA3C augmentent de plus l’efficacité 

d’immortalisation des lymphocytes B en culture. Elles sont impliquées dans la résistance aux 

médicaments cytotoxiques et peuvent réguler négativement Bim (ou Bcl2L11 : Bcl-2-like 

Protein 11), qui est médiateur pro-apoptotique (Anderton et al., 2008). Les auteurs ont 

également suggéré qu'un sous-ensemble de clones de lymphome de Burkitt générés in vitro 

conservent l'expression d’EBNA3 dans un programme de latence atypique avec suppression 

d’EBNA2 ; ceci indique l'importance des EBNA3A et EBNA3C dans la régulation de la 

pathogenèse du lymphome (Anderton et al., 2008). D’autres études ont montré qu’EBNA3C 

est capable de cibler p53 et de réprimer ses activités transcriptionnelle et apoptotique (Yi et 

al., 2009). A l’inverse, d’autres auteurs ont mis en évidence les fonctions suppressives de 

tumeurs pour le variant EBNA3B : dans le cas de tumeurs déficientes en EBNA3B il existe 

également de faibles taux de cellules T infiltrantes, compte-tenu de son rôle de régulateur 

positif de l’immunosurveillance par les lymphocytes T (Styles et al., 2018). 

Les protéines EBNAs sont principalement impliquées dans la régulation de l’apoptose, de la 

migration cellulaire et la différenciation des lymphocytes B. Elles sont également capables de 

s’associer pour moduler l’environnement et le comportement de la cellule hôte (White et al., 

2010). 

 

   V-2. a) iv- EBNA-LP 

    EBNA-LP (Leader Protein), aussi connue sous le nom d’EBNA5, 

est exprimée en latence III et durant la latence atypique. Elle est composée de 22 et 44 

répétitions d'acides aminés dérivées des exons W1 et W2 trouvés dans la grande région 

répétée interne principale du virus (IR1) et les exons Y1 et Y2 en aval de IR1 (Figure 14).  

 

 

 

Figure 14. Structure de la protéine EBNA-LP 

Les répétitions codées par les exons W1 et W2 forment la partie N-terminale de la protéine et les deux exons Y1 et 

Y2 composent la partie C-terminale. NLS : Nuclear localization Sequence (Figure réalisée par Jennifer SALIBA). 
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Bien qu’elle soit majoritairement localisée au niveau nucléaire, elle peut également être 

retrouvée dans le cytoplasme (Garibal et al., 2007). EBNA-LP a été la 5ème protéine virale 

identifiée comme essentielle à la croissance des cellules B transformées (Dillner et al., 1986). 

En effet, les exons Y1 et Y2 sont importants pour le processus d’immortalisation des 

lymphocytes B in vitro (Mannick et al., 1991). EBNA-LP est un coactivateur d’EBNA2, protéine 

indispensable du programme de latence III de l’EBV. Cette co-activation s’effectue au niveau 

du promoteur de LMP1 et du promoteur bidirectionnel LMP1/LMP2B ; et ceci grâce aux 

fonctions régulatrices situées au niveau des exons W1 et W2 (Harada and Kieff, 1997) et à la 

protéine Sp100 capable de stimuler l’activation de la protéine EBNA2 (Ling et al., 2005). Plus 

récemment, autre que son rôle dans l’activation d’EBNA2, des études ont révélé qu’EBNA-LP 

facilite aussi le recrutement de plusieurs facteurs de transcription dans le génome viral, afin 

de permettre la transcription des gènes de latence de l’EBV et qu’elle favorise la survie des 

cellules B naïves infectées par le virus (Szymula et al., 2018). 

 

 

     V-2. b) Protéines membranaires 

   V-2. b) i- LMP1 

      LMP1 (Latent Membran Protein 1) est une oncoprotéine 

membranaire majeure de l’EBV exprimée durant les latences II et III. Elle est composée de 

trois domaines : une courte partie N-terminale cytoplasmique, six régions transmembranaires, 

et une longue queue en C-terminal cytoplasmique (Figure 15). 

 

Figure 15. Structure de la protéine LMP1 

La courte partie N-terminale cytoplasmique est composée de 24 acides aminés. La longue queue C-terminale est 

composée de 200 acides aminés. Entre ces deux extrémités de la protéine se trouvent six régions transmembranaires 

(Figure réalisée par Jennifer SALIBA). 
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L’oncoprotéine LMP1 se caractérise par plusieurs fonctions dans les cancers associés à 

l’EBV : régulation de la prolifération et de l’immortalisation des cellules tumorales, invasion, 

angiogenèse, interaction cellule-cellule et présentation d’antigènes (Lo et al., 2021). 

L’implication de LMP1 dans la prolifération des lymphocytes B immortalisés est surtout 

assurée par les homologies fonctionnelles qu’elle possède avec le CD40 (Lam and Sugden, 

2003). 

LMP1 a la capacité d’activer certaines cascades de signalisation, coordonnant des cibles 

cellulaires en aval qui favorisent son activité oncogène : NF-κB, PI3K/AKT, ERK/MAPK, JNK, 

JAK-STAT et p38/MAPK. La surexpression de LMP1 active la voie de signalisation NF-κB. 

augmentant le nombre de copies du génome latent de l’EBV, et par la suite ses propriétés 

oncogéniques (Zuo et al., 2015). LMP1 est aussi un activateur de la voie de signalisation du 

récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNFR) : elle recrute les facteurs associés aux TNFR 

(TRAF) et d’autres protéines adaptatives, parmi lesquelles TRAF3, 5, et 6 essentielles pour 

les fonctions de LMP1 (Arcipowski and Bishop, 2012). De plus, par la voie p38/SAPK2 

(Protéine Kinase Activée par le Stress), LMP1 permet l’induction de l’expression de 

l’interleukine-10 (IL-10) dans les cellules issues de lymphomes de Burkitt (Vockerodt et al., 

2014). D’autres études ont mis en évidence que l’expression de LMP1 stimule la sécrétion 

d’IL-10 par les lymphocytes T inhibiteurs, connus sous le nom de T régulateurs (Tregs), ce qui 

entraîne l’inhibition de la prolifération des T effecteurs et de la cytotoxicité des cellules NK 

(Dukers et al., 2000; Marshall et al., 2003). Cette protéine oncogénique module l’adhésion 

cellulaire grâce à la régulation de l’activation de la signalisation de l’intégrine A et du TGFβ 

(Morris et al., 2016). 

La surexpression de PD-L1 par les cellules EBV+ est de plus corrélée à l’expression de LMP1, 

et à l’expression des protéines de la voie MAPK/NF-κB (Bi et al., 2016a). LMP1 contribue ainsi 

à l’inhibition de la réponse anti-tumorale. 

La protéine LMP1 est retrouvée dans les vésicules exosomales sécrétées par les cellules 

infectées. Le trafic de la protéine LMP1 localisée dans les exosomes est capable de modifier 

leur contenu et leurs fonctions : ils participent à l’amélioration de la migration et l’invasion des 

cellules tumorales, permettant à l’EBV de manipuler le microenvironnement tumoral (Hurwitz 

et al., 2017). Nkosi et ses collaborateurs ont mis en évidence que l’expression de LMP1 

modifie le contenu des vésicules extracellulaires en protéines et microARNs, et active les voies 

de signalisation ERK, AKT et NF-κB. Elle régule positivement l’expression des gènes des 

cadhérines, fibronectines et métalloprotéinases (MMP2 et MMP9). Par conséquent, cette 

protéine participe activement au remodelage du microenvironnement tumoral (Nkosi et al., 

2020). 
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Plusieurs études proposent LMP1 comme cible thérapeutique contre les pathologies liées à 

l’EBV (Delbende et al., 2009) : une étude effectuée sur un modèle murin montre qu’un vaccin 

ciblant LMP1 supprime les métastases in vivo (Lin et al., 2017). Il est également proposé des 

vaccins EBV-spécifiques ciblant LMP1 pour améliorer les réponses immunes chez les patients 

atteints de maladies associées à l’EBV (Lo et al., 2021). 

 

   V-2. b) ii- LMP2 

Les protéines LMP2 sont exprimées en latence II et III de l’EBV. 

La famille des LMP2, regroupant LMP2A et LMP2B, est caractérisée par une structure 

constituée de 12 domaines transmembranaires hydrophobes et d’un domaine C-terminal 

cytoplasmique de 27 acides aminés. LMP2A se caractérise en plus par un domaine N-terminal 

composé de 119 acides aminés absents chez LMP2B. Ce domaine N-terminal contient chez 

LMP2A des motifs tyrosine, sérine et proline, tandis que les domaines transmembranaires et 

C-terminal sont riches en motifs cystéine (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Structure de la protéine LMP2 

LMP2A et LMP2B contiennent 12 domaines transmembranaires et un domaine C terminal. LMP2B débute à la 

méthionine (flèche noire) et ne contient pas le domaine N-terminal cytoplasmique de 119 acides aminés unique 

à LMP2A. Les nombres représentent les emplacements des 8 résidus de tyrosine dans le domaine N-terminal de 

LMP2A (Fruehling et al., 1996). 
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Concernant LMP2A, Fruehling et ses collaborateurs ont montré que trois motifs riches en 

tyrosine de sa partie N-terminale sont fortement impliqués dans le blocage de la signalisation 

du BCR après phosphorylation (Fruehling et al., 1996). Une autre étude de Fruehling et 

Longnecker a montré que les résidus tyrosine en position 74 et 85 possèdent des séquences 

conservées de tyrosine et de leucine appariées constituant le motif ITAM (Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activation Motif), impliqué dans le blocage de transduction du BCR (Fruehling 

and Longnecker, 1997). Le motif ITAM interagit aussi avec la protéine Syk facilitant la 

transformation des lymphocytes B par LMP2A (Fukuda and Kawaguchi, 2014). Les 

homologies fonctionnelles entre LMP2A et le BCR participent à la survie des lymphocytes B 

infectés par l’EBV (Mancao and Hammerschmidt, 2007). LMP2A active la voie PI3K/AKT et 

induit la surexpression d’IL-10 (Incrocci et al., 2013) ainsi que celle de gènes associés à 

l’induction du cycle cellulaire et à l’inhibition de l’apoptose. D’un autre côté, elle régule à la 

baisse l’expression des gènes associés aux facteurs spécifiques des lymphocytes B et à 

l’immunité, tout comme les cellules de ReedSternberg issues de lymphome de Hodgkin (Portis 

et al., 2003).  

Concernant LMP2B, sa surexpression - seule - régule la phase de latence III du virus : elle 

contrôle négativement l’activation du BCR par LMP2A et l’internalisation du calcium (Kempkes 

and Robertson, 2015; Rechsteiner et al., 2008). En revanche, l’expression conjointe de LMP2A 

et de LMP2B permet de restaurer l’expression de la protéine Lyn (régulateur des réponses 

immunes innée et adaptative) et retourne la transduction du signal BCR à la normale (Rovedo 

and Longnecker, 2007).  

L’absence du domaine N-terminal chez LMP2B fait qu’elle est capable de dégrader les kinases 

cellulaires (Lyn et Syk) ce qui régule à la baisse les voies de signalisation des cellules B 

normales. Les protéines LMP2 sont exprimées dans plusieurs maladies associées à l’EBV et 

l’équilibre entre les fonctions de LMP2A et LMP2B permet au virus de maintenir sa forme 

latente. Ceci offre une nouvelle piste d’étude dans le cadre de thérapies ciblées et de vaccins 

EBV-spécifiques (Cen and Longnecker, 2015). 
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           V-3. ARNs viraux de la latence III  

         Les EBERs (EBV-encoded RNAs) sont des ARNs non codants, de deux 

types EBER1 et EBER2, exprimés dans tous les types de latence, excepté la latence atypique. 

Ils sont non essentiels pour la transformation des cellules B primaires par l’EBV. Les EBERs 

sont présents dans le noyau et le cytoplasme des cellules infectées. Ahmed et al. ont montré 

que dans les lymphocytes B infectés par l’EBV, les EBERs peuvent être transportés du noyau 

au cytoplasme dans des corps multi-vésiculaires pour être excrétés par les exosomes. Ces 

résultats confirment la participation des EBERs dans la manipulation du microenvironnement 

tumoral, sachant que normalement, les cellules infectées par l’EBV modulent le 

microenvironnement par la libération des exosomes contenant des composants viraux et 

cellulaires  (Ahmed et al., 2018). Les EBERs peuvent inhiber la protéine kinase activée par 

l’ARN (PKR) induite par l’interféron-alpha (IFN-α) et nécessaire à la médiation des effets 

antiviraux des interférons. Cette inhibition permet la persistance virale, en protégeant les 

cellules contre l’apoptose (Nanbo et al., 2002).  

Les BARTs (BamHI-A Rightward Transcripts) sont un autre groupe d’ARNs, épissés de 

manière hétérogène, ayant une taille de 4 à 8 kpb (Smith et al., 2000) conduisant à la 

production de plusieurs cadres de lecture ouverts et constituant des précurseurs pour les 

micro-ARNs (miARNs). Les BARTs ont tout d’abord été détectés dans les tissus issus d’un 

carcinome nasopharyngé puis lors de différentes pathologies associées à l’EBV : la maladie 

de Hodgkin, le lymphome T/NK de type nasal, le lymphome de Burkitt et dans les cellules B 

du sang périphérique chez des individus sains (Hitt et al., 1989). Des études ont montré que 

l’immortalisation des lymphocytes B in vitro reste possible même en absence des BARTs, mais 

leur présence reste importante pour le développement tumoral (Marquitz and Raab-Traub, 

2012).  

L’épissage alternatif des BARTs entraîne l’apparition de micro-ARNs (miARNs) qui sont de 

petites molécules d’ARN non codantes (environ 22 nucléotides) régulant négativement 

l’expression des gènes (Friedman et al., 2009). Une dérégulation des miARNs affecte la 

prolifération, la mort cellulaire, la migration, le cycle cellulaire et plusieurs autres processus 

associés aux cancers et permet ainsi de distinguer les cellules normales des cellules tumorales 

(Bofill-De Ros et al., 2017). 

Les cellules transformées par l’EBV expriment au moins 49 micro-ARNs viraux matures dont 

les fonctions ne sont pas encore élucidées à ce jour (Sakamoto et al., 2017). L’EBV code pour 

environ 30 micro-ARNs dans la région des BARTs : l’expression dérégulée des miARNs 
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BARTs potentialise la croissance tumorale in vivo et représente un mécanisme oncogénique 

lié à l’EBV (Qiu et al., 2015).  

Les miARNs de l’EBV sont exprimées différemment dans les cellules EBV+ en fonction du type 

de la latence virale (Wang et al., 2018). Des études ont montré que les micro-ARNs de l’EBV 

inhibent la libération d’IL-12 des cellules B infectées, répriment la différenciation des 

lymphocytes CD4+ naïfs en cellules Th1 et modifient la présentation du peptide sur le CMH-II. 

Par conséquent, ils régulent négativement l’activation des lymphocytes T effecteurs qui 

contrôlent la prolifération des B infectés par l’EBV (Tagawa et al., 2016). Albanese et al ont 

constaté que les miARNs de l’EBV inhibent la mort des cellules B infectées par l’EBV par les 

lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’EBV. En effet, ils réduisent les expressions du CMH-II, 

d’EBNA1 et d’IL-12, ce qui baisse la reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes 

T CD8+ et donc induit l’échappement à l’immunosurveillance (Albanese et al., 2016). Les 

miARN de l'EBV participent également à l’échappement à la réponse immune médiée par les 

NK en ciblant son récepteur MICB (MHC class I Chain-related molecule B). Ils régulent aussi 

l'apoptose cellulaire en interagissant avec BH3 (BID) servant de substrat de caspase qui 

amplifie la réponse apoptotique via la voie mitochondriale. C’est ainsi que les miARNs 

participent à l'initiation de tumeurs malignes associées à l'EBV. En plus, ces miARNs du virus 

l’aident à maintenir la latence dans les cellules infectées : miR-BART7, miR-BART5, miR-

BART1-5p et miR-BART19-3p sont fortement exprimés dans les lymphomes NK/T et aident 

au maintien de la latence III. Les miARNs viraux BHRF1 se trouvent dans les cellules en 

latence III de l’EBV telles que les lignées cellulaires lymphoblastoïdes. Cette association avec 

la latence III est principalement attribuée au fait que les miARN BHRF1 sont dérivés du 

transcrit EBNA initié par Cp et/ou Wp non exprimé qu'en latence III (Wang et al., 2018). En 

outre, miR-BHRF1-2-5p et miR-BART2-5p inhibent le BCR, responsable de médier l'immunité 

adaptative et l'infection lytique dans les lymphocytes B infectés par l'EBV (Iizasa et al., 2020). 
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La figure 17 représente la régulation des réponses immunitaires de l’hôte par les mirARNs de 

l’EBV. 

 

Certains auteurs ont suggéré que les clusters de micro-ARNs codés par l’EBV sont associés 

au type de cancer et au statut de l’infection virale, proposant de cibler les clusters de miARNs 

en thérapie spécifique à chaque maladie liée au virus (Sakamoto et al., 2017). 

          

 

          V-4. Facteurs et voies de signalisation impliqués en latence III 

    V-4. a) Facteur NF-κB 

       NF-κB est un facteur de transcription dimérique appartenant à la 

famille REL composée de RelA (p65), RelB, p50, p52 et c-Rel. Elle peut être régulée par deux 

voies de signalisation : une voie canonique dite classique ou une voie non canonique dite 

alternative. La voie classique est associée aux membres RelA, c-Rel et/ou p50 de la famille 

REL impliqués dans les réponses inflammatoires et anti-apoptotique.  

 

Figure 17. Les mirARNs de l’EBV régulent les réponses immunitaires de l’hôte. 

Dans les cellules infectées en phase latente, le génome viral est sous forme épisomale. 

L’EBV recrute ses micro-ARNs pour la subversion des réponses immunes de l’hôte. Les micro-ARNs de l’EBV 

peuvent (1) interférer avec la présentation antigénique des molécules du CMH-I ce qui baisse la reconnaissance 

des cellules infectées par les lymphocytes T CD8+ ; (2) contrôler les expressions d’IL-6 et IL-12 causant la 

suppression des réponses immunes des T CD4+ médiée par les cytokines ; (3) faciliter l’échappement à la réponse 

NK en ciblant le ligand MICB. 

TCR : T-cell receptor; MHC: Major Histocompatibility Complex; NKG2D: Natural Killer Group 2D; MICB: MHC class 

I Chain-related molecule B (Figure réalisée par Jennifer SALIBA). 
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Lorsque la voie est activée, NF-κB se transloque vers le noyau et se lie à l'ADN afin de réguler 

l'expression des gènes. NF-κB est activé dans plusieurs types de cancers y compris les 

lymphomes B EBV+ et participe à l’émergence de tumeurs. Les récepteurs associés à cette 

voie sont principalement les récepteurs de type Toll-like (TLRs) et le récepteur des cellules B 

(BCR). 

En 1996, Devergne et ses collaborateurs ont découvert l’association des TRAFs avec LMP1 

est essentielle pour l’activation de NF-κB et l’immortalisation des cellules B (Devergne et al., 

1996). Dans les lymphomes B EBV-positifs, la voie NF-κB peut être activée par la protéine 

virale LMP1 (Cahir-McFarland et al., 2004). De nombreuses études ont été menées sur 

l’implication de NF-κB dans le développement de tumeurs associées à l’EBV. D’après une 

étude des lignées de lymphomes de Burkitt, des LCLs et une lignée inductible pour 

l’expression de c-Myc, Faumont et al. ont montré que NF-κB et cMyc sont les deux facteurs 

de transcription principaux détournés par la latence III de l’EBV, en étant impliqués dans le 

phénotype, la croissance et les propriétés biologiques des cellules B immortalisés par le virus 

(Faumont et al., 2009). Takada et son équipe ont constaté que l’infection par l’EBV induit 

l’activation de NF-κB dans les cellules tumorales de lymphomes T/NK via LMP1, et 

potentiellement LMP2A, qui ont favorisé la survie cellulaire (Takada et al., 2017) (Figure 18). 
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    V-4. b) Facteur c-Myc 

              c-Myc est un facteur de transcription proto-oncogène surexprimé dans 

plusieurs types de cancers. Dans les cellules normales en division, c-Myc participe 

partiellement à la régulation de la prolifération cellulaire et l’apoptose. Chez les cellules 

tumorales, c-myc est étroitement lié à la prolifération, la transformation et l'induction de 

l'apoptose. Son expression est nettement augmentée dans les cellules qui se divisent 

rapidement et se différencient faiblement. 

EBNA2 cible directement c-Myc (Kaiser et al., 1999). Il s’agit d’un facteur majeur de 

transcription de la latence III qui régule positivement la plupart des gènes induits par ce 

programme de latence et qui sont impliqués dans la prolifération cellulaire.  

 

Figure 18. Activation de NF-κB par LMP1 mimant CD40 

LMP1 et CD40 ont des domaines de liaison avec les facteurs TRAFs pour interagir avec cette famille. Elles 

interagissent avec la kinase JAK3 et les protéines STAT et activent le complexe de transcription de l’AP-1 par la voie 

JNK. Toutes ces interactions activent NF-κB et déclenchent la transcription de gènes anti-apoptotiques pour 

maintenir la survie et la croissance des lymphocytes B infectés par l’EBV. 

LMP1: Latent Membrane Protein 1; TRAF: TNF Receptor Associated Factor; JAK: JAnus Kinase; RIP: Receptor-

Interacting Protein kinase; TRADD: Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain; NIK: NF-κB 

Induced Kinase; IKK: IκB Kinase; STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription; JNK: C-Jun N-terminal 

Kinases; AP-1: Activator Protein-1; NF-κB: Nuclear Factor–kappa B; PXQXT: Motif Pro – Xaa – Gln – Xaa – Thr. D’après 

Thorley-Lawson, 2001. 
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De plus, lorsque c-Myc est inactivé par un inhibiteur chimique, la prolifération des LCLs est 

arrêtée (Faumont et al., 2009). c-Myc semble être un facteur important dans la prolifération 

des cellules B immortalisées par l’EBV. Sa surexpression engendre la prolifération des B en 

latence III dépendamment de NF-κB (David et al., 2017). 

Des études ont par ailleurs révélé qu’une activité élevée de c-Myc dans les cellules de 

lymphome infectées par l'EBV et une surexpression de c-Myc dans des LCLs conduisent à la 

répression de la transcription de LMP1. Lorsque c-Myc est chimiquement inhibée dans les 

LCLs et tôt après l'infection primaire des cellules B, l’expression de LMP1 est augmentée 

(Price et al., 2018). 

 

    V-4. c) Voie P38/MAPK 

   La voie p38/MAPK peut être activée par LMP1, ce qui induit l’expression 

des IL-6 et IL-8 (Eliopoulos et al., 1999). En parallèle, cette voie peut elle-même conduire à la 

surexpression de LMP1, augmentée par une boucle de régulation autocrine (Johansson et al., 

2010). A la surface de cellules malignes EBV-positives de PTLD, CD70 (ligand de CD27 - 

molécule de costimulation) est surexprimée (Trentin et al., 1997). Lorsque CD70 interagit avec 

ces cellules, ceci déclenche l’apoptose par le biais du stress du réticulum endoplasmique via 

l’activation des voies P38/MAPK et JNK (Park et al., 2010). L’inhibition de la voie p38, lors de 

l'activation de l'EBV, conduit à une multiplication par trois de l'apoptose des cellules Raji et 

empêche l'expression des gènes du cycle lytique. Lors du passage de la phase de latence à 

la phase lytique, la phosphorylation de p38/MAPK protège les cellules hôtes de l'apoptose et 

induit la réactivation virale. L’augmentation de LMP1 lors de la réactivation de l'EBV contribue 

avec p38/MAPK, à la survie cellulaire (Matusali et al., 2009).  

 

    V-4. d) Voie PI3K/AKT 

   La voie de signalisation PI3K/AKT est impliquée principalement dans la 

régulation du cycle cellulaire. LMP1 est capable d’induire la phosphorylation et l’activation de 

AKT – située en aval de PI3K - et par la suite, de stimuler l’activation de PI3K (Dawson et al., 

2003). La phosphorylation d’IRF4 (Interferon Regulatory Factor) est favorisée par 

l’oncoprotéine LMP1 et la famille des protéines kinases Src via LMP1. La famille des Src agit 

en amont de PI3K pour activer IRF4 et Akt (Wang et al., 2017). LMP2A active également la 

voie PI3K/Akt, en induisant la phosphorylation de Akt. PI3K/AKT activée représente une sorte 
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de signal de survie des cellules épithéliales et des lymphocytes B infectés (Fukuda and 

Longnecker, 2004).  

L’activation de PI3K/AKT favorise la transformation des cellules tumorales : elle inhibe 

l’apoptose en baissant la transcription du Fas Ligand, active la prolifération cellulaire en 

accélérant les cycle et métabolisme cellulaires, et participe à l’instabilité génomique.  Dans les 

pathologies associées à l’EBV, LMP2A agit comme un signal du BCR, entraînant la sortie des 

cellules B de la moelle osseuse et diminuant, ensuite, l'apoptose des cellules B à la périphérie 

via l'activation de PI3K (Chen, 2012) (Figure 19). 

 

 

    V-4. e) Voie des STATs 

   Weber-Nordt et son équipe ont été les premiers à établir une corrélation 

entre l’activation des protéines STATs dans des lignées immortalisées par l’EBV, des 

lymphomes primaires et des cellules issues de leucémie myéloïde (Weber-Nordt et al., 1996). 

Figure 19. Activation de la voie PI3K/Akt par LMP1 

LMP1 interagit avec TRADD et TRAF pour activer les cellules B par l’induction des facteurs de transcription AP-1 et 

NF-κB. Les voies de signalisation PI3K et JNK sont consécutivement activées, assurant la survie cellulaire et la 

prolifération des lymphocytes B infectés. D’après Damania, 2004. 
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Les fortes expressions des protéines STAT-1, -2, -3 et 5A sont associées au programme de 

latence III de l’EBV induite par LMP1.  

En plus, l’expression de STAT-1 peut être impliquée dans la transformation des cellules B 

(Zhang et al., 2004). La signalisation de LMP1 induit également la production de l’IFN-γ 

conduisant à la phosphorylation des résidus Tyrosines de STAT1 et à l’expression de ses 

gènes (Najjar et al., 2005). Les faibles expressions de STAT1 augmentent l'expression de 

LMP2A et des antigènes du cycle lytique et le nombre de cellules entrant dans le cycle lytique. 

C’est ainsi que STAT1 participe au maintien du programme de latence III des lymphocytes B 

transformés (Mclaren et al., 2009). Plusieurs maladies associées à l’EBV sont caractérisées 

par une dérégulation de la voie des STATs (Vaysberg et al., 2009). Dans le cadre de l'infection 

des cellules B primaires par l'EBV, l’activation de STAT3 facilite la prolifération des cellules B 

et l'établissement de la latence. Sa forte expression contribue également au maintien de la 

latence en freinant l'activation lytique de l'EBV (Figure 20) (Li and Bhaduri-McIntosh, 2016). 

 

 

 

Figure 20. Activation de STAT3 par l'EBV dans les cellules B 

L’entrée de l'EBV dans les cellules B active rapidement STAT3 via les JAKs (Janus kinases). STAT3 activé peut stimuler 

la transcription de LMP1 et PCBP2 cellulaire réprimant les gènes lytiques de l'EBV. 

La phosphorylation de STAT3 à Y705 via les ROS, les cytokines cellulaires (IL-10, IL21), les miARN EBV LMP1 et EBV 

sont d’autres modes d’activation des STAT3. D’après Li et Bhaduri-McIntosh, 2016. 
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 La capacité des effecteurs du système immunitaire inné et adaptatif à reconnaître et 

éliminer les cellules tumorales a été décrite par le terme de la surveillance immune. Cette 

dernière correspond au contrôle continu de la prolifération des cellules tumorales chez des 

individus immunocompétents. Cependant, malgré cette immunosurveillance, certaines 

cellules parviennent parfois à échapper aux effecteurs de la réponse immune et émerger des 

maladies, comme dans le cas de l’EBV dans un contexte de profil immunitaire déficient. 

Dans cette partie, les deux bras inné et adaptatif de l’immunosurveillance de l’infection par 

l’EBV seront décrits. Dans un autre paragraphe, nous présenterons l’échappement à la 

surveillance immune et les maladies associées à l’EBV. Enfin, une dernière section sera 

consacrée aux facteurs impliqués dans l’évasion à la réponse immune et l’émergence des 

tumeurs tels que les CMH, les points de contrôle inhibiteurs ainsi que quelques cytokines 

immunosuppressives. 

   

 

     I- Surveillance immune de l’infection par l’EBV 

 L’EBV infecte plus de 95% de la population mondiale et persiste de manière latente 

dans l’organisme. Dans le cas d’individus immunocompétents, cette infection virale de longue 

durée est surveillée par le système immunitaire de l’hôte grâce à un équilibre hôte/virus 

contrôlant le virus et la prolifération des cellules infectées. Ainsi, malgré l’hébergement de 

l’EBV, l’organisme immunocompétent ne développera pas de maladies associées à ce dernier. 

Ces mécanismes d’immunosurveillance de l’hôte mettent en jeu plusieurs populations de 

cellules immunitaires, impliquées dans l’immunité innée ou adaptative. Cette dernière peut 

être à médiation cellulaire (réponse spécifique acquise effectuée notamment par les 

lymphocytes T cytotoxiques) ou à médiation humorale (basée sur la production d’anticorps).  

Cette partie porte sur la surveillance immune du virus et des cellules B infectées ; elle présente 

les principaux effecteurs cellulaires mis en jeu. Le premier paragraphe concerne l’immunité 

innée et le second l’immunité adaptative à médiations cellulaire et humorale. 
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  I-1. Immunité innée  

        I-1. a) Rôle des monocytes 

   Les populations monocytaires jouent un rôle important dans la réponse 

immune directement dirigée contre le virus (infection primaire ou réactivation). La détection 

initiale nécessite, de même que pour toute infection virale, une détection via les PRRs (Pattern 

Recognition Receptors). Parmi ces derniers, se trouvent les TLRs (Toll-Like Receptors). Les 

monocytes détectent l’EBV, via les TLR2, impliqués dans la reconnaissance des herpès virus 

(Lange et al., 2022). TLR2 recrute Myd88 (Myeloid differentiation primary response), résultant 

dans l’activation de la voie NF-kB et la production de molécules antibactériennes (oxyde 

nitrique via les iNOS ou oxyde nitrique synthase inductibles) et de cytokines inflammatoires, 

telles que IL-1β, IL-6 ou TNFα (Lange et al., 2022). L’expression de la chimiokine inflammatoire 

MCP-1 est significativement augmentée chez les monocytes primaires stimulés par l’EBV, de 

manière dépendante de l’expression de TLR2 (Chijioke et al., 2013) (Figure 21). Les 

macrophages et cellules dendritiques dérivés des monocytes utilisent à la fois les TLR2 (à la 

surface cellulaire) et les TLR9 (présents au niveau endosomal, après endocytose du virus ou 

des parties du virus) comme récepteurs à l’EBV. 

 

 

 

 

Figure 21. Réponse immunitaire innée anti-EBV médiée par les monocytes via la reconnaissance de 
TLR2. 

L’EBV, par son ADN viral, active les monocytes via TLR2 qui recrute la réponse primaire Myd88. Myd88 active la 

voie NFκB déclenchant ainsi, par la chémokine MCP-1, une inflammation (Réalisée par Jennifer SALIBA). 
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        I-1. b) Rôle des cellules dendritiques 

   Les cellules dendritiques jouent également un rôle dans la réponse 

immune dirigée contre l’EBV. On en distingue deux types : les cellules dendritiques 

conventionnelles (CDc) et les cellules dendritiques plasmacytoïdes (CDp). Les CDc expriment 

les TLR3 (endosomaux) qui recrutent TRIF (et non MyD88), conduisant à l’activation des voies 

NF-κB et des MAPK via TRAF6 et TAK1, et à la production de cytokines inflammatoires 

(Chijioke et al., 2013; Lange et al., 2022). Les CDp expriment les TLR7 et TLR9 (endosomaux) 

qui permettent de détecter les acides nucléiques étrangers, notamment l’ADN viral des 

gammaherpèsvirus, conduisant au recrutement de MyD88 qui à son tour recrute les membres 

de la famille IRAK, ce qui aboutit à l’activation des voies NF-κB et des MAPK, via TRAF6 et 

TAK1 (Figure 22). L’activation des TLR endosomaux conduit par ailleurs à l’expression 

d’interféron de type I à forte activité anti-virale. 

 

 

 

Ces deux types de cellules dendritiques contribuent fortement à la détection des agents 

pathogènes viraux et agissent de manière complémentaire (Chijioke et al., 2013). Ils sont 

impliqués dans la préparation à la réponse immune adaptative. 

Figure 22. Reconnaissance immunitaire innée anti-EBV par les cellules dendritiques via les ligands 
TLRs. 

L'EBV active les CDp et CDc avec son ADN viral. La réponse immunitaire médiée par CDp engage TLR7 et TLR9 qui 

recrute MyD88 puis les membres de la famille IRAK. Ces derniers recrutent TRAF6, qui activent TAK1. Et, à son 

tour, TAK1 active les voies de signalisation NF-κB et MAPK. Ces mêmes voies de signalisation sont aussi activées 

par le TLR3 des CDc, qui recrute TRIF, au lieu de MyD88 (Réalisée par Jennifer SALIBA). 
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       I-1. c) Rôle des cellules NK 

   Les cellules NK contribuent fortement à la réponse immune anti-EBV 

durant l’infection primaire. Les différents événements immunologiques sont surtout étudiés 

chez les patients atteints de mononucléose infectieuse (MI).  

Les cellules NK NKG2A+ (Natural Killer Group 2A) / KIR- (Killer Immunoglobulin-Like Receptor, 

inhibiteur des cellules NK) se développent préférentiellement pendant la MI et reconnaissent 

les cellules répliquant lytiquement l'EBV. Ces cellules précocement différenciées sont 

continuellement perdues au cours de la première décennie de la vie pour être remplacées par 

des cellules KIR+, coïncidant avec un risque accru de développer une MI lorsque l'infection 

primaire est retardée jusqu'à l'adolescence (Münz, 2017).  

Les cellules NK ciblent fortement les cellules en cours de réplication lytique. La diminution 

d’expression du CMH de classe I (qui interagit avec le récepteur KIR inhibiteur) et 

l’augmentation de l’expression de la protéine de liaison UL16-1 et de CD112, ligands des 

récepteurs activateurs NKG2D (Natural Killer Group 2D), les sensibilise à la mort par les 

cellules NK (Pappworth et al., 2007). Il y a baisse de l’inhibition et augmentation de l’activation 

des cellules NK (Münz, 2017). 

Il a été montré chez les patients atteints de MI qu’il existe chez ces derniers une corrélation 

inverse entre le nombre de cellules NK d’une part, et la gravité des symptômes associée à la 

charge virale d’autre part, suggérant une contribution bénéfique directe des cellules NK contre 

l'infection par l’EBV (Williams et al., 2005). Chijioke et ses collaborateurs ont par ailleurs 

montré qu’une déplétion in vivo des cellules NK de souris humanisées infectées par l’EBV 

cause des symptômes plus graves, et une plus grande incidence de la tumorigénèse induite 

par l'EBV, par comparaison avec des souris n’ayant pas subi de déplétion ; il ont également 

rapporté la survenue d’une lymphoprolifération associée à l’EBV chez un patient souffrant 

d’une déficience en cellules NK (Chijioke et al., 2016, 2013).  

Les récepteurs activateurs des NK conduisant à leur cytotoxicité tels que NKp30, NKp44, 

NKp46 et NKG2D ont été décrits comme étant impliqués dans la reconnaissance des cellules 

de lignées cellulaires EBV-positives et à un effet cytotoxique via les perforines et granzymes 

(Chijioke et al., 2016, 2013; Tangye et al., 2017).  

Suite à l’infection, les cellules NK libèrent des cytokines immunomodulatrices tels que 

l’interféron-γ de type II (IFN-γ). Elles peuvent limiter la transformation des lymphocytes B par 

l’EBV par le biais de l’IFNγ en association avec l’activation de leurs ligands par les cellules B 

infectées (Chijioke et al., 2013; Strowig et al., 2008). Il a été montré qu’une sous-population 

spécifique de cellules NK, présente dans les amygdales, sécrète fortement de l’IFN-γ après 

activation par les cellules dendritiques et peut inhiber in vitro la transformation des cellules B 
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par l’EBV (Strowig et al., 2008). Ces résultats sont en accord avec ceux montrant qu’une sous-

population de cellules NK, caractérisée par les marqueurs CD56Fort NKG2A+ CD94+ CD54+ 

CD62L- et avec une forte sécrétion d’IFN-γ, s’accumule dans les amygdales de porteurs du 

virus de l’EBV, et permettent de limiter efficacement la transformation cellulaire (Lünemann et 

al., 2013). L’inhibition de la transformation cellulaire met en jeu l’engagement partiel de la 

protéine NKp44 des cellules NK CD56Fort/ NKG2A+ (Jud et al., 2016). 

Les cellules NK peuvent agir seules ou en complémentarité de la réponse T spécifique dirigée 

contre les antigènes viraux. La libération des cytokines immunomodulatrices telles que les 

interférons α et β de type I (IFN-α, IFN-β) et l’IFNγpermettent la stimulation de la réponse T 

(Biron et al., 1999; Williams et al., 2005). Lorsque les T sont activés, en présence des cellules  

NK (CD56+/CD16+), ils ont la capacité à tuer des cellules de LCLs autologues (Wilson and 

Morgan, 2002). Les lymphocytes T CD4+ peuvent tuer les cellules B infectées par différents 

mécanismes, dont l’interaction entre Fas et le Fas Ligand, les granzymes, et la perforine (A D 

Wilson et al., 1998).  

Les cellules NK peuvent de plus lyser les lymphocytes B infectés, soit directement, soit de 

manière dépendante des anticorps dirigés contre les protéines virales exprimées à leur 

surface : les cellules NK interagissent avec les anticorps anti-EBV via leurs récepteurs Fc puis 

sécrètent perforine et granzyme. Un autre mode d’action mettant en jeu les anticorps a 

récemment été décrit. Dans ce cas, les anticorps sont en interaction avec les particules virales 

présentes à la surface des B, ce qui ne conduit pas à leur lyse mais permet le transfert de la 

particule virale aux NK. Ces derniers ne sont pas infectés mais subissent une réorganisation 

de leur cytosquelette permettant l’internalisation des particules virales qui transitent dans les 

lysosomes et endosomes précoces puis sont dégradées (Alari-Pahissa et al., 2021). 

L’élimination de particules virales attachées à la surface des cellules B permet de réduire 

l’infection sans les tuer. L’hypothèse est que ce mécanisme limite les premières phases de 

l’infection, donnant du temps pour que la réponse immunitaire adaptative se mette en place et 

puisse contrôler l’infection par l’EBV.  

  

        I-1. d) Rôles des cellules NKT 

   Les cellules NKT constituent également une sous-population cellulaire 

fortement impliquée dans la réponse immune anti-EBV. Elles constituent un groupe 

hétérogène, à l’interface entre l’immunité innée et l’immunité adaptative et partagent des 

marqueurs identiques à ceux des cellules T (CD3) et des cellules NK (CD16, CD56), ainsi que 

des mécanismes d’action communs à ces deux types cellulaires.  
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Les cellules NKT reconnaissent des antigènes lipidiques ou glycolipidiques présentés par le 

CD1d des cellules infectées (analogue au CMH de classe I), via un TCR particulier. Elles 

transmettent des signaux secondaires, tels que la production d’IFNγ et d’IL-2 responsables 

de l’augmentation de l’efficacité des lymphocytes T (Chung et al., 2013; Priatel et al., 2014). 

L’expression membranaire de CD1d induite à la surface des cellules de LCLs, déclenche 

fortement la cytotoxicité des NKT (production de perforine et de granzyme) et la sécrétion 

d’IFNγ (Bendelac et al., 2007).  Il a été montré que les cellules NKT peuvent limiter in vitro la 

transformation des lymphocytes B suite à l’infection par l’EBV et sont absentes chez certains 

individus sensibles aux pathologies induite par l'EBV (Rickinson et al., 2014). La déplétion de 

ce groupe de cellules avant infection par le virus conduit à l’augmentation du nombre de 

cellules B infectées et de la quantité de génome viral détecté (Chung et al., 2013; Priatel et 

al., 2014). La figure 23 représente les mécanismes d’action des NKT proposés pour limiter 

l’infection par le virus. 

 

Figure 23. Mécanisme d’action des NKT pour limiter la réplication du virus d’Epstein-Barr. 

Dans le cas d’individus immunocompétents, les NKT reconnaissent et interviennent rapidement dans la 

cytotoxicité directe des cellules B CD1d+ infectées et stimulent les lymphocytes T spécifiques de l'antigène par la 

production d'IFN-γ et IL-2, limitant ainsi l'infection. Par contre, dans le cas d’individus immunodéprimés qui 

manquent des NKT, comme par exemple la maladie XLP (maladie lymphoproliférative liée à l'X. : déficit 

immunitaire électif pour l’EBV se révélant par une MI gravissime), les réponses adaptatives sont plus lentes. Ceci 

entraîne une reconnaissance retardée des cellules B infectées par l’EBV, et par la suite une augmentation de la 

charge virale. Les interactions SLAM/SAP jouent aussi un rôle dans l'activation des lymphocytes T. 

SLAM : molécule de signalisation d'activation lymphocytaire ; SAP : protéine associée à SLAM ; TCR : récepteur 

des lymphocytes T (D’après Priatel et al., 2014). 
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   I-1. e) Rôle de quelques autres facteurs 

   L’interleukine-15, qui peut être sécrétée par les monocytes, les 

macrophages ou les cellules dendritiques est impliquée dans la réponse innée anti-virale. 

Cette cytokine stimule la synthèse et la sécrétion de l’IFN-γ à partir des cellules NK et des 

lymphocytes T CD4+, ce qui permet  d’agir de manière autocrine ou paracrine pour moduler le 

potentiel cytotoxique des cellules NK (Gosselin et al., 1999). 

Une fonction importante du magnésium (Mg2+) a également été mise en évidence dans 

l’immunité antivirale contre l’EBV. Il est essentiel pour les fonctions cytotoxiques des cellules 

NK et l’élimination des cellules B infectées par l’EBV via la protéine NKG2D (Chaigne-

Delalande et al., 2013). 

 

 

  I-2. Immunité adaptative  

        La gravité des maladies associées à l'EBV, en particulier chez les individus 

immunodéprimés, souligne l'importance des réponses immunitaires spécifiques dans le 

contrôle de cette infection et la préservation de l'intégrité de l’hôte en reconnaissant les 

antigènes viraux. L’immunité adaptative va permettre une surveillance ciblée et l’établissement 

de cellules mémoires permettant des réponses efficaces. L’immunité adaptative à médiation 

cellulaire et humorale contribuent toutes deux au contrôle de l’infection virale, qu’elle soit 

primaire ou persistante. 

 

         I-2. a) Immunité adaptative à médiation cellulaire 

        L’immunité adaptative à médiation cellulaire est en particulier 

spécialisée dans la lutte contre les pathogènes. Elle joue un rôle fondamental dans le contrôle 

des phases primaire et persistante de la propagation de l’EBV. Le paragraphe suivant met 

l’accent sur les lymphocytes T CD8+ et CD4+, ainsi que sur les lymphocytes Tγδ, principaux 

acteurs de l’immunité acquise impliqués dans la surveillance de l’infection par l’EBV. 

 

                                        I-2. a) i- Rôle des lymphocytes T CD8+ 

           Les lymphocytes T cytotoxiques sont les effecteurs les plus 

importants dans le contrôle de l'infection virale par l’EBV. Ils sont dirigés à la fois contre les 

antigènes du cycle lytique et ceux de la latence. 
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Un grand nombre de données porte sur le rôle des lymphocytes T CD8+ lors de l’infection 

primaire. L’étude de l’équipe de Long a montré qu’il existe chez les patients infectés un nombre 

anormalement élevé de lymphocytes T, dont la majorité sont des lymphocytes T CD8+ 

spécifiques, dirigés vers les antigènes du cycle lytique de l’EBV (Long et al., 2019a). Les 

patients atteints de  MI aigue présentent un très grand nombre de lymphocytes T CD8+ 

(Chatterjee et al., 2019). Durant l’infection primaire symptomatique, les cellules T CD8+ 

spécifiques de la réponse anti-EBV prolifèrent et expriment fortement les marqueurs 

d’activation HLA-DR, CD69 et CD38 (Chatterjee et al., 2019). 

L’infection par une faible dose d’EBV chez des souris humanisées montre une augmentation 

retardée des lymphocytes T CD8+, mais avec une fréquence 3 à 5 fois plus élevée envers les 

antigènes spécifiques du cycle lytique (protéine précoce du cycle lytique BMLF1 notamment) 

ou latent (LMP2 notamment) (Chatterjee et al., 2019). Plus de 44% des lymphocytes CD8+ 

spécifiques d’un épitope d’une protéine du cycle lytique a des phénotypes activé ou mémoire. 

La proportion de CD8+ mémoires augmente significativement avec l’âge mais baisse en 

fonctionnalité, tandis qu’avec l’avancement de l’infection la fréquence des T CD8+ spécifiques 

d’épitopes de protéines du cycle latent augmente (Martorelli et al., 2012). Durant l’infection 

latente, les réponses aux antigènes du cycle lytique sont conservées en réponse 

mémoire (celles aux antigènes immédiats dominent, celles aux antigènes précoces et à 

expression tardive sont rares). En ce qui concerne la réponse dirigée vers les antigènes de 

latence, les lymphocytes T CD8+ dominants sont ceux qui ciblent les protéines EBNA3A, 3B 

et 3C. Ceux spécifiques d’EBNA1, EBNA2 et LMP2 sont moins nombreux  et ceux dirigés 

contre EBNA-LP et LMP1 sont rares (Long et al., 2019a).  

La déplétion en T CD8+ chez des souris humanisées possédant les composants d’un système 

immunitaire humain reconstitué et ayant une infection par l’EBV de type MI, conduit à 

l’augmentation de la charge virale et de l’incidence tumorale. De plus, une immunodéficience 

associée aux gènes impliqués dans les réponses T anti-EBV (CD27 et SH2D1A) conduit à 

l’impossibilité de contrôler les lymphomes associés à l’EBV, ce qui met en évidence 

l’importance des fonctions cytotoxiques du système immunitaire pour contrôler ce virus.  

Par ailleurs, de manière générale, dans le cas de l’épuisement des lymphocytes T CD8+ suite 

à leur activation persistante causée par une charge antigénique élevée, ces cellules perdent 

leurs capacités cytotoxiques (Kim and Ahmed, 2010). Puis il y a progressivement 

augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs à leur surface, dont PD-1, TIM-3, LAG-

3 et BTLA ; les T PD-1+ perdent leur capacité à se multiplier. Les T épuisés deviennent 

incapables de produire de l'IFN-γ, ce qui conduit à un mauvais contrôle immunitaire des 

infections et des tumeurs (Barber et al., 2006; Blackburn et al., 2009).  
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L’augmentation de l’expression de ces points de contrôle inhibiteurs est associée à des 

charges virales élevées pour l’EBV. Par contre, dans les cas de l’infection primaire 

symptomatique par ce virus, il a été montré que la population de cellules T CD8+ PD-1+ 

conserve ses fonctionnalités et sa capacité proliférative. Malgré l'expression de PD-1, les 

cellules sont capables de produire des molécules associées à la cytotoxicité, comme le montre 

l’expression du marqueur de dégranulation CD107a. De plus, l’infection par l’EBV conduit à la 

sécrétion de molécules inflammatoires (IFN-γ, TNFα) et immunorégulatrices (IL-10) durant la 

durée de l’infection aigüe sévère, ce qui stimule la réactivation de la réponse T anti-EBV (Rowe 

and Zuo, 2010). La population des lymphocytes T CD8+ PD-1+ est hétérogène après l'infection 

par l'EBV. Il a été mis en évidence que les cellules T CD8+ PD-1+ TIM3+ sont importantes pour 

le contrôle de l’infection par l’EBV (Chatterjee et al., 2019). Par ailleurs, le traitement avec un 

anticorps anti-PD-1 conduit à l’augmentation de la charge virale et du nombre de cellules 

proliférantes dans le cas de souris infectées. Malgré la fonction inhibitrice du récepteur PD-1, 

la signalisation l’impliquant semble être importante pour la persistance et le maintien de la 

fonctionnalité de ces lymphocytes T, ainsi que pour un contrôle plus efficace de ce virus 

oncogène (Chatterjee et al., 2019). 

 

 

           I-2. a) ii- Rôle des lymphocytes T CD4+ 

                      La réponse anti-EBV des lymphocytes T CD4+ est peu 

décrite dans la littérature par comparaison à celle des lymphocytes CD8+, bien qu’il existe  des 

cellules T CD4+ circulantes spécifiques de l’EBV (Amyes et al., 2003). Il y a de plus une 

corrélation positive entre la fréquence des réponses anti-EBV des T CD4+ et la charge virale 

de l’EBV, suggérant que ces réponses sont conduites par des antigènes viraux (Precopio et 

al., 2003).  

Des analyses ont confirmé que lors de la MI, la majorité des lymphocytes effecteurs T CD4+ 

expriment des récepteurs de co-stimulation CD27 et CD28 (marqueurs communs aux T naïfs) 

en réponse aux épitopes individuels des protéines du cycle latent et lytique de l'EBV. Par 

contre, les T CD4 spécifiques des antigènes du cycle lytique expriment CD45RA (marqueur 

commun des lymphocytes T naïfs) avec une fréquence plus élevée par comparaison aux ceux 

spécifiques des protéines de latence (Amyes et al., 2003). D’un autre côté, il a été montré, par 

analyse des tétramères CMH-II (complexe de quatre molécules de CMH associé à un peptide 

spécifique qui se lie à un fluorochrome), que les lymphocytes T CD4+ mémoire spécifiques à 

l'EBV ont le même phénotype, qu'ils ciblent des antigènes latents ou lytiques (Long et al., 

2019a).  
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Trois protéines structurelles des particules virales : BcLF1, BDLF1 et BORF1, sont reconnues 

par les lymphocytes T CD4+ des individus infectés (Dowell et al., 2021). La réponse des LT 

CD4+ cytotoxiques est mise en jeu lors du cycle lytique mais n’est pas limitée à ce dernier. En 

effet, la protéine de latence EBNA1, faiblement reconnue par les CD8+, intervient fortement 

dans la réponse CD4+ (Nikiforow et al., 2001). Des études ont montré que chez les patients 

atteints de MI, les protéines de latence EBNA2 (Long et al., 2013; Nagy et al., 2012) et EBNA3 

(Precopio et al., 2003) constituent des cibles de la réponse T CD4+ spécifique de l’EBV. Un 

mécanisme particulier par lequel les TCD4+ contribuent au contrôle de l’infection par l’EBV a 

été décrit par l’équipe de Nagy. Lors de l’infection primaire, les T CD4+ activés sécrètent des 

cytokine solubles (IL-4, IL-10, IL-13 et IL-21) qui modulent l’expression de gènes de l’EBV chez 

les lymphocytes B : il y a réduction de l’expression d’EBNA2 (médiée par CD40L soluble) mis 

en parallèle avec la baisse d’activité du promoteur Cp de la latence III. Il y a également 

augmentation de l’expression de LMP1 (médiée par IL-21), ce qui contribue à leur 

reconnaissance et à leur élimination. Les T CD4+ participent ainsi également à la réduction de 

la capacité proliférative des lymphocytes B infectés (Nagy et al., 2012).   

Après guérison, les lymphocytes T CD4+ dirigés contre l’EBV représentent 0,1% des T CD4 

circulants, et persistent durant l’infection latente (Amyes et al., 2003). La réactivation du cycle 

lytique peut générer une réponse cytotoxique CD4+ dominante par rapport à la réponse CD8+ 

(A. D. Wilson et al., 1998).  

Les T CD4+ agissent comme des effecteurs de la réponse immune anti-EBV, même s’ils sont 

considérés comme auxiliaires de la réponse T CD8+. Leur activité cytotoxique (antiproliférative 

et cytolytique), s’exerce par la production de perforine, granzyme B et granulyzine (molécule 

proche du granzyme), la production d’IFN et l’axe Fas/Fas ligand (MacArthur et al., 2007; 

Nikiforow et al., 2001; A. D. Wilson et al., 1998). Des expérimentations menées avec des 

peptides dérivés de protéines du cycle latent ont mis en évidence une augmentation chez les 

cellules CD4+ de l’expression membranaire de CD107a (marqueur de dégranulation), avec 

libération de perforine et de granzyme ce qui va dans le sens d’une réponse T CD4+ efficace 

envers les lymphocytes B pouvant présenter les peptides viraux via le CMH-II (Long et al., 

2019a).  

Nikiforow et ses collaborateurs ont de plus montré que les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle 

primordial dans l’inhibition précoce de la prolifération des cellules B infectées par l’EBV qui 

expriment le CD23 (marqueur d’activation et de croissance). Une déplétion de l’ensemble des 

T CD3+, des T CD4+ ou des T CD8+ met en évidence que seuls les T CD4+ sont capables 

d’éliminer les B CD23+, contrairement aux T CD8+. Les T CD8+ cytotoxiques jouent un rôle 
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majeur dans l’élimination des lymphocytes B en latence III mais l’élimination des B durant les 

étapes précoces de l’infection nécessite les T CD4+ effecteurs (Nikiforow et al., 2001).  

Il a par ailleurs été démontré que la cytotoxicité des T CD4+ envers les cellules infectées par 

l’EBV diffère selon leur profil Th1 ou Th2. Les CD4+ de profil Th1 qui synthétisent en particulier 

l’IL-2, l’IFNγ ou le TNFβ (et ont un pouvoir lytique important) jouent un rôle inhibiteur de la 

transformation des lymphocytes B infectés, contrairement aux CD4+ de profil Th2 qui 

synthétisent en particulier l’IL-4, l’IL-5 ou l’IL-10 (et ont un pouvoir lytique faible), qui 

potentialisent au contraire leur transformation (MacArthur et al., 2007). 

 

 

   I-2. a) iii- Rôle des lymphocytes Tγδ 

                            Les lymphocytes Tγδ sont une sous-population de cellules T 

particulières présentes dans différents tissus périphériques (peau, intestin, poumons…) et 

également retrouvées dans les organes lymphoïdes (ganglions). Ils possèdent un TCR, ce qui 

est propre à la réponse adaptative ; cependant ce dernier diffère de celui des lymphocytes T 

conventionnels CD8+ et CD4+ (association de chaînes γδ et non αβ). Par ailleurs, ils 

reconnaissent les antigènes de manière indépendante du CMH, et expriment des TLRs, ce qui 

les rapproche dans leur fonctionnement de la réponse innée. Ils sont connus pour reconnaître 

une grande variété d’antigènes.  

Peu d’études ont été menées sur cette sous-population lymphocytaire chez les patients 

atteints de MI. Il a toutefois été observé une forte expression du marqueur membranaire 

d’activation CD38 et une augmentation de l’expression transcriptionnelle des gènes codant 

pour les chaines γ et δ du TCR (Long et al., 2019b). En présence du virus il y a également 

augmentation de l’expression du HLA-DR membranaire, indiquant une augmentation de 

l’activation cellulaire. D’autres études ont souligné des mécanismes majeurs impliqués dans 

la réponse anti-EBV des Tγδ. Il a été observé des rôles costimulateurs pour le récepteur 

CD277 (également exprimé par les cellules T et NK) (Djaoud et al., 2017) et le récepteur 

NKG2D (également exprimé par les cellules NK) (Djaoud et al., 2017; Sabbaghi et al., 2020). 

Par ailleurs, les axes pro-apoptotiques TRAILR/TRAIL et Fas/Fas ligand sont fonctionnels vis-

à-vis des cellules de LCLs (Sabbaghi et al., 2020). Il a également été observé que l’infection 

latente stimule de manière plus efficace la prolifération des cellules Tγδ que la phase lytique 

(Djaoud et al., 2017). 
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         I-2. b) Immunité adaptative à médiation humorale 

                 L’infection par l’EBV et l’immortalisation des lymphocytes B par l’EBV 

met en jeu l’immunité adaptative à médiation cellulaire, ainsi que celle à médiation humorale. 

L’évaluation de la contribution de la réponse humorale se fait par détection des anticorps 

dirigés contre les protéines du cycle lytique ou les protéines de latence. 

La production virale et les différentes étapes de l’infection des cellules B sont associées à 

l’expression séquentielles des antigènes viraux. La réponse humorale anti-EBV dépend ainsi 

des antigènes exprimés dans le temps (Middeldorp, 2015). 

L’infection primaire des cellules B déclenche la réponse humorale, qui est dans un premier 

temps dirigée vers les antigènes associés au cycle lytique avec la production d’anticorps 

spécifiques des protéines de l’EBV très précoces (ZEBRA) et précoces (EA : early antigen), 

de la capside (VCA : Viral Capside Antigens), de la membrane (MA : Membrane Antigens) et 

de l’enveloppe (glycoprotéines gp350/220). On observe tout d’abord des taux élevés d’IgM 

dirigées contre les protéines VCA et EA (Henle et al., 1979; Kaschka et al., 1982; Martorelli et 

al., 2012). Les protéines VCA et EA qui sont la cible de réponses d'anticorps cytolytiques, 

peuvent conduire à un effet cytotoxique sur les cellules en activant la voie du complément ou 

conduire au recrutement de cellules porteuses de récepteurs aux fragments Fc (comme les 

cellules NK, ou les macrophages (Middeldorp, 2015). Vient ensuite la réponse IgG anti-VCA 

concomitante des réponses IgM anti-VCA et IgG anti-EA. Les anticorps IgG et IgM anti-VCA-

p18 et anti-VCA-p23 peuvent en particulier être détectables (Henle et al., 1979; Middeldorp, 

2015). Il est observé une augmentation significative de plus de 50% des IgG1, ce qui a pour 

conséquence une augmentation des IgG totales (Kaschka et al., 1982). Les réponses 

humorales dirigées vers les glycoprotéines de capside gp125/110 et d’enveloppe gp350/220 

ont lieu en parallèle des réponses IgM et IgG anti-VCA. Des anticorps réactifs d’isotype IgA 

dirigés contre gp350/220 ont été détectés mais avec une moindre efficacité contre l'infection 

virale (Middeldorp, 2015). L’équipe de Martorelli a par ailleurs mis en évidence de fortes 

concentrations en anticorps neutralisants dirigés contre gp350 (anticorps particuliers 

permettant de prévenir l’infection en empêchant l’entrée du virus dans les cellules cibles) 

(Martorelli et al., 2012). Les réponses IgM anti-VCA et IgG anti-EA vont ensuite chuter 

rapidement jusqu’à atteindre des niveaux très faibles ou devenir non détectables. Lorsque ces 

deux dernières restent élevées, ceci indique une résorption problématique de la MI, associée 

à des défauts de la réponse T anti-EBV (Middeldorp, 2015). 

Lors de la première exposition aux antigènes de l’EBV, une réponse humorale non spécifique 

peut être détectée : production d’anticorps hétérophiles (AH) non spécifiques de l’EBV 



 Partie 2. Surveillance immune de l’infection par l’EBV et échappement tumoral  

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

91 
 

provenant de cellules B stimulées par la voie de cytokines (Middeldorp, 2015). Il s’agit d’IgM 

qui peuvent être détectées à très forte concentration dans le sérum de sujets atteints de MI.  

Durant la phase aiguë de la MI, la plupart des patients présentent une réponse IgG dirigée 

vers des protéines du cycle lytique mais également vers les protéines EBNA1 et EBNA2, 

associées à la phase de latence (la réponse anti-EBNA se mettant en place un peu plus 

tardivement) (Middeldorp, 2015). Les réponse IgG anti-VCA et IgG anti-EBNA1 vont persister 

tout au long de la vie (infection latente), avec des ré-augmentations ponctuelles lors des 

phases de réactivation, de même que pour les réponses IgM anti-VCA ou IgG anti-EA (Figure 

24). 

 

 

 

 

Les cinétiques de réponses ne sont pas uniformes entre les individus (Henle et al., 1979). Il 

existe de fortes variabilités individuelles dans la réponse à l’infection par l’EBV (Middeldorp, 

2015). 

 

Figure 24. Cinétique d’expression des immunoglobulines anti-EBV lors de la primo-infection, la 
convalescence et la réactivation du virus. 

Dès les premiers symptômes, les IgM anti-VCA sont détectables, puis après quelques semaines, elles 

disparaissent au profit des IgG anti-VCA, avec un pic durant le premier mois ; elles persistent durant toute la vie. 

Les IgG anti-EA apparaissent également au moment des premiers signes cliniques et chutent en quelques mois 

jusqu’à atteindre un niveau très faible ou indétectables. Les Ig anti-EBNA apparaissent plus tardivement, environ 

deux mois après l’infection, et restent exprimées de manière inconstante. Les IgG anti-VCA et anti-EA sont ré-

exprimées de manière moins importante lors de la réactivation virale. Le début d l’infection s’accompagne de la 

production d’anticorps hétérophiles non spécifiques de l’EBV (Dieudonne et al., 2021). 
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La réponse humorale, associée à la réponse cellulaire  joue un rôle important dans le contrôle 

de l’infection par l’EBV que ce soit lors de l’infection primaire ou de l’infection latente (Kaschka 

et al., 1982; Martorelli et al., 2012).  

 

Pour conclure cette partie sur la surveillance immune de l’infection par l’EBV, que ce soit lors 

de l’infection primaire ou lors de l’infection latente, l’immunité innée et l’immunité adaptative 

(qu’elle soit cellulaire ou humorale) jouent un rôle fondamental pour contenir l’infection et 

assurer un équilibre hôte/virus tout au long de la vie de l’individu. Ceci évite l’émergence de 

tumeurs et en particulier celle de lymphomes B lors de la prolifération cellulaire associée à la 

latence III de l’EBV au cours de l’infection primaire ou lors des phases de réactivation. 

 

 

 

 II- Échappement à l’immunosurveillance et tumeurs associées à l’EBV 

L’EBV est connu comme étant la cause de la MI, en général placée sous le contrôle 

d’une réponse immune vigoureuse. Bien qu’il existe une surveillance de l’infection par l’EBV, 

le virus est toutefois à l’origine, ou associé, à de nombreux cancers solides (nasopharynx, 

estomac, seins...) ou liquides, tels que des lymphomes (lymphome de Hodgkin, lymphomes 

non Hodgkiniens comme le lymphome de Burkitt…). En 1997, le Centre International de 

Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé l’EBV en groupe cancérogène I. Les tumeurs 

associées à l’EBV représentent 1,5% de tous les cancers humains. 

 

  II-1. Mononucléose infectieuse  

  L’âge de l’infection primaire par l’EBV est un facteur important à prendre en 

compte par rapport au symptômes observés. Chez les jeunes enfants elle est généralement 

asymptomatique, alors que chez les chez les adolescents et jeunes adultes elle se manifeste 

dans environ 75% des cas par une MI typique, dans environ 15% des cas par une MI atypique 

et dans 10% des cas de manière asymptomatique (Dunmire et al., 2015).  

Sprunt et Evans ont utilisé le terme de MI pour la première fois en 1920 et l’ont décrite comme 

une maladie infectieuse aiguë se manifestant par la présence de grands lymphocytes sanguins 

périphériques atypiques (il s’agit de lymphocytes T CD8+ activés, dont la plupart permettent 

l’élimination des cellules B infectées par l'EBV, notamment ceux en latence III virale qui sont 

en cours de prolifération).  
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Les symptômes caractéristiques de la MI sont la fièvre, la fatigue, une hypertrophie des 

ganglions cervicaux et des maux de gorge qui durent une dizaine de jours en moyenne ; la 

fatigue et les adénopathies cervicales peuvent toutefois persister pendant plusieurs semaines 

(Dunmire et al., 2015; Gequelin et al., 2011).  

Cette maladie fréquente est très contagieuse et généralement bénigne. Elle est naturellement 

résolutive et évolue vers une guérison sans traitement spécifique. Certains antiviraux, tels que 

l'acyclovir et le valacyclovir ont été testés in vivo mais sans bénéfice clinique convaincant  

(Dunmire et al., 2015; Gequelin et al., 2011; Tynell et al., 1996).  

Cependant, dans certains cas la phase aigüe peut perdurer suite à la primo-infection et 

s’accompagner de conséquences à long terme comme le développement de tumeurs 

(Dunmire et al., 2015). Dans les états dits EBV Actif Chronique (EBVAC), différents signes 

peuvent apparaître (fièvre, lymphadénopathie, hépatite…). Ils sont accompagnés de niveaux 

élevés d'ADN de l’EBV dans le sang et dans de nombreux cas le virus infecte les cellules T ou 

NK plutôt que comme habituellement les cellules B (Kimura et al., 2001). Ce syndrome 

complexe présente à la fois des caractéristiques d’immunodéficience et de néoplasme malin 

(Fujiwara and Nakamura, 2020).  

 

 

  II-2.  Tumeurs solides 

  Plusieurs types de cancers solides sont associés à l’EBV suite à l’infection des 

cellules épithéliales. Il s’agit de du carcinome indifférencié du nasopharynx, ainsi que de 

certains carcinomes gastriques ou cancers du sein. 

 

       II-2. a) Carcinome nasopharyngé (CNP)    

   Le CNP est le cancer humain défini comme étant le plus fortement 

associé à une infection par l’EBV (99% des cas), le génome viral étant retrouvé au sein des 

cellules modifiées. L’ADN de l’EBV a été détecté en 1973 par hybridation in situ dans des 

cellules tumorales issues de CNP   (Wolf et al., 1973). Des tests réalisés à partir de l’ADN viral 

extrait des cellules épithéliales infectées, ont par la suite mis en évidence la présence 

systématique de l’EBV, quelle que soit la zone d’incidence (Gequelin et al., 2011).  

Dans les années 1980, des taux sériques d’IgA anti-VCA ont été établis comme l'un des 

indicateurs du dépistage des patients atteints de CNP. L'expression de gènes latents, suite à 

l’infection par l'EBV, offre des avantages de croissance et de survie cellulaire responsables du 

développement du cancer (Cao et al., 2021). Les cellules issues de CNP sont en programme 
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de latence II de l’EBV, et expriment les protéines de latence virale nucléaire EBNA1 et 

membranaires LMP1 et LMP2.  

Les protéines membranaires jouent un rôle crucial dans l’émergence du CNP (Dawson et al., 

2012). Certaines régions fragiles de l’ADN constituent des loci favorables à l’intégration de 

l’ADN de l’EBV ; une étude récente a montré que cela se produit à 9,6% dans les CNP, ce qui 

peut offrir de nouvelles stratégies pour la prévention de l'infection à EBV en inhibant l’intégrase 

permettant l’insertion (Cao et al., 2021). 

 

       II-2. b) Carcinome gastrique (CG) 

   Dès 1992, la détection de de molécules associées à l’EBV dans les CG 

a permis de démontrer la présence d’ARN non codants EBER-1. Toutefois, bien que 9% des 

patients atteints de CG soient EBV positifs, les profils cliniques et les phénotypes moléculaires 

peuvent être différents  (Burke et al., 1990).  

Il a été rapporté une expression augmentée des points de contrôle immuns inhibiteurs PD-L1 

et PD-L2 dans des tumeurs de CG EBV positives (Cao et al., 2021). Dans la majorité des cas 

(environ 60%), les cellules des CG associés à l’EBV sont en programme de latence I de l’EBV 

et expriment les ARN non codants EBERs et BARTs ainsi que la protéine nucléaire EBNA1. 

Cependant, dans 40% des cas, elles sont en latence II de l’EBV et expriment en plus les 

protéines LMP2, en particulier LMP2A (Imai et al., 1994). Il a récemment été mis en évidence 

l’intégration de l’ADN de l’EBV dans le génome de l'hôte dans 25,6% des cas lors de la 

tumorigénèse du CG (Cao et al., 2021).  

   

       II-2. c) Cancer du sein (CS) 

   La contribution de l’EBV dans le développement du CS est beaucoup 

moins claire que pour les CNP et les CG. En 1995, l'infection par l’EBV a été associée pour la 

première fois au cancer du sein (Labrecque et al., 1995). Plusieurs études récentes affirment 

que l'infection à EBV prédispose les cellules épithéliales mammaires à une transformation plus 

maligne (Cao et al., 2021; Lawson and Glenn, 2021). Elles rapportent également que 30 à 

50% des cas de CS sont positifs pour l'EBV (Arias-Calvachi et al., 2022).  

La présence d’ARN non codants ou de protéines virales de l’EBV a pu être mise en évidence 

chez des cellules mammaires tumorales, qu’ils soient associés au cycle lytique : protéine très 

précoce BZLF1 ; ou à la latence : ARN non codants EBER-1 et EBER-2, protéines BARF0 et 

BARF1 (BamHI-A rightward frame 0 and 1), EBNA-1, EBNA-2 et LMP1. Ceci suggère 

l’implication de l’EBV dans ces tumeurs. Dans certains cas de CS EBER-1 et LMP1 n’ont 

toutefois pas été détectés (Arias-Calvachi et al., 2022). 
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Compte-tenu des ARN non codants et protéines exprimés, l’infection est considérée comme 

étant associée de manière générale à une latence de type II, de même que pour les CNP (Hu 

et al., 2016).  

Les mécanismes moléculaires mettant en jeu l’EBV et associés à l’oncogenèse ne sont pas 

encore bien établis. La détection de certaines protéines virales suggère leur implication, en 

particulier pour LMP1, via l’activation des cascades de signalisation Her2/Her3 (Arias-Calvachi 

et al., 2022; Cao et al., 2021). Parmi les hypothèses émises, il est évoqué le principe dit de 

"hit and run" où le virus infecte les cellules mammaires primaires puis n'est plus indispensable 

dans la progression de la tumeur (Arias-Calvachi et al., 2022). 

 

 

  II-3. Lymphoproliférations 

  Outre les cellules épithéliales, le virus de l’EBV peut infecter les cellules 

lymphocytaires et conduire à des tumeurs dites liquides. Compte-tenu de son fort pouvoir 

infectant pour les lymphocytes B il s’agit généralement de lymphomes B, bien que des 

lymphome T ou NK puissent également émerger. 

 

 

             II-3. a) Lymphoprolifération post-transplantation 

   Les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation (PTLDs, Post-

Transplant Lymphoproliferative Disorders) sont principalement causés par l’EBV, détecté dans 

environ 80% des cas. Les PTLD sont généralement associées à une réactivation du virus au 

cours du traitement immunosuppresseur. Elles résultent d’un déséquilibre qui se crée entre 

l’immunosurveillance et l’immunosuppression acquis suite à la transplantation d’organes 

solides ou de cellules souches hématopoïétiques. Les PTLD peuvent causer des 

complications potentiellement mortelles (Nijland et al., 2015).  

Lors de l'immunosuppression, il y a inhibition de l’activité des lymphocytes T qui ne peuvent 

plus contrôler les cellules B infectées en programme de prolifération. Les lymphocytes B 

tumoraux expriment l’ensemble des protéines de latence III de l’EBV et ressemblent aux LCLs 

en culture in vitro. Lorsqu'un patient EBV- reçoit une greffe EBV+, l'immunosuppression 

engendre une prolifération incontrôlée des cellules B transformées par l’EBV (comme lors de 

la primo-infection mais en absence de la surveillance immune), ce qui peut conduire au 

développement d’une PTLD (Ferla et al., 2020). Le risque de développer une PTLD est plus 

élevé chez les patients EBV- que pour ceux qui sont séropositifs et déjà en infection latente 

(Nijland et al., 2015).  
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La corrélation entre la charge virale de l’EBV et le risque de développer une PTLD semble 

importante à prendre en considération dans la prévention de ce type de maladie 

(Dharnidharka, 2017). Dans certains cas, la PTLD peut avoir pour origine les lymphocytes T 

ou les cellules NK qui sont également des cibles de l’EBV (Draoua et al., 2004).  

 

 

       II-3. b) Lymphome de Hodgkin 

   Les patients atteints de lymphomes de Hodgkin présentent comme 

signes cliniques généraux de la fièvre, une perte de poids, des sueurs nocturnes et un trouble 

systémique apparent. Ces symptômes sont le reflet d’une réponse immunitaire anormale 

(Skinnider and Mak, 2002). 

Le lymphome de Hodgkin est caractérisé de grandes cellules malignes infiltrant les ganglions : 

les cellules de Reed-Sternberg (RS). Ces dernières représentent en général environ 1% de la 

population cellulaire du ganglion atteint (Skinnider and Mak, 2002) et n’expriment pas de 

marqueurs spécifiques d’origine lymphoïde. Il a cependant pu être établi qu’elles sont d’origine 

B et présentent un réarrangement des gènes des chaînes lourdes des Ig. Par contre, elles 

n’expriment pas le récepteur B à l’antigène (B Cell Receptor - BCR). Les mutations qui 

affectent le BCR diminuent l’affinité envers les antigènes lors de la maturation dans le centre 

germinatif conduisant normalement les cellules à leur mort par apoptose. Dans le cas du 

lymphome de Hodgkin, la transformation cellulaire induite par l’EBV peut contribuer à leur 

survie : le génome de l’EBV est détecté dans environ 40% des cas (Massini et al., 2009; 

Vockerodt et al., 2014). Il a été mis en évidence pour la première fois chez des patients atteints 

de lymphomes Hodgkinien avec des titres d’anticorps élevés contre les antigènes de l'EBV et 

précédant de plusieurs années le développement du lymphome (Levine et al., 1971).  

L’infection par l’EBV précède la transformation maligne chez les cellules tumorales. La phase 

de latence est de type II avec expression des protéines virales EBNA1, LMP1 et LMP2A 

(Massini et al., 2009). LMP1 est un mimétique du récepteur CD40 conduisant à l’activation 

constitutive de la voie NF-κB et à la baisse de l'expression des récepteurs des cellules B 

(CD19, CD20, CD22, CD79A, CD79B et BLNK) (Massini et al., 2009; Vockerodt et al., 2014).  

Les cellules de RS produisent des cytokines spécifiques. La production de ces dernières peut 

être modifiée par l’infection virale et conduire à la modification de la distribution et de l'activité 

des cellules immunitaires présentes dans leur microenvironnement. L'IL-12, plus fortement 

exprimé, est responsable de l’orientation vers une réponse Th1 (Massini et al., 2009; Skinnider 

and Mak, 2002).  
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Les cellules T CD8+ sont plus nombreuses mais la réponse immune reste peu efficace car la 

sécrétion d’IL-10, dont l’expression est induite par LMP1, établit un microenvironnement 

immunosuppresseur. Par ailleurs, LMP1 induit l’expression du point de contrôle inhibiteur PD-

L1 à leur surface (Green et al., 2012), ce qui contribue à l’inhibition et à l’épuisement 

fonctionnel des T effecteurs exprimant PD-1 (Muenst et al., 2009; Yamamoto et al., 2008). Il 

ainsi été suggéré que ces patients pourraient ainsi répondre à une immunothérapie anti-PD-1 

(Ansell et al., 2015). Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) anergiques sont également attirés 

par l’expression accrue de CCL20 et contribuent à inhiber la réponse immune (Massini et al., 

2009).  

 

       II-3. c) Lymphome de Burkitt  

   Le lymphome de Burkitt (LB) est un lymphome particulièrement agressif 

et le plus fréquent chez l’enfant parmi les lymphomes non-Hodgkiniens. Il est associé à la 

surexpression du proto-oncogène MYC en raison d’une translocation entre le chromosome 8 

le portant et le chromosomes 14 (locus des chaînes lourdes des IgG) , 2 (locus des chaînes 

légères κ) ou 22 (locus des chaînes légères λ), le mettant ainsi sous le contrôle d’un promoteur 

permettant  son expression de manière constitutive et amplifiée (Miles et al., 2012).  

Trois types de lymphomes de Burkitt (LB) sont définis en fonction de différences 

épidémiologiques, cliniques et biologiques : les LB endémiques, sporadiques, et ceux 

associés au déficit immunitaire. Le génome de l’EBV peut être détecté dans les trois sous-

types, toutefois sa fréquence est différente. La quasi-totalité des LB endémiques (Afrique 

équatoriale et Papouasie-Nouvelle-Guinée) sont positifs pour l’EBV ; les LB sporadiques qui 

sont les plus répandus dans le monde sont de 20% à 80% positifs pour l’EBV avec des 

variations selon les zones géographiques, et les LB associés à l'immunodéficience sont de 20 

à 40% positifs (Magrath, 2012; Pannone et al., 2014). 

Les cellules tumorales de LB expriment généralement des IgM, les marqueurs lymphocytaires 

B (CD19, CD20 et CD22), les marqueurs de centroblastes du centre germinatif (CD10, Bcl-6) 

et la protéine de lymphome associé au centre germinal humain (HGAL) (Brady et al., 2007; 

Pannone et al., 2014).  

Lors de l’infection par l’EBV, le profil d’expression des cellules de LB est associé à la latence 

I avec une expression marquée des ARN non codants EBER et de la protéine EBNA-1, ce qui 

leur aide à échapper à la surveillance immunitaire ; les EBER sont également responsables 

de la production accrue d’IL-10 (Brady et al., 2007). Environ 15 % des tumeurs primaires de 

lymphomes de Burkitt humains présente une forme particulière de latence virale dite « Wp-

restreinte » présentant une délétion de leur génome dans la région codant EBNA2. Cette 
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délétion permet au promoteur W latent (Wp) de piloter l'expression des protéines EBNA1, 

EBNA3A, 3B, 3C, EBNA-LP délété et BHRF1. Ces réarrangements entraînent une infection 

virale lytique élevée. Par conséquent, toutes les cellules en latence Wp-restreinte résistent 

généralement à l’apoptose (Li et al., 2020). 

Les études les plus récentes ont confirmé l’absence d’expression de nombreuses protéines 

associées à d’autres latences et permettant la transformation cellulaire (EBNA1, EBNA2, 

EBNA3A, EBNA3C et LMP1). Hutcheson et ses collaborateurs ont émis l’hypothèse que ces 

cellules tumorales bénéficient de mutations survenant au hasard, ce qui permet de compenser 

l’expression de certains gènes viraux. Durant  la transformation maligne, sous la pression de 

surveillance du système immunitaire, les cellules LB EBV+ réduisent le nombre de gènes 

viraux pouvant avoir des fonctions similaires (Hutcheson et al., 2021).  

Les traitements actuels ne sont pas spécifiques de l’EBV, il s’agit principalement de 

chimiothérapies intensives et courtes couplées à l’anticorps monoclonal CD20, ce qui dans la 

plupart des cas réussit à guérir les patients atteints de LB (Casulo and Friedberg, 2015). 

 

       II-3. d) Lymphome B Diffus à grandes cellules 

    Le Lymphome B Diffus à Grandes Cellules (DLBCL) est le type de 

lymphome B le plus courant. Il existe 2 sous-types qui se différencient en fonction de leur 

origine cellulaire : les DLBCLs GCB (Germinal Center) et les DLBCLs ABC (Activated B-Cell).  

En 2016, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a discriminé dans la classification des 

tumeurs des tissus hématopoïétiques et lymphoïdes les DLBCLs EBV+ des  patients 

immunocompétents et âgés de plus de 50 ans (Castillo et al., 2016; Murthy et al., 2017). La 

médiane de survie est de deux ans, elle est moins bonne que pour les tumeurs EBV- et est 

encore plus mauvaise chez les patients âgés de 70 ans et au-delà (Murthy et al., 2017). Les 

patients  âgés atteints de DLBCL EBV+ réagissent faiblement au traitement et ne peuvent pas 

supporter de chimiothérapies agressives (Park et al., 2007). 

Les cellules tumorales expriment les marqueurs B (CD19, CD20, CD22 et CD79) et ont soit  

de profil de latence II (Crombie and LaCasce, 2019; Motoharu Shibusawa et al., 2021), soit de 

profil de latence III avec expression de l’ensemble des gènes de latence (en particulier : 

EBERs, EBNAs et LMPs (Shibusawa et al., 2021). Ces cellules présentent une forte régulation 

positive des gènes activés par la voie NF-κB et associés à la progression dans le cycle, la 

prolifération et le métabolisme cellulaire. Des observations par immunohistochimie ont montré 

une forte expression de pSTAT3 et p50, deux facteurs importants de cette signalisation. La 

voie NF-κB est nécessaire à la survie des cellules de DLBCL (Murthy et al., 2017).  
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Dans la classification récente de l’OMS, les lymphomes associés au pyothorax (PAL, 

Pyothorax-Associated Lymphoma) sont définis comme des DLBCL avec inflammation 

chronique (pathologie découverte en 1987). Ils montrent une forte association avec l’infection 

par l’EBV en latence III (expression des EBER, de EBNA2 et de LMP1 en particulier).  

La majorité des cellules issues de patients avec des DLBCL à inflammation chronique sont 

EBV+. L’inflammation localisée et la forte sécrétion d’IL-10 semble contribuer à l’émergence 

de ces lymphomes, La baisse d’expression du HLA de classe I pouvant contribuer à 

l’échappement à la surveillance des lymphocytes T cytotoxiques (Aozasa, 2006; Fukayama et 

al., 1993; Shibusawa et al., 2021). 

 

           II-3. e) Lymphomes NK/T 

   L’étude élargie de l’expression des gènes de l’EBV a permis de 

découvrir des lymphomes NK ou T qui y sont associés. En 1988, de l’ADN viral a été détecté 

pour la première fois dans les lymphocytes T circulants d’un enfant atteint d’une MI chronique 

(Jones et al., 1988).  

Les lymphomes NK/T représentent 1,4% de l’ensemble des lymphomes. Leur diagnostic est 

compliqué car ils conduisent à des symptômes peu spécifiques, tels que des angio-

destructions et nécroses (Amri et al., 2018). Ils présentent une résistance aux traitements 

chimiothérapeutiques conventionnels, et sont de mauvais pronostic, avec une possibilité 

d’extension extra-ganglionnaire (cutané, pulmonaire…) (Amri et al., 2018; Kanavaros and 

Gaulard, 2001). Le taux de mortalité est élevé : la survie moyenne est environ de 12 mois 

après le diagnostic (Amri et al., 2018). Les lymphomes dérivés des cellules NK sont classés 

avec les lymphomes T, en raison de propriétés morphologiques, immunologiques et 

fonctionnelles communes. Les cellules surexpriment les KIR (associés au NK), le FasL, la 

perforine et le granzyme (présents dans les granules cytoplasmiques des cellules cytotoxiques 

activées) (Couronné et al., 2015; Kanavaros and Gaulard, 2001). La grande majorité de ces 

cellules se caractérise par le phénotype de cellules NK : CD2+, CD5-, CD56+, (Forcioli et al., 

2005; Kanavaros and Gaulard, 2001). 

Les cellules NK n’expriment normalement pas le CD21, récepteur classique de l’EBV. 

Cependant, ce récepteur est détecté à la surface des cellules de lymphomes T/NK. Un 

mécanisme permettant d’expliquer la présence de ce récepteur est la trogocytose. Au moment 

du contact rapproché entre une cellule B activée et une cellule NK, il peut y avoir transfert de 

membrane plasmique et les cellules NK expriment le CD21 ce qui permet leur infection par 

l’EBV. En raison de la production de cytokines (IL-2, IL-9, IL-10, IL-15), les cellules NK EBV+ 
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vont subir des transformations et proliférer (Couronné et al., 2015; Kanavaros and Gaulard, 

2001). 

Dans les cas des lymphomes T/NK, plus que dans celui des lymphomes B, la présence de 

cellules infectées par l’EBV est fréquente. Il s’agit en général d’une infection latente de type II 

(Kanavaros and Gaulard, 2001). 

Les lymphomes NK/T sont caractérisés par l’expression de la protéine LMP1 et l’activation de 

la voie NF-κB. Les données suggèrent que le virus infecte la cellule tumorale avant sa 

transformation maligne et joue un rôle actif dans le processus tumoral (Kanavaros and 

Gaulard, 2001). La transformation tumorale conduit à l’activation de différentes voies de 

signalisation : PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor), JAK/STAT3 (Janus 

Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription 3), WNT/β cathénine, PI3/AKT 

(PhosphoInositide 3/protein kinase B) (Couronné et al., 2015). 

 

 

 

 III- Echappement à l’immunosurveillance et émergence des tumeurs : CMH  

          et points de contrôle inhibiteurs  

     L’échappement à la surveillance immune peut conduire à l’émergence et au 

développement de tumeurs, en particulier dans les cas de cellules infectées par l’EBV. Dans 

cette partie nous allons nous focaliser sur certains mécanismes que peuvent mettre en place 

les cellules tumorales pour inhiber la réponse immune et échapper à l’immunosurveillance. : 

modification de l’expression du CMH et expression de points de contrôles immuns inhibiteurs. 

 

  III-1. Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) 

         Le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) constitue un ensemble de 

gènes codant pour des glycoprotéines membranaires dont la fonction principale est de 

présenter les peptides antigéniques aux lymphocytes CD4+ et CD8+, en vue de la réponse 

immune. Cela permet notamment la reconnaissance de peptides issus de protéines anormales 

telles que des protéines tumorales. Il existe deux types de CMH intervenant dans la 

présentation de l’antigène : CMH-I et CMH-II. Les molécules de classe I (CMH-I) sont 

composées de 2 chaînes polypeptidiques α et β et sont exprimées à la membrane de la quasi-

totalité de cellules de l’organisme. Exprimées à la surface des CPA (monocytes/macrophages, 

cellules dendritiques et lymphocytes B), elles permettent la présentation des peptides 

antigéniques aux lymphocytes CD8+ via le TCR (T Cell Receptor) associé au complexe CD3 

(complexe TCR/CD3).  
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Les molécules de classe II (CMH-II) sont également composées de 2 chaînes polypeptidiques 

α et β mais ont une expression limitée à certaines cellules du système immunitaire dont les 

cellules présentatrices d’antigènes. Elles permettent la présentation des peptides antigéniques 

aux lymphocytes CD4+ via le TCR (Figure 25). 

 

 

 

 

La synapse immunologique constitue la zone de contact entre la CPA et la cellule T (Figure 

26). Elle met en jeu la reconnaissance CMH-peptide/TCR mais également un ensemble 

d’autres molécules d’adhésion (ICAM1/LFA1) et de co-stimulation. Ces dernières contribuent 

à moduler la réponse immune car elles peuvent être activatrices ou inhibitrices, parfois en 

fonction de leur récepteur sur la cellule T (par exemple rôle activateur de CD80 ou CD86 lors 

de l’interaction avec CD28 et rôle inhibiteur lors de l’interaction avec CTLA-4). L’efficacité de 

la réponse immunitaire dépend en particulier de la présentation adéquate de l’antigène au 

CMH ; cette dernière initie l’activation des lymphocytes T. 

Figure 25. Structure des molécules du CMH-I et II et présentation des peptides antigéniques 
aux lymphocytes. 
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Les cellules tumorales de lymphomes B sont elles-mêmes des CPA. Les molécules du CMH-

I n’étant pas indispensables à la survie des cellules infectées ou tumorales, ces dernières ont 

tendance à en perdre l’expression ce qui les rend moins immunogènes vis-à-vis de la réponse 

CD8+. Il peut également y avoir une baisse de l’expression du CMH-II (perte d’expression des 

gènes ou translocations chromosomiques), réduisant la présentation des antigènes tumoraux 

responsables de l’installation de la réponse T CD4+. Le CMH-II peut par ailleurs interagir avec 

le récepteur LAG-3 lorsqu’il est exprimé sur les lymphocytes T (gène 3 activateur des 

lymphocytes), ce qui en limite la fonction. L’expression de LAG3 est de mauvais pronostic 

(Joshi and Ansell, 2020; Nath et al., 2021). 

Une étude a montré que préférentiellement dans le cas des DLBCL, l’inactivation du gène B2M 

conduit à la perte de l’expression du CMH-I (Fangazio et al., 2021). Dans les cas des DLBCL 

associé à l’EBV, il y a de plus généralement baisse de l'expression du CMH-II et de son 

activateur de transcription CIITA, par comparaison avec des cellules de DLBCL EBV-. Cette 

perturbation du système de présentation des antigènes peut conduire à une suppression de 

la réponse immune inhibitrice T et par la suite à un échappement à l’immunosurveillance (Jiang 

et al., 2020). 

Figure 26. Ligands et molécules de signalisation impliqués dans la synapse immunologique des 
lymphocytes T. 

Le complexe stimulateur CMH/peptide (rouge) de la CPA se lie au TCR/CD3 du lymphocyte T. Les autres   

molécules activatrices (ICAM1) du lymphocyte T sont présentées en bleu et les molécules de la famille B7 

ambivalentes (CD80/CD86) en rose. 
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En revanche, dans le cas des cancers gastriques (CG) associé à l’EBV, il a été montré une 

régulation positive des gènes du CMH-II et de ses régulateurs transcriptionnels, CIITA et 

RFX5, par comparaison avec des cellules normales ou à d'autres sous-types de CG. Cette 

forte expression de CMH-II est attribuée à une augmentation du taux de l’IFN-γ permettant par 

ailleurs l’infiltration tumorale par les lymphocytes T.  La présentation antigénique induite par 

l'interféron reste cohérente avec la prolifération et l’activation des lymphocytes T dans le 

microenvironnement tumoral des CG associés à l’EBV (Ghasemi et al., 2020). 

Le maintien de l’infection par l’EBV nécessite la réactivation avec production de virion (cycle 

lytique). Cette dernière est également régulée par les CMH. Quinn et ses collaborateurs ont 

démontré que lors du cycle lytique tardif de l’EBV la baisse d’expression des molécules CMH-

I et CMH II par ubiquitination via BDLF3, ce qui protège les cellules infectées des réponses 

immunes cellulaires CD4+ et CD8+. (Quinn et al., 2015). Par ailleurs, la protéine BNLF2a inhibe 

TAP qui est le transporteur associé à la présentation antigénique dans le réticulum 

endoplasmique, ce qui bloque le chargement peptidique des molécules du CMH-I. De plus, 

BILF1 provoque l’internalisation des CMH-I membranaires et leur dégradation par la voie 

lysosomale. Quant à la présentation de l'antigène aux lymphocytes T CD4+ par le CMH-II, elle 

est bloquée  par la protéine virale gp42 ce qui conduit également par la suite à l’internalisation 

du CMH-II et à sa dégradation par la voie lysosomale (Münz, 2021) (Figure 27). 

Figure 27. L’EBV module la présentation antigénique au T CD8+ et CD4+ via les molécules du CMH 
durant le cycle lytique 

La protéine de l’EBV BNLF2a inhibe TAP, responsable du transport antigénique dans le réticulum endoplasmique, 

bloquant le chargement peptidique du CMH-I. BILF1 provoque l’internalisation de CMH-I qui est dégradé dans 

les lysosomes. La protéine de liaison gp42 de l’EBV, bloque l’interaction du CMH-II avec les T CD4+, ce qui conduit 

également à son internalisation et sa dégradation par la voie lysosomale (Figure modifiée de Munz et al., 2021). 
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Dans le cas de la réponse innée mettant en jeu les NK, le CMH-I a une fonction différente : 

son expression joue un rôle inhibiteur par interaction avec les récepteur KIR, ce qui permet en 

particulier d’éviter la lyse des cellules normales. Lorsque les cellules tumorales de type CPA 

baissent l’expression du CMH-I, elles sont moins immunogènes vis-à-vis de la réponse T mais 

cela peut déclencher l’activité des cellules NK et leur lyse. A contrario, le maintien de 

l’expression du CMH-I est favorable à la réponse anti-tumorale T et non à la réponse NK. 

 

 

 

  III-2. Points de contrôle immuns inhibiteurs  

 Lors de la réponse immune les cellules cibles entrent en contact avec les 

cellules de défense au niveau de la synapse immunologique. Au sein de cette dernière, 

différentes molécules permettent de moduler la réponse en l’activant ou en l’inhibant. Dans le 

cas des cellules tumorales, il y a fréquemment expression de molécules inhibitrices appelées 

points de contrôles immuns inhibiteurs dont les récepteurs se trouvent sur les cellules de 

défense. En limitant les réponses cytotoxiques, ils participent à l’échappement de la cellule 

tumorale à l’immunosurveillance, ce qui peut conduire à l’émergence de tumeurs. Notre intérêt 

a porté sur les points de contrôles déjà identifiés ou cibles prometteuses des immunothérapies. 

 

 

       III-2. a) Famille des protéines B7 

   III-2. a) i- PD-L1 (B7-H1) 

    PD-L1 (Program Death Ligand 1, B7-H1 ou CD274) a été le 

premier ligand à fort pouvoir inhibiteur mis en évidence parmi les molécules de la famille B7. 

Il a pour récepteur sur les cellules de l’immunité PD-1 (CD279), ce qui lui permet d’inhiber en 

particulier la réponse immune T. Dans le cas particulier des CPA qui peuvent exprimer 

simultanément PD-L1 et CD80, il peut interagir en cis avec CD80 ce qui limite son interaction 

avec PD-1 et sa fonction inhibitrice (Kisielow, 2006). 

Dans un contexte inflammatoire non tumoral il y a généralement augmentation de l’expression 

de PD-L1 afin de protéger le cellules saines de l’effet cytotoxiques inappropriés des 

lymphocytes T (Frydenlund and Mahalingam, 2017). Cependant, cette molécule est surtout 

connue pour sa surexpression chez les cellules tumorales, que ce soit dans le cas de tumeurs 

solides (carcinomes hépatocellulaire, cancer de l’estomac, du rein, de l’œsophage, du 

pancréas, de l’ovaire ou de la vessie) ou liquides (lymphomes) (Kim and Chen, 2016).  
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Elle conduit à la baisse de la survie, à l’augmentation de l’apoptose et à l’inhibition de la 

libération de cytokines chez les lymphocytes T, entraînant leur épuisement et la mise en place 

d’un microenvironnement immunosuppresseur propice au développement tumoral (Jiang et 

al., 2015). Ces effets peuvent être bloqués par l’utilisation d’anticorps bloquants anti-PD-L1 

(Frydenlund and Mahalingam, 2017). Un fort inducteur de l’expression de PD-L1 est l'IFN-γ 

(Frydenlund and Mahalingam, 2017; Jiang et al., 2019), que ce soit dans un contexte 

inflammatoire tumoral ou non tumoral. 

 

           III-2. a) i-1/ Formes solubles et stockage intracellulaire 

  Mis à part les formes exprimées à la surface cellulaire, la 

protéine PD-L1 peut se retrouver sous forme soluble sécrétée (seule ou associées à des 

vésicules). Elle peut également dans certains cas se retrouver stockée au niveau 

intracellulaire. 

Les formes solubles de PD-L1 peuvent résulter du clivage des formes membranaires ; elles 

sont retrouvées en plus grande quantité dans le sérum de patients atteints de cancers que 

chez les individus sains. La majorité des études associe des niveaux élevés de PD-L1 soluble 

à un mauvais pronostic. Toutefois, lorsque les niveaux de PD-L1 solubles sont élevés de 

meilleurs résultats sont obtenus lors d’immunothérapies visant ce point de contrôle. La forme 

soluble de PD-L1 est proposée comme biomarqueur du niveau d’activation de la réponse 

immunitaire (Daassi et al., 2020). La molécule PD-L1 peut également être retrouvée associée 

aux exosomes. Il s’agit de vésicules extracellulaires sécrétées de 30 à 100 μm de diamètre 

générées par voie endocytaire et produites par de nombreux types cellulaires, en particulier 

les cellules tumorales. De même que le PD-L1 cellulaire, le PD-L1 exosomal peut s’associer 

au PD-1 présent sur les lymphocytes T, réguler négativement la réponse immunitaire et 

promouvoir la croissance tumorale (Zhou et al., 2020). 

Chez certaines cellules, PD-L1 peut être stockée au niveau intracellulaire et son expression 

en surface dépend de la régulation du trafic sécrétoire au niveau de la membrane plasmique. 

Une étude menée au laboratoire a pu montrer que chez les lymphocytes B en latence III de 

l’EBV est surexprimé à la surface cellulaire mais également stocké en grande quantité au 

niveau des lysosomes sécrétoires (voie de sécrétion non conventionnelle). Le programme de 

latence III dans sa globalité favorise leur migration via le réseau d’actine et leur fusion à la 

membrane plasmique, tandis que c-Myc (programme de transcription conduisant à la 

dépolymérisation de l’actine) conduit à la baisse de l’expression membranaire (Durand-Panteix 

et al., 2012).  
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               III-2. a) i-2/ PD-L1 et pathologies associées à l’EBV 

          Des travaux récents ont mis en évidence que les cellules 

des tumeurs EBV+ présentent généralement une surexpression de PD-L1, suite à une 

régulation positive par l’oncoprotéine virale LMP1 (latences II et III). 

Chez 11 à 19% des patients atteints de DLBCL EBV+, il est observé une surexpression de PD-

L1, ceci constituant un haut risque d’inhibition de l’activité des lymphocytes T cytotoxiques 

(Jiang et al., 2020; Satou and Nakamura, 2021). Des études sur des biopsies ont également 

mis en évidence des niveaux élevés de PD-L1 sur les cellules de DLBCL en latence III de 

l’EBV via LMP1 combinée à EBNA2 (Anastasiadou et al., 2019b). Cependant, l’EBV n’est pas 

le seul facteur causal de l’augmentation de l’expression de PD-L1 car elle a pu être observée 

lors d’analyses du microenvironnement tumoral  de patients atteints de BLBCL EBV− (Barzyk 

and Sheriff, 2020). 

Chez les patients atteints de lymphomes T/NK, PD-L1 est régulée positivement par le sous-

programme NF-κB activé par LMP1. Sa surexpression est corrélée à un mauvais pronostic (Bi 

et al., 2016b). 

Le LH est considéré comme un lymphome représentatif de l’échappement à 

l’immunosurveillance. Une étude a montré que l’EBV peut induire l'expression de PD-L1 suite 

à l’expression de LMP1, via les voies JAK/STAT et AP-1, d’où une évasion immunitaire 

pouvant être fortement associée à cette maladie (Satou and Nakamura, 2021). 

Dans le cas des tumeurs gastriques EBV+, la surexpression de LMP1 est observée chez 34 à 

92% des patients selon les études. L’expression de PD-L1 et son rôle pronostic est souvent 

contradictoire : dans certains cas elle est associée à un bon pronostic, toutefois sa faible 

expression est caractéristique de tumeurs EBV- (de Fátima Aquino Moreira-Nunes et al., 

2021). 

Une étude menée au laboratoire a permis de mettre en évidence les mécanismes mis en jeu 

dans l’inhibition de la réponse T anti-tumorale par les lymphocytes B en latence III de l’EBV 

via la surexpression membranaire de PD-L1. Son interaction avec PD-1, dans un modèle B/T 

autologue conduit à l’expansion de lymphocytes CD4+ régulateurs anergiques, conventionnels 

(CD4+ Foxp3+ CD25+) ou non (CD4+ Foxp3+ CD25-) permettant d’inhiber les CD4 et CD8 

effecteurs par sécrétion de TGFβ. Il a été mis en évidence que ces cellules, en surexprimant 

PD-L1 et en sécrétant des cytokines immunosuppressives, miment les cellules B régulatrices 
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(Bregs) qui jouent un rôle essentiel dans l’immunosuppression de la réponse immunitaire T 

(Auclair et al., 2019; Jiang et al., 2019) (Figure 28).  

 

 

 

           III-2. a) i-3/ Immunothérapie visant l’axe PD-L1/PD-1 

     Les immunothérapies anti-PD-L1 et anti-PD-1 ont montré 

des résultats prometteurs pour différents types de tumeurs solides (mélanome, poumon, 

rein…) ou liquide (lymphome de Hodgkin) en termes de survie et de réponse durable. Les 

traitements sont plus efficaces chez les patients ayant une immunité anticancéreuse 

préexistante (forte densité des infiltrats de T CD8+, forte sécrétion de chimiokines, expression 

de PD-1 à la surface des cellules immunitaires et sécrétion élevée d’IFN-γ) (Kim and Chen, 

2016).  

Les médicaments actuellement approuvés par la FDA sont pour l’immunothérapie anti-PD-1, 

le Nivolumab (Opdivo, Bristol-Meyers Squibb) et le Pembrolizumab (Keyrtruda, Merck) et pour 

l’immunothérapie anti-PD-L1 l’Atezolizumab (Tecentriq), l’Avelumab (Bavencio) et le 

Durvalumab (Imfinzi). Il s’agit d’anticorps IgG humanisés bloquant les interactions entre PD-

L1 et PD-1 (Frydenlund and Mahalingam, 2017). De nouvelles stratégies thérapeutiques sont 

proposées en combinant le blocage de PD-L1 et l'inhibition de la biogenèse des exosomes, 

en considérant que le PD-L1 exosomal peut être un biomarqueur potentiel en plus du PD-L1 

cellulaire et du PD-L1 soluble (Zhou et al., 2020).  

Figure 28. L’échappement à l’immunosurveillance des cellules B en latence III de l’EBV via l’axe PD-
1/PD-L1 

Les cellules B en latence III de l’EBV sécrètent des cytokines immunosuppressives (IL-10, IL-35, TGFβ) et 

surexpriment PD-L1, qui par sa liaison à PD-1 à la surface des lymphocytes T CD4+, entraîne l’expansion des Tregs. 

Les Tregs, par la sécrétion de TGF-β, inhibent les lymphocytes T effecteurs CD4+ et CD8+ (Réalisée par Jennifer 

SALIBA). 
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Malgré l’efficacité de ces traitements, il y a des effets secondaires indésirables comme la 

fatigue (16% à 37% des cas), une éruption cutanée suivie de diarrhée et de colite (1% à 5% 

des cas), ce qui peut limiter le traitement. Des effets plus graves peuvent également survenir 

comme des troubles auto-immuns systémiques (Frydenlund and Mahalingam, 2017).  

 

 

   III-2. a) ii- PD-L2 (B7-DC) 

    De même que PD-L1, PD-L2 (Program Death Ligand 2, B7-DC 

ou CD273) est un ligand inhibiteur de PD-1. Ce point de contrôle a longtemps été négligé, 

malgré sa forte interaction avec PD-1 (deux à six fois supérieure à celle de PD-L1). 

PD-L2 est moins présent que PD-L1 chez les cellules tumorales mais peut s’exprimer en son 

absence ; il existe des cellules T spécifiques de PD-L2. Les cellules PD-L2+ inhibent la 

sécrétion d’IL-2 (la restauration de l’expression a lieu après blocage de l’axe PD-L2/PD-1) et 

exercent des fonctions suppressives importantes envers les lymphocytes CD4+ forts 

producteurs d’IL-2 (Solinas et al., 2020). La suppression de la réponse immune causée par 

PD-L2 semble être aussi importante que celle induite par PD-L1 car les traitements bloquants 

montrent des activités cliniques similaires. Le rôle de PD-L2 dans la suppression de l'immunité 

anticancéreuse chez l'homme reste toutefois mal compris (Kim and Chen, 2016). 

Des études ont montré qu’il existait des variants structurels de PD-L2 exclusivement chez les 

cellules de lymphomes B, alors que des variants de PD-L1 ont pu être détectés dans une 

grande variété de cancers solides, de lymphomes à cellules NK/T et de lymphomes B (Satou 

and Nakamura, 2021). 

PD-L2 est surexprimé à la surface des cellules de LH, modèle d’évasion des réponses 

immunes (Satou and Nakamura, 2021). Il peut être surexprimé par les cellules de DLBCL 

EBV+, bien que certains auteurs aient observé des expressions similaires avec les DLBCL 

EBV- ; la régulation positive de ce point de contrôle semble plutôt être due à des altérations 

génétiques concomitantes à l’infection par l’EBV (Biggi and Elgui de Oliveira, 2022). 

PD-L2 est actuellement considéré comme une cible potentielle en immunothérapie et les 

recherches sur l’utilisation d’anticorps anti-PD-L2 s'accumulent progressivement (Solinas et 

al., 2020). 

 

 

 

 

 



 Partie 2. Surveillance immune de l’infection par l’EBV et échappement tumoral  

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

109 
 

   III-2. a) iii- CD80 (B7-1)  

    La protéine B7-1, également connue sous le nom CD80, est une 

molécule dont le rôle est complexe. Elle peut conduire à la stimulation ou à l’inhibition selon le 

récepteur avec lequel elle interagit. En conditions physiologiques, lorsqu’elle est exprimée sur 

les CPAs activées, elle peut stimuler les lymphocytes T en se liant à CD28 puis, la perte 

d’expression de ce dernier et la mise en place de celle de CTLA-4 (CD152), conduit à 

l’inhibition de la réponse, permettant de la réguler (Dembic, 2015). Lorsque les deux 

récepteurs sont exprimés simultanément CD80 a une plus grande affinité pour CTLA-4 que 

pour CD80. 

En ce qui concerne les lymphomes B, l’expression de CD80 est retrouvée chez environ 97% 

des lymphomes folliculaires, 90% des DLBCL et 75% des lymphomes à cellules du manteau 

(MCL) (Charette and Houot, 2018). Son expression est par ailleurs associée à la 

transformation par l’EBV (G. B. Park et al., 2011). 

Outre les fonctions activatrices ou inhibitrices de CD80 lors de son interaction avec les 

récepteurs CD28 ou CTLA-4, cette molécule peut signaliser chez la cellule qui l’exprime mais 

il s’agit en général de signaux inhibiteurs. La signalisation de CD80 chez les cellules de 

lymphome B peut limiter leur prolifération en régulant positivement des molécules pro-

apoptotiques et négativement des molécules anti-apoptotiques (Mir and Agrewala, 2008; G. 

B. Park et al., 2011). Par ailleurs, l’’expression induite lors de la transformation par l’EBV peut 

conduire à une inhibition de croissance, l’apoptose et la baisse d’expression de la molécule 

d’adhésion CD54 (ICAM-1) (G. B. Park et al., 2011), de même qu’à l’expression des molécules 

pro-apoptotiques  Fas et FaL Park et al., 2013). 

Il est important de souligner que lorsque CD80 est co-exprimé avec PD-L1 (membranaire ou 

soluble) la réponse est en faveur du maintien de l’activité cytotoxique des lymphocytes T. 

Comme observé dans plusieurs types de cancers, la liaison de CD80 avec PD-L1 empêche 

les interactions PD-L1/PD-1 de s’établir (et ce de manière encore plus efficace que les 

anticorps bloquants anti-PD-L1 et anti-PD-1). La co-expression de CD80 et de PD-L1 peut 

ainsi contrecarrer l’inhibition médiée par l’axe PD-L1/PD-1 (Haile et al., 2013).  

Les immunothérapies anti-CTLA-4 ont été annoncées pour la première fois en 2011 lorsque 

l’ipilimumab a été utilisé comme drogue ciblant ce récepteur inhibiteur dans les traitements de 

mélanome. Les études ont montré que l’anticorps anti-CTLA-4 a amélioré la capacité du 

système immunitaire à tuer les cellules tumorales. En effet, l’ipilimumab peut interagit avec le 

CTLA-4 fortement surexprimé par les Trégs. Cette interaction baisse le nombre des Trégs par 

cytotoxicité cellulaire médiée par les NK et les macrophages  (Pol and Kroemer, 2018; Sobhani 

et al., 2021).  
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Plusieurs autres études ont révélé de meilleurs résultats de survie lorsque l’anticorps bloquant 

anti-CTLA-4 a été combiné à l’anticorps anti-PD-1 ou anti/PD-L1 dans le cas de mélanome ou 

de cancer pulmonaire non à petites cellules, notamment chez des patients ayant une immunité 

antitumorale préexistante (Chae et al., 2018; Rotte, 2019; Seidel et al., 2018). Wei et al. ont 

déterminé qu’une immunothérapie combinée (anti-CTLA-4 et anti-PD-1) a induit des réponses 

cellulaires cumulées des deux monothérapies. Mais elle induit également des réponses 

cellulaires différentes de celles induites par les monothérapies. En effet, elle provoque le 

passage de l'expansion des lymphocytes T CD8+ à l'expansion des lymphocytes T CD8 

effecteurs activés (Wei et al., 2019). 

 

 

   III-2. a) iv- CD86 (B7-2) 

    B7-2 (CD86) est une molécule bien connue de la famille B7. De 

même que CD80, elle a un rôle activateur si elle interagit avec CD28 et inhibiteur si elle 

interagit avec CTLA-4 (Dembic, 2015).  

Les cellules B l’expriment faiblement (G. B. Park et al., 2011). Chez les cellules tumorales, son 

expression peut également être faible. Ceci est généralement le cas lors de l’infection par les 

herpès virus, en raison de l’endocytose rapide et de la dégradation lysosomale des 

glycoprotéines de surface mettant en jeu la protéine kk5 (Hu and Usherwood, 2014). Dans le 

cas des DLBCL, sa baisse d’expression semble associée à une baisse des infiltrats de 

lymphocytes T (Charette and Houot, 2018). 

La transformation des cellules B par l’EBV induit par contre généralement l’expression de 

CD86. De même que CD80, sa signalisation conduit à la baisse d’expression de la molécule 

d’adhésion CD54 (G. B. Park et al., 2011) et à l’expression des molécules pro-apoptotiques  

Fas et FasL (Park et al., 2013).  

 

 

   III-2. a) v- B7-H3 

      L’ARNm de B7-H3 est détecté dans divers tissus normaux mais 

son expression protéique est faible, possiblement en raison d’un certains mécanismes de 

contrôle post-transcriptionnels (Feng et al., 2021). Au contraire, elle est retrouvée comme étant 

surexprimée dans un grand nombre tissus tumoraux (sein, poumon, os, prostate, œsophage, 

estomac, pancréas, colon, ovaire, col de l'utérus) et corrélée à un mauvais pronostic (Flem-

Karlsen et al., 2020, p.; Khan et al., 2021). Son récepteur putatif est TLT-2, mais il n’existe pas 

suffisamment de preuves scientifiques à ce sujet ; il pourrait être présent sur les cellules T et 



 Partie 2. Surveillance immune de l’infection par l’EBV et échappement tumoral  

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

111 
 

NK car B7-H3 permet d’inhiber les fonctions immunes de ces deux types cellulaires (Khan et 

al., 2021; Yang et al., 2020). 

B7-H3 contribue à la mise en place d’un microenvironnement immunosuppresseur par 

production d'IL-10 et de TGF-β1, ce qui est favorable à la progression tumorale (Feng et al., 

2021). Dans le cas du cancer du sein, elle contribue à la sécrétion d’IL-10 (Yang et al., 2020). 

La capacité inhibitrice de B7-H3 envers les cellules T a été découverte récemment. Sa 

surexpression conduit à l’inhibition de la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+, suite à 

baisse de production d'IL-2, d'IL-13 et d'IFN-γ et à l’inactivation des voies NF-κB et des MAP 

kinases (Yang et al., 2020; Zhou and Jin, 2021). Conformément à son rôle suppresseur de 

l’immunosurveillance, l'expression de B7-H3 par les cellules tumorales est négativement 

corrélée à l'infiltration des lymphocytes T au sein de la tumeur (Feng et al., 2021). Par ailleurs, 

B7-H3 inhibe l'activité des cellules NK en diminuant la libération d'IFN-γ et de granzyme B, ce 

qui affaiblit également la réponse anti-tumorale (Feng et al., 2021; Zhou and Jin, 2021). 

La protéine B7-H3 peut être présente à la surface des cellules tumorales, dans des vésicules 

intra et extracellulaires, ou sous forme soluble (Khan et al., 2021). La forme soluble suffit à 

inhiber la prolifération des lymphocytes T et à baisser les productions d’IL-2 et d’IFN-γ dans 

les surnageants. De même que la forme membranaire, elle contribue à favoriser l’invasion et 

la migration des cellules tumorales et est associée aux statuts tumoraux avancés (Khan et al., 

2021). La forme sécrétée baisse lorsque la forme de surface est élevée, indiquant que la 

production de B7-H3 soluble est médiée par les métalloprotéases. 

B7-H3 semble avoir un potentiel important dans les traitements par immunothérapie compte-

tenu de son effet sur les immunités innée et adaptative et son rôle dans l’agressivité des 

tumeurs, d’autant plus que sa surexpression est limitée aux tissus normaux. Une exploration 

plus approfondie de ce point de contrôle semble prometteuse (Khan et al., 2021; Yang et al., 

2020). 

 

   III-2. a) vi- B7-H4 

    L’expression de B7-H4 est très limitée dans les tissus normaux 

mais cette protéine peut être surexprimée dans les tissus tumoraux et est associée à la 

progression tumorale et à un mauvais pronostic.  

Contrairement à PD-L1, B7-H4 n’est pas régulé par l’IFNγ. Les cytokines IL-6, IL-10 ou TGFβ 

favorisent son expression. Son récepteur n’est pas encore bien défini, certains auteurs ont 

proposé une interaction inhibitrice possible au complexe Sémaphorine 3a/Plexine 

A4/Neuropiline-1 (Li et al., 2018; Podojil et al., 2018). 
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B7-H4 est un point de contrôle co-inhibiteur de la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+. Il 

est capable d’inhiber la prolifération et l’activation des cellules T in vitro et d’altérer la 

production de cytokine inflammatoires. In vivo, la délétion du gène B7-H4 conduit à 

l’augmentation de l’infiltration des lymphocytes T CD8+ dans les tumeurs et à la baisse 

d’expression des marqueurs d’épuisement (Li et al., 2018).  

Atlan et ses collaborateurs ont montré que B7-H4 est fortement exprimé par les cellules de 

cancer du sein, indépendamment des différents sous-types. De plus, ils ont mis en évidence 

un type de tumeur particulier avec surexpression de B7-H4 et sans expression de PD-L1 ; 

l’échappement à l’immunosurveillance est maintenu par B7-H4, avec une baisse des taux de 

lymphocytes T infiltrants et une altération de la  réponse immunitaire (Altan et al., 2018). 

Il existe des formes solubles de B7-H4, retrouvées dans plusieurs types de cancer (poumon, 

gastrique, ovarien, vessie, os…). Des études sur modèles animaux ont montré leur efficacité 

dans l’inhibition de la prolifération des cellules T. Par ailleurs, chez les patients atteints de 

cancers, une forte production sérique de B7-H4 est associée à l’invasion et à la progression 

de la tumeur et à un mauvais pronostic (Khan et al., 2021). 

Un anticorps anti-B7-H4 (CH17) a récemment été généré en vue de réaliser des traitements 

par immunothérapie. Il restore la prolifération des cellules T CD8+ ainsi que la production d’IL-

2 et d’IFN-γ. Son efficacité a été étudiée en combinaison avec un anticorps anti-PD-1 sur 

modèle animal, montrant un effet thérapeutique prometteur. Il se caractérise par une double 

fonction : le blocage du point de contrôle et l’augmentation de la cytotoxicité à médiation 

cellulaire dépendante des anticorps (Miao and Sun, 2021). 

 

 

       III-2. b) Famille des Nectines : Nectin-2 (CD112) et Necl5 (CD155) 

        La Nectin-2 (connue sous le nom de CD112) et la Necl5 (connue 

sous le nom de CD155) appartiennent à la famille des glycoprotéines de type nectines, qui 

sont des molécules d’adhésion appartenant à la grande famille des Ig.  

La protéine CD112 est exprimée par les cellules immunitaires et par les cellules tumorales 

(Zeng et al., 2021). Elle joue un rôle immunorégulateur des cellules T et NK. CD112 peut 

interagir avec ses trois récepteurs, CD226, TIGIT ou CD112R, exprimés sur les cellules T et 

NK. Sa liaison à CD226 est activatrice, tandis que celle à TIGIT ou CD112R est inhibitrice. 

CD112 a toutefois une affinité beaucoup plus grande pour CD112R , et cette voie est très 

étudiée à l’heure actuelle, en vue du développement de nouvelles immunothérapies anti-

tumorales (Jin and Park, 2021; Zeng et al., 2021). TIGIT est exprimé par les cellules T CD4+ 
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et CD8+, les Tregs et les NK. Son activation chez les Tregs contribue à la suppression de la 

réponse T par production d’IL-10.  

La protéine CD155 n’est généralement pas exprimée dans les tissus normaux mais régulée 

positivement chez des cellules tumorales. Elle peut interagir avec ses trois récepteurs, CD226, 

CD96 ou TIGIT, exprimés sur les cellules T et NK. Sa liaison à CD226 est activatrice, celle à 

CD96 dépend du contexte et celle à TIGIT est inhibitrice. CD155 a une affinité beaucoup plus 

grande pour TIGIT (Jin and Park, 2021). Elle est impliquée dans l'évasion immunitaire des 

cellules tumorales, favorise la migration, l’invasion tumorale et l’échappement à 

l’immunosurveillance. L’expression de CD155 est de mauvais pronostic (Oyama et al., 2022). 

Des immunothérapies anti-TIGIT sont en développement. 

 

 

    III-2. c) Famille des CEA (CarcinoEmbryonic Antigen) : CEACAM1  

                                      CEACAM1 (CEA-related Cell Adhesion Molecule 1) est une 

protéine transmembranaire contenant plusieurs domaines extracellulaires essentiels à sa 

fonction, notamment l’interaction avec son récepteur TIM-3 sur les cellules de l’immunité. Elle 

est régulée positivement par IFN-γ et IL-27 (Kim et al., 2019; Markel et al., 2004). 

TIM-3 est une molécule de la classe des Ig actuellement bien identifiée pour son implication 

dans la tolérance et l’épuisement des lymphocytes T. Sa fonction inhibitrice peut être induite 

par son interaction avec CEACAM1 lorsqu’il est présent à la surface de cellules tumorales. Ce 

dernier est un co-récepteur inhibiteur indépendant de la liaison au CMH-I ce qui lui permet de 

contribuer également à l'évasion à la réponse NK. 

La surexpression de CEACAM1 a été mise en évidence chez de nombreux types de cellules 

tumorales et corrélée à la progression tumorale et à la présence de métastases. L’utilisation 

d’anticorps monoclonaux anti-CEACAM1 est actuellement proposée afin de limiter le 

développement des cellules tumorales par réactivation de la réponse immunitaire (Fangazio 

et al., 2021). 

 

 

    III-2. d) Famille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) : HVEM 

   HVEM joue un rôle dans l’infection virale d’une part, et en tant que point 

de contrôle immun inhibiteur d’autre part. L’EBV peut mettre en jeu des protéines 

complémentaires de celles classiquement décrites pour son entrée dans les cellules. 

L’interaction avec le récepteur HVEM (Herpes Virus Entry Mediator) contribue à la fusion entre 

l’enveloppe virale et la membrane cellulaire. Il peut toutefois être présent sur des cellules ne 
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constituant pas des cibles productives de l’infection virale in vivo, telles que les cellules 

immunitaires T,  Tregs, NK ou cellules dendritiques (Demerlé et al., 2021).   

Son expression joue un rôle important dans la survie du virus en modulant la réponse des 

lymphocytes T de l'hôte  (Eisenberg et al., 2012).  

Ce point de contrôle est par ailleurs retrouvé comme étant surexprimé à la surface des cellules 

tumorales, comme dans le cas de nombreux cancers solides (mélanome, glioblastome, cancer 

colorectal…). Pour les cellules des mélanomes, il est même plus fortement exprimé que PD-

L1 (Malissen et al., 2019). Certains auteurs ont montré que l’oncoprotéine LMP1 peut induire 

sa surexpression (Cahir-McFarland et al., 2004). Les récepteurs de HVEM, BTLA (B and T 

Lymphocyte Attenuator) ont des fonctions similaires aux récepteurs CTLA-4 et PD-1, en 

particulier chez les lymphocytes T. BTLA a des effets inhibiteurs sur la prolifération et 

l’activation des lymphocytes B et T, ainsi que la production d’IL-2 (Watanabe et al., 2003). De 

faibles niveaux d’expression de BTLA et de PD-1 sont suffisants pour inhiber la réponse T 

CD8+ (Malissen et al., 2019). Ce point de contrôle interagit également avec les protéines 

LIGHT des cellules de défense, ce qui active des voies de signalisation assurant la survie des 

cellules tumorales (PI3K/AKT, NF-κB). Cependant, cette interaction peut aussi stimuler la 

production de cytokines et le développement des lymphocytes T mémoires (Desai et al., 2017), 

ce qui fait de HVEM un ligand relativement complexe. HVEM se lie également au CD160 sur 

les lymphocytes T, ce qui conduit à abaisser l’activité des T CD4+ mais aussi à améliorer celle 

des T CD8+. L’interaction HVEM/CD160 contrôle de plus la production de l’IFNγ par les cellules 

NK (W. Liu et al., 2021). 

 

 

    III-2. e) Famille des lectines : galectines -3 et -9 

   Les galectines appartiennent à la grande famille de lectines. Les 

interactions galectines/ligands régulent un très grand nombre de fonctions biologiques 

spécifiques à certains types cellulaires ou tissus. Les cellules du système immunitaire 

sont très sensibles à l’action de ces petites protéines essentielles. Certaines d’entre 

elles constituent d’excellents régulateurs négatifs de la réponse immune en mettant 

en place un microenvironnement favorable à l’échappement tumoral. Deux d’entre 

elles sont particulièrement étudiées pour leurs fonctions immuno-inhibitrices : la 

galectine-3 et la galectine-9. 
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   III-2. e) i- Galectine-3 

    De même que les autres galectines, la galectine-3 s’associe aux 

glucides de type β-galactosides et est depuis récemment considérée comme un acteur 

important du microenvironnement tumoral avec de nombreux rôles (apoptose, métastase, 

inflammation, trafic moléculaire et immunosurveillance). Elle peut être retrouvée à la surface 

des cellules, dans leur cytoplasme et dans leur noyau. Elle a de plus été détectée dans les 

exosomes des cellules dendritiques, des cellules tumorales du cancer de la vessie et des 

cellules leucémiques, bien que le mécanisme de chargement par les exosomes n’est pas 

encore bien défini. (Ruvolo, 2016).  

La forme protéique de la galectine-3 n'est pas retrouvée dans les tissus lymphoïdes et les 

lymphocytes naïf. En revanche, certains stimuli comme l’IL-2 peuvent induire sa production 

intracellulaire chez les lymphocytes, sans qu’elle ne soit sécrétée dans l'espace extracellulaire 

(Farhad et al., 2018).  

Son récepteur inhibiteur sur les lymphocytes T activés est le gène 3 d'activation des 

lymphocytes (LAG-3). Elle peut également constituer un ligand inhibiteur soluble du récepteur 

de surface NKp30, des cellules NK (Guo et al., 2020; Ruvolo, 2016). La galectine-3 peut ainsi 

inhiber les réponses anti-tumorales T et NK. 

La galectine-3 a été retrouvée surexprimée dans plusieurs types de tumeurs solides (cancer 

de sein, de la thyroïde ou de la prostate) et liquides (lymphomes, leucémie lymphoblastique 

chronique - LLC). Sa localisation dans l’espace intracellulaire semble associé à la prolifération 

des cellules tumorales, comme dans le cas du cancer de prostate et des LLC  (Ruvolo, 2016). 

Sa surexpression intracellulaire chez des lymphocytes T Jurkat inhibe l'apoptose induite par 

l'anticorps anti-Fas (Farhad et al., 2018; Guo et al., 2020).  De plus, la forme intracellulaire de 

la galectine-3 peut se lier à Bcl-2 par des interactions protéine-protéine et inhiber l’apoptose. 

(Farhad et al., 2018; Guo et al., 2020; Ruvolo, 2016). Durant la transition des cellules normales 

en cellules tumorales, l’expression de la galectine-3 baisse dans le noyau et augmente dans 

le cytoplasme (Guo et al., 2020). Sa forme extracellulaire semble quant à elle impliquée dans 

l’induction de l'apoptose des thymocytes et lymphocytes T par interaction avec le CD45 et le 

CD71. 

La galectine-3 inhibe la réponse anti-tumorale. Des co-cultures de cellules tumorales avec des 

lymphocytes T autologues conduisent à l'expansion d'un nombre élevé de cellules T réactives 

à la tumeur lors de l’inhibition de la galectine-3. Par ailleurs, elle modifie la polarisation des 

macrophages d’un profil M1 (macrophage anti-tumoral) à un profil M2 (macrophage pro-

tumoral) et induit l'apoptose des lymphocytes T CD8+ (Farhad et al., 2018). De plus, elle inhibe 
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la réponse immunitaire des cellules NK par interaction avec leur récepteurs LAG-3 (Ruvolo, 

2016). 

Le rôle immunosuppresseur de la galectine-3 a conduit à développer des molécules chimiques 

inhibitrices. La molécule GCS-100 restaure l'activité des lymphocytes T in vitro et induit la 

production d'IFN-γ. In vivo, le GCS-100 a permis de restaurer l’immunosurveillance des T 

envers des cellules tumorales du mastocytome murin (Farhad et al., 2018; Ruvolo, 2016). Un 

autre inhibiteur de la galectine-3, le GR-MD-02, a été testé dans un cadre préclinique chez 

des patients atteints de mélanomes métastatiques, en combinaison avec des 

immunothérapies anti-CTLA-4 ou anti-PD-1. Il a conduit à l'expansion de cellules T spécifiques 

de la tumeur (Farhad et al., 2018). Des immunothérapies combinées avec des anticorps dirigés 

vers le récepteur LAG-3 ont montré des améliorations par comparaison avec les 

monothérapies. Cependant, les anticorps anti LAG-3 employés seuls ne sont pas aussi 

efficaces que les traitements par anti-PD-1 ou anti-PD-L1 (Kim and Chen, 2016). 

 

   III-2. e) ii- Galectine-9 

    De même que la galectine-3, la galectine-9 s’associe aux 

glucides de type -galactosides. Elle est généralement exprimée au niveau cytoplasmique puis 

sécrétée.  

La galectine-9 a des propriétés inhibitrices vis-à-vis de l’immunité adaptative et innée par 

interaction avec le récepteur TIM-3. Sa liaison au récepteur TIM-3 exprimé sur les lymphocytes 

T activés entraîne leur apoptose. Les IFN-β et γ favorisent, ensemble ou indépendamment, 

son expression et sa sécrétion (Ungerer et al., 2014; R. Yang et al., 2021). A son tour la 

galectine-9 sécrétée favorise les réponses T auxiliaires 1 (Th1) libérant de l’IFN-γ. Toutefois, 

par auto-limitation de la réponse immune, les Th1 matures exprimant TIM-3 entrent en 

apoptose (Klibi et al., 2009). Kim et al. ont aussi montré que la galectine-9 induit la 

différenciation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes Tregs, ce qui atténue les réponses 

immunitaires lymphocytaires (Kim et al., 2015). 

La galectine-9 augmente l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1β et IL-6. 

Ceci est médié par la dégradation accélérée de la protéine STING, protéine 

transmembranaire responsable de l’activation de la production d'interférons intervenant dans 

les réponses immunitaires, ainsi une immunosuppression est induite par la galectine-9 en 

supprimant la signalisation STING (Zhang et al., 2020).  

La surexpression de la galectine-9  est associée à un mauvais pronostic dans divers types de 

cancers humains (R. Yang et al., 2021).  Des concentrations élevées de galectine-9 dans les 

tumeurs ou le plasma de patients atteints de carcinome nasopharyngé (CNP) sont corrélées 
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à une baisse de la survie (Zhang et al., 2020). Klibi et ses collaborateurs ont montré que les 

cellules tumorales de CNP associés à l’EBV produisent des exosomes Galectine-9+. Ces 

derniers peuvent induire l’apoptose de cellules CD4+ spécifiques à l'EBV. L’utilisation 

d’anticorps bloquants anti–TIM-3 ou anti-galectine-9 supprime cet effet apoptotique (Klibi et 

al., 2009). 

 

La co-expressions de plusieurs récepteurs immunosuppresseurs sur les cellules T et NK 

oriente vers des immunothérapies combinées : anti-PD-L1/PD-1 et/ou anti-TIM-3. Dans des 

modèles précliniques, anti-TIM-3 employé seul n’a pas permis d’obtenir des effets suffisants 

tandis qu’une combinaison avec anti-PD-1/anti-PD-L1 a permis d’améliorer les réponses 

antitumorales (Kim and Chen, 2016). 

Les différents points de contrôle décrits ci-dessus sont actuellement proposés comme des 

molécules avec des fonctions inhibitrices importantes vis-à-vis des réponses immunitaires 

médiées par les lymphocytes T et NK. Leurs effets immunosuppresseurs en font des cibles, 

déjà identifiées ou prometteuses, pour leur utilisation en immunothérapie. Les différents points 

de contrôle inhibiteurs cités et leurs récepteurs sur les cellules T ou NK sont schématisés dans 

la figure 29. 

 

 

Figure 29. Principaux points de contrôle inhibiteurs des cellules tumorales impliqués dans 
l’échappement à l’immunosurveillance et leurs récepteurs sur les lymphocytes T ou les cellules NK. 
(Réalisée par Jennifer SALIBA) 
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  III-3. Cytokines immunosuppressives et infection par l’EBV 

 Certaines cytokines immunosuppressives sont sécrétées par les cellules 

tumorales et contribuent à mettre en place un microenvironnement favorable à l’émergence et 

au développement de tumeurs. Cette partie se focalise sur les cytokines que nous avons mises 

en évidence comme étant sécrétées par les lymphocytes B en latence III de l’EBV :  IL-10 et 

TGFβ (fréquemment associées aux microenvironnements immunosuppresseurs), ainsi que 

l’IL-35 (moins fréquemment retrouvé). 

 

 

       III-3. a) Interleukine-10 

   L’IL-10 est une protéine particulière dans le cas de l’EBV car il existe 

également une forme virale, v-IL10, produite durant le cycle lytique. Cette dernière régule 

négativement la protéine de transport TAP1 (Transport Antigen Protein 1), associée à la 

présentation antigénique ; il y a une diminution d’expression des molécules du CMH-I à la 

surface des lymphocytes B, ce qui affecte par la suite la reconnaissance des cellules B 

infectées par les T cytotoxiques (Zeidler et al., 1997). La vIL-10 protège les lymphocytes B 

immortalisés de l’élimination par les cellules NK : elle empêche la sécrétion de cytokines 

antivirales et supprime ainsi les fonctions des T effecteurs CD4+ spécifiques de l’EBV. La 

reconnaissance immunitaire, et donc l’élimination des cellules nouvellement infectées par 

l’EBV, est ainsi baissée  (Jochum et al., 2012). La vIL10 exprimée pendant la phase lytique 

induit l'expression de l'IL-10 cellulaire pendant la phase de latence. 

Bejarano et Masucci ont montré que l’IL-10 régule négativement les fonctions inhibitrices des 

lymphocytes T par baisse de la de production d'IL-2 et d'IFN-γ, ce qui favorise la prolifération 

des lymphocytes B infectés par l'EBV (Bejarano and Masucci, 1998). Durant la phase de 

latence de l’EBV, l’IL-10 est surexprimée par les cellules infectées, inhibant ainsi la réponse 

immunitaire cellulaire et favorisant la croissance des cellules infectées, ce qui, dans les cas 

d’immunodéficience en particulier, induit l’émergence de lymphomes (Dueñas et al., 2017). La 

production d’IL-10 par les lymphocytes B en latence III de l’EBV dans leur microenvironnement 

contribue à la surexpression de PD-L1 à leur surface, ce qui conduit à l’expansion des Tregs 

et à l’inhibition des fonctions des T effecteurs (Auclair et al., 2019) (Frydenlund and 

Mahalingam, 2017). 

Chez des patients atteints de CNP associés à l’EBV, le nombre de cellules IL-10+ est  supérieur 

à celui de patients CNP EBV-séronégatif, suggérant le rôle important que joue IL-10 dans le 

développement de la maladie (Budiani et al., 2002). Certaines études ont cependant montré 
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que l’IL-10 peut avoir des effets sur la pathogénicité aiguë sans affecter la réactivation du virus 

ou sa phase de latence (Lindquester et al., 2014). 

 

       III-3. b) TGFβ 

   Le facteur de croissance tumoral β (TGFβ) est une cytokine 

immunosuppressive qui affecte la différenciation et l’homéostasie cellulaire ainsi que le 

développement et l’induction de la tolérance des cellules immunitaires. Il y a trois isoformes 

de TGFβ : TGFβ1, TGFβ2 et TGFβ3. Cette cytokine est impliquée dans le développement des 

cancers, car elle favorise l’échappement des cellules tumorales à l’immunosurveillance (Sheng 

et al., 2015). Aux premiers stades du développement des cancers, la signalisation TGFβ 

fonctionne comme suppresseur de tumeur : elle inhibe la progression des cellules de la phase 

G1 à la phase S du cycle cellulaire et induit leur apoptose. En revanche, au stade avancé du 

cancer, TGFβ agit comme promoteur de tumeur en induisant la transition épithéliale-

mésenchymateuse (EMT), l'invasion, les métastases, et la suppression des réponses 

immunitaires (Velapasamy et al., 2018). Cette cytokine semble plus particulièrement associée 

au développement des tumeurs plutôt qu’à leur émergence. 

Dans le microenvironnement tumoral, les cellules cancéreuses recrutent les lymphocytes 

Tregs et favorisent leur expansion par la production de cytokines immunosuppressives telles 

que le TGFβ. Ce dernier, associé à la baisse de ligands inhibiteurs des cellules tumorales, 

conduit à suppression de la réponse immunitaire antitumorale chez la plupart des patients 

atteints de lymphomes (Joshi and Ansell, 2020). Dans le cas de tumeurs avec inflammation, 

le TGFβ inhibe les fonctions cytotoxiques des cellules T et NK, dont la production de la 

perforine et des granzymes (Kim and Chen, 2016). 

Dans le cas de l’infection par l’EBV, l’activation du gène BZLF1, avec la coopération des 

protéines Smad et cJun/c-Fos et de TGFβ réactive le passage des cellules de la phase de 

latence au cycle lytique, ce qui contribue au maintien de l’infection latente (Iempridee et al., 

2011; Liang et al., 2002; Velapasamy et al., 2018). Par ailleurs, l’expression de TGFβ1 peut 

être régulée par l’oncoprotéine LMP1 et moduler l’adhésion cellulaire (Morris et al., 2016). 

Dans le sérum des patients atteints de CNP, les niveaux de TGFβ1 détectés sont supérieurs 

à ceux d’ individus sains ou à des stades plus précoces de la maladie (Xu et al., 1999). 
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       III-3. c) Interleukine-35 

 L'interleukine-35 (IL-35) est une cytokine hétérodimérique composée du 

gène 3 induit par l’EBV (EBI3) et de l'IL-12p35. Dans le microenvironnement tumoral, IL-35 est 

un médiateur important favorisant une forte activité immunosuppressive et une progression 

tumorale. 

 

Par la diminution simultanée des T effecteurs, des Th1, des Th17 et des macrophages, IL-35 

contribue fortement à l’expansion des cellules Tregs et Breg, anergiques et possédant des 

fonctions immunosuppressives. L’activité immunosuppressive principale de l’IL-35 reste 

cependant l’altération des réponses cytotoxiques des lymphocytes T CD4+ et CD8+ par 

épuisement. Cette suppression n’est pas directe : l'IL-35 régule la molécule costimulatrice 

CD28 à la surface des cellules T CD8+ immatures et bloque leur différentiation en T 

cytotoxiques anti-tumoraux ; elle peut également perturber l'activation des Th1 afin de 

supprimer la cytotoxicité antitumorale (K. Liu et al., 2021). Cette cytokine immunosuppressive 

peut de plus contribuer à augmenter l’expression des récepteurs inhibiteurs membranaires 

(PD-1, CTLA-4, TIM-3 ou LAG-3) des lymphocytes T CD4+ et CD8+ infiltrants les tumeurs et 

moduler leurs sécrétions de cytokines, causant ainsi leur épuisement (K. Liu et al., 2021; 

Zhang et al., 2019). 

Les cellules immortalisées par l’EBV et en programme de latence III surexpriment IL-35 

(Auclair et al., 2019)., ce qui peut participer à l’inhibition des fonctions des T CD4+ et CD8+ 

effecteurs et favoriser l’échappement à l’immunosurveillance Des études ont montré une 

corrélation directe entre la production d’IL-35 et l’expression de PD-L1 (cellules tumorales IL-

35+/PD-L1+), suggérant une nouvelle combinaison lors des traitements par immunothérapie : 

anti-IL-35 associé aux anti-PD-L1/anti-PD-1 (Heim et al., 2019; Ye et al., 2021). 
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Depuis plusieurs décennies, la découverte de nouvelles molécules naturelles bioactives a 

attiré l’attention de la communauté scientifique. Les algues sont devenues des ressources 

marines d’intérêt vu leur taux de croissance rapide, la diversité de substances chimiques 

qu’elles produisent et le grand nombre d’applications possibles. Les cultures asiatiques 

incorporent la consommation d’algues dans leur régime alimentaire et les utilisent pour 

différents problèmes de santé. Malgré la longue histoire des algues comme agents 

thérapeutiques, les fucoïdanes, polysaccharides extraits d’algues brunes, n’ont été bien 

documentés qu’après leur découverte au XXème siècle. C’est ainsi que la recherche sur les 

propriétés bioactives d’extraits de fucoïdanes fut lancée, particulièrement à des fins 

thérapeutiques.  

Dans cette partie nous présenterons l’historique, la structure chimique et les différents facteurs 

qui affectent les activités biologiques des fucoïdanes. Ensuite, les doses d’administration de 

ces molécules seront décrites avec leur métabolisme et leur internalisation cellulaire. Une 

section sera consacrée aux effets des fucoïdanes sur les facteurs de l’immunité et les cellules 

tumorales. Un autre paragraphe permettra de décrire l’implication de ces extraits dans 

différentes voies de signalisation croisées avec l’immunosurveillance. Enfin, le dernier 

paragraphe traitera des applications dans la recherche clinique. 

 

 

              I- Historique 

         Depuis l’année 77 av. J.-C, la consommation d’algues à des fins thérapeutiques 

a été recommandée par l'historien romain Gaius Plinius Secundus et le médecin grec 

Dioscorides Pedanius, notamment pour traiter la goutte, les éruptions cutanées, les problèmes 

intestinaux et les troubles hépatiques. Au 17ième siècle, le botaniste anglais John Gerard, 

auteur du livre botanique du siècle « Generall Historie of Plantes », a noté l'utilisation des 

algues pour toutes sortes de maux. En 1913, le professeur suédois Harald Kylin a été le 

premier chimiste à décrire et isoler un film visqueux sur les algues nommé « fucoïdine », 

ultérieurement appelé « fucoïdane » (Figure 30). Il s’est concentré particulièrement sur 

certaines espèces d’algues : Laminaria digitata, Laminaria saccharina, Ascophyllum nodosum 

et Fucus vesiculosus. La caractérisation des fucoïdanes a débuté avec lui et a été suivie par 

d’autres chimistes ; toutes leurs analyses ont permis de déterminer les fucoïdanes en tant que 

polymères sulfatés riches en fucose.  
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En 1952, à l’institut de recherche sur les algues au Royaume-Uni, l’équipe de Black et al. a 

déterminé les premières méthodes d’extraction et d’isolement des fucoïdanes d’algues brunes. 

Dix ans plus tard, Springer et Bernardi ont examiné des fractions de fucoïdanes hautement 

purifiées, ce qui a permis de mieux comprendre les caractéristiques physiques et chimiques 

de ces molécules (Bernardi and Springer, 1962; Black et al., 1952; Hoagland and Lieb, 1915). 

Les premières utilisations médicinales ont été mis en évidence à Monte Verde (Chili) ; en 1970, 

des archéologues ont pu mettre à jour l’idée de la consommation d’algues, cuites ou mâchées 

crues, seules ou mélangées à d’autres plantes. Le fucoïdane brut du Fucus vesiculosus est 

devenu disponible dans le commerce auprès de la société Sigma Inc (États-Unis), permettant 

d’élargir l’éventail d’opportunités au niveau de la recherche mondiale sur ces polysaccharides. 

Les premiers rapports sur les effets anti-cancéreux des fucoïdanes ont émergé tout d’abord 

au Japon, tels que les travaux de Yamaoto et al., montrant des effets anti-tumoraux. A partir 

des années 1980, plusieurs autres rapports ont révélé le rôle des fucoïdanes dans le support 

des réponses immune et inflammatoire, le blocage des récepteurs membranaires, le retard du 

développement des tumeurs in vivo et l’inhibition des infections virales (Sugawara and 

Ishizaka, 1982). 

Suite à l’ensemble de ces découvertes, après une dizaine d’années, l’intérêt des fucoïdanes 

s’est répandu dans tout le Japon, l’Europe, jusqu’en Australie. En 1997, les recherches sur le 

rôle des fucoïdanes dans la modulation des réponses immunes ont commencé au Japon et 

en Russie.  

Figure 30. Pr Suédois Harald Kylin, premier chimiste ayant décrit et isolé le film visqueux de 
« fucoidine » sur les algues 

Les flèches rouges montrent le film visqueux sur Fucus vesiculosus. 
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En 2003, la compagnie australienne Marinova a commencé à récolter l’algue Undaria 

pinnatifida pour produire des fucoïdanes ; elle a développé les premières techniques 

d’extraction aqueuse différentes des techniques traditionnelles, dont le produit final préserve 

sa structure chimique et n’est pas contaminé par des solvants résiduels.  

Les fucoïdanes extraits de l’algue brune Fucus vesiculosus possède le statut « Généralement 

Reconnu comme Sûr » (GRAS) avec l'approbation de l‘agence américaine des produits 

alimentaires et médicamenteux (USFDA – U.S. Food and Drug Administration) et de l'Union 

Européenne pour les nouveaux aliments (Citkowska et al., 2019a; Committee on Herbal 

Medicinal Products (HMPC), 2014) (Figure 31). 

 

 

 

 

L'intégration des fucoïdanes sur plusieurs pistes de recherche a donné plus de 2300 articles 

scientifiques soutenant leur bioactivité. Toutes ces recherches ont désormais diversifié les 

applications des fucoïdanes : compléments alimentaires, dispositifs médicaux et formules pour 

la dermatologie. 

 

 

 

 

Figure 31. Chronologie de l’histoire des fucoïdanes 
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                 II- Structure et composition chimique 

  Le fucoïdane est généralement le terme utilisé et précisé par l’Union 

Internationale de la Chimie Pure et Appliquée (IUPAC) pour désigner les polymères sulfatés 

constitués de L-fucose tels que les fucanes sulfatés ou d’autres polysaccharides riches en 

fucose. Il s’agit d’un hétéropolysaccharide, soluble dans l’eau, dérivé des parois cellulaires 

des algues brunes et d’autres tissus d’invertébrés marins. Il est composé principalement de 

groupes de L-fucose sulfatés dont le principal monosaccharide est le L-fucose-4-sulfate 

(environ 34 à 44%). D’autres petites proportions de monosaccharides dont le galactose, le 

xylose, le mannose, le rhamnose, le glucose, l’arabinose, l’acide uronique, ainsi que des 

groupes d’acétyle et de protéines sont également présents. Deux structures de chaîne peuvent 

constituer le squelette du fucoïdane : une avec des résidus (1→3)-α-Lfucopyranose et l'autre 

une combinaison alternative de résidus avec l'α-L-fucopyranose lié par (1→3) et (1→4). Des 

substitutions simples et doubles dans les groupes sulfate aux positions C-2 ou C-4 des deux 

squelettes peuvent se produire dans certains fucoïdanes (Holtkamp et al., 2009; Wang et al., 

2010, 2008) (Figure 32). 

 

Figure 32. Chaînes de structure squelettique des fucoïdanes 

(A) chaîne constituée uniquement de résidus α-L-fucopyranose liés à la répétition (1 → 3)  

(B) chaîne constituée d’une alternance de résidus α-L-fucopyranose liés à (1 → 3) et (1 → 4).  

D’après Lin et al., 2020. 
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Le squelette du fucoïdane ne couvre pas toute la structure de la molécule, beaucoup plus 

complexe avec des ramifications diverses. Pourtant, c’est le squelette qui est le plus souvent 

utilisé comme référence de classification des molécules. 

La structure des fucoïdanes et leur composition chimique diffèrent entre les différentes 

espèces d’algues (Figure 33) ; et peut notamment changer au sein d’une même espèce 

dépendamment de plusieurs facteurs : le site géographique de récolte, le moment de la récolte 

et les techniques d’extraction. 

 

 

 

 

                III- Facteurs influençant les activités biologiques des fucoïdanes 

  Plusieurs facteurs définissent les activités biologiques des fucoïdanes dont la 

composition chimique (contenu en sulfate, degré de dépolymérisation (poids moléculaire - 

PM), ratio de monosaccharides et liaison des résidus de sucre), la méthode d’extraction et 

l’environnement marin. 

En fonction du poids moléculaire, trois classes de fucoïdanes existent : le fucoïdane de bas 

poids moléculaire (Low Molecular Weight Fucoidan - LMWF) (<10 kDa), le fucoïdane de poids 

moléculaire moyen (Medium Molecular Weight Fucoidan - MMWF) (10-10 000 kDa) et le 

fucoïdane de haut poids moléculaire (High Molecular Weight Fucoidan - HMWF) (> 10 000 

kDa). Des études de Yang et al. ont montré que le LMWF de Undaria pinnatifida présente une  

 

Figure 33. Structure typique des fucoïdanes de différentes espèces d’algues brunes 

D’après Ale et al., 2011 
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activité anti-tumorale deux fois plus élevée que le fucoïdane natif de la même espèce et aux 

mêmes concentrations (Wang et al., 2019; Yang et al., 2008). 

Dans les lignées cellulaires du cancer du sein, le LMWF (Cladosiphon navae-caledoniae) a 

induit les plus hauts pourcentages d’apoptose. D’autres rapports ont révélé que l'effet 

angiogénique du fucoïdane dépend lui aussi du PM. En effet, le LMWF a induit une 

angiogenèse sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine, tandis que le 

HMWF a montré un effet inhibiteur (Van Weelden et al., 2019). Cependant, certaines études 

ont révélé des activités anti-tumorales similaires du fucoïdane de Sargassum hornery natif ou 

dépolymérisé (Ermakova et al., 2011a; Wang et al., 2019). 

Généralement, la teneur en sulfate est importante pour la bioactivité du fucoïdane. Des études 

ont montré que la présence de différents sucres comme le galactose ou le xylose dans les 

molécules de fucoïdane, n'est pas en elle-même importante, mais ce sont les groupes sulfates 

attachés qui constituent l’élément clé. Les fractions sursulfatées de Undaria pinnatifida ont 

montré des activités anti-cancéreuses plus considérables que celles intactes ayant une teneur 

de sulfate basale dans le cas de lignées cellulaires du cancer gastrique (Cho et al., 2010). Le 

LMWF (U. pinnatifida) sursulfaté (56,8 %) a inhibé plus efficacement la croissance des cellules 

cancéreuses (Van Weelden et al., 2019). L’inhibition de la prolifération des cellules 

d’ostéosarcome par le fucoïdane a été espèce et PM-dépendant. Les meilleurs résultats de 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et l’accumulation des cellules en phase sub-G1 ont été 

observés avec le fucoïdane natif dérivé du Fucus vesiculosus, plus riche en sulfate que celui 

dérivé du Sargassum filipendula et également avec les plus hauts PM. Quant à l’apoptose, le 

PM moyen, le plus riche en sucre et sulfate, a le plus induit l’apoptose (Gupta et al., 2020). 

Zayed et ses collaborateurs ont rapporté que le contenu en sulfate est important pour l'activité 

cytotoxique et anticancéreuse ; plus particulièrement, le sulfate en C-4 joue en rôle important 

contre l’infection par l’herpès simplex virus, et en C-2 ou C-3 pour l’activité anti-coagulante 

(Zayed et al., 2020). Ces résultats suggèrent que la sursulfatation augmente la charge 

négative responsable d’une plus importante bioactivité.  

Certaines espèces d'algues brunes contiennent plusieurs structures de fucoïdanes. La 

diversité des techniques d'extraction et de purification conduisent aux différentes structures de 

ces molécules, et sont alors deux autres déterminants importants de la structure et de la 

bioactivité associée. Par exemple, la méthode de purification fait qu’une même espèce d’algue 

soit capable de produire deux structures distinctes de fucoïdanes - à savoir les 

uronofucoïdanes et les galactofucanes. De plus, le type de la méthode d’extraction définie la 

bioactivité finale du LMWF. L'hydrolyse acide, souvent utilisée, résulte en une bioactivité 

réduite à cause de la perte de ramification. Au contraire, la dégradation enzymatique du HMWF 
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entraîne un LMWF plus bioactif, grâce à la rétention des groupes sulfate (Van Weelden et al., 

2019).  

L’environnement marin est un élément clé dans la structure du fucoïdane surtout la saison de 

récolte définie principalement par le pH de l’eau, sa température, sa salinité et l’exposition à 

la lumière. La saison de récolte des algues affecte la structure de ses composants tels que le 

fucoïdane, en modifiant sa composition du sucre. Lorsque l’algue Undaria pinnatifida a été 

récoltée dans différentes conditions et saisons, le fucoïdane dérivé a présenté des 

caractéristiques et une bioactivité distinctes (Van Weelden et al., 2019).  

 

 

          IV- Dose et voies d’administration 

  La structure hautement ramifiée du fucoïdane et la grande taille de cette 

molécule définissent le cadre posologique des études menées sur ces polysaccharides 

sulfatés. 

Dans les études in vitro, le dosage du fucoïdane se situe dans une plage de μg/mL, la plupart 

inférieure à 1mg/mL, et non de ng/mL. Cependant, il existe quelques rapports d’utilisation 

allant jusqu’à 3mg/mL. Néanmoins, la marge des doses dans les études reste très variable, 

surtout en raison des différentes sources et méthodes de purification. Les résultats après 24h 

de traitement des cellules tumorales du côlon avec du fucoïdane (Saccharina cichorioides) de 

concentrations entre 100 et 800 μg/mL ont montré une faible cytotoxicité et moins de 15% de 

réduction du nombre de cellules même avec la dose de 800 μg/mL (Vishchuk et al., 2013). 

D’autres études sur le cancer du poumon (A549) ont révélé une inhibition de 50% de la 

prolifération cellulaire en présence de 100 μg/mL fucoïdane pour 48h d’incubation (Y. Lin et 

al., 2020). En revanche, d’autres auteurs ont rapporté que, pour les mêmes lignées cellulaires, 

20 μg/mL de fucoïdane du Fucus vesiculosus ont été suffisants pour inhiber la croissance de 

37% des cellules après 72 h. Bien que la différence entre les durées de traitements ne soit 

pas négligeable, la différence entre les doses reste considérable (Kim et al., 2010) ce qui 

suggère que la source de fucoïdane soit un facteur principal dans la variation des résultats, à 

côté de la durée d’incubation et du dosage (Atashrazm et al., 2015).  

Quant aux études in vivo, la posologie du fucoïdane est principalement de l’ordre de mg/Kg 

de poids corporel, associée aussi à la route d’administration. Les souris ont été traitées avec 

diverses doses de fucoïdane allant de 5 à 500 mg/kg de poids corporel. Dans la plupart des 

études, l’injection de fucoïdane à 100 mg/kg de poids corporel a montré les meilleurs taux de 

survie, en moyenne après un mois.  
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D'autres études, chez des souris C57 transplantées avec un adénocarcinome pulmonaire de 

Lewis, ont utilisé diverses doses de fucoïdane (Fucus evanescence) avec de multiples 

injections, et les auteurs ont constaté qu'une seule injection de 25 mg/kg de poids corporel de 

fucoïdane n'a pas inhibé la prolifération des cellules cancéreuses, alors que trois injections de 

10 mg/kg de poids corporel ont significativement réduit la croissance tumorale (Atashrazm et 

al., 2015). 

Concernant les voies d’administration, la plupart des études in vivo menées sur l'activité 

antitumorale ont utilisé des injections intrapéritonéales, ainsi que des voies sous-cutanée et 

intraveineuse. En outre, certaines études in vivo ont sélectionné le fucoïdane par voie orale 

pour ses propriétés anti-tumorales après l'induction de la tumeur ou inhibitrices de la 

transformation avant l'induction du cancer. Les différentes voies d'administration influencent 

le métabolisme de la molécule et conduit à des résultats variables (Atashrazm et al., 2015) et 

rendent la concentration et le taux métabolique de fucoïdane dans le corps significativement 

différents, ce qui à son tour conduit à des effets différents sur le développement de tumeurs 

(Jin et al., 2021; Y. Lin et al., 2020). 

 

          V- Toxicité 

  Le fucoïdane est un aliment consommé sous la forme de 4% du poids sec total 

des algues brunes. Son utilisation en pharmacie et en biomédecine est possible car il est un 

composé non toxique, biodégradable et biocompatible. Les extraits d'Undaria pinnatifida et de 

Fucus vesiculosus ont été approuvés par la FDA en tant qu’aliments à des niveaux allant 

jusqu'à 250 mg/jour. En Europe, plusieurs pays tels que l’Autriche, la Belgique, la France, la 

Pologne, l’Espagne et le Royaume-Uni, ont enregistré des préparations contenant du F. 

vesiculosus. Bien que le fucoïdane est considéré comme aliment sûr, celui utilisé pour la 

recherche est hautement purifié. 

Le fucoïdane a été testé in vitro sur des cellules normales en comparaison avec leurs cellules 

tumorales correspondantes. Par exemple, le fucoïdane n’a pas induit l'apoptose des 

fibroblastes normaux en comparant aux tumoraux. En revanche, des doses très élevées de 

fucoïdane allant jusqu’à 3 mg/mL ont baissé de 25% la viabilité des cellules mononucléées du 

sang périphérique de donneurs sains, sachant que ce pourcentage de suppression reste 

inférieur à celui dans les cinq autres lignées de T leucémiques (60 à 90%) (Atashrazm et al., 

2015). 

In vivo, après administration quotidienne de LMWF de Laminaria japonica à 2000 mg/kg de 

poids corporel par jour sur un modèle murin, aucune indication toxicologique n’a été observée, 

proposant l’utilisation de ces fractions de fucoïdanes comme complément alimentaire sûr 
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(Hwang et al., 2016). Une dose orale jusqu'à 1 g/mL/kg de poids corporel de fucoïdane 

(Undaria pinnatifida) n’a pas été toxique pour le modèle murin étudié, mais des doses de 2 

g/mL/kg de poids corporel ont changé le poids de la thyroïde et altéré les niveaux d'activité 

des triglycérides.  

Dans une autre étude chez des rats Wister pendant 6 mois, 300 mg/kg de poids corporel de 

fucoïdane (Laminaria japonica) n'a montré aucun effet secondaire indésirable, mais des doses 

de 900 à 2500 mg/kg de poids corporel ont entraîné une coagulopathie (Jin et al., 2021). Des 

chercheurs ont montré que chez des rats Sprague-Dawley, il n’y a pas eu d’effets secondaires 

lors de la prise de doses fucoïdane allant jusqu’à 1000 mg/kg de poids corporel par voie orale 

pendant 28 jours (Y. Lin et al., 2020). 

Dans certaines études, le fucoïdane a été testé dans le contexte clinique principalement pour 

ses propriétés anticoagulantes et antivirales. Les participants ont pris quatre gélules contenant 

560 mg de fucoïdane (Undaria pinnatifida) par jour pendant 24 mois, sans que ce traitement 

n'induise aucun effet secondaire. Egalement, la consommation quotidienne de 5 capsules de 

166 mg de fucoïdane (C. okamuranus Tokida) sur 12 mois pendant plus d'un an ; ou de 3 g 

de HMWF (Undaria pinnatifida) sur 12 jours, a été, dans les deux cas, sans danger. Par contre, 

l’administration d’une dose journalière plus élevée (6 g) de fucoïdane, pendant un mois, a 

causé une diarrhée chez 4 participants sur 17. L’administration de gélules de 187,5 mg de 

fucoïdanes mélangés de trois extraits différents (Fucus vesiculosus (85%), Macrocystis 

pyrifera (10%) et de Laminaria japonica (5%)) a induit un changement significatif du taux de 

potassium chez les volontaires après 28 jours, en revanche, ce changement est resté dans la 

plage de référence clinique (Atashrazm et al., 2015). Ces résultats suggèrent qu’une 

administration orale quotidienne d'une dose de fucoïdane pendant un an est tolérable et sans 

danger. 

 

          VI- Métabolisme et internalisation cellulaire 

  Durant les dernières dizaines d’années, l’internalisation du fucoïdane dans la 

cellule n’a pas été profondément étudiée. Ce qui était notamment connu est que le fucoïdane 

de poids moléculaire élevé ne pouvait pas être absorbé par l'intestin humain par manque 

d'enzymes digestives correspondantes. En 2002, une étude in vitro de Deux et al. a montré 

que le LMWF (5 μg/mL à 37 °C) marqué par fluorescence est internalisé dans les vésicules 

endocytiques dans le cytosol et a été suivi jusqu’à la région périnucléaire des cellules de 

muscles lisses de lapin après 6 heures d’exposition, et que dans les 24 heures qui suivent, le 
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nombre de vésicules périnucléaires a augmenté, mais sans observer une internalisation 

nucléaire (Deux et al., 2002).  

A partir de 2005, de nombreuses activités expérimentales et études cliniques ont été menées 

sur l'ADME, en d’autres termes, l'absorption, la distribution, le métabolisme et l'excrétion du 

fucoïdane. Les premiers rapports ont montré une absorption du fucoïdane par les 

macrophages intestinaux et les cellules de Kupffer. Dans des autres essais cliniques, 

impliquant des volontaires japonais et d’autres nationalités, le fucoïdane a été détecté dans 

l'urine des personnes après l'administration orale du fucoïdane, mais avec des concentrations 

significativement plus importantes pour les japonais, différence justifiée par la consommation 

quotidienne du Mozuku par ces populations. Chez ces dernières aussi, les enzymes digestives 

des algues ont été aussi détectées. Cependant, ces enzymes ont été rarement détectées chez 

les autres volontaires dont le régime alimentaire quotidien ne contenait pas d’algues. Ces 

enzymes aident à l’absorption intestinale du fucoïdane qui va s'accumuler dans le foie et être 

excrété lentement avec l'urine. Les conditions acides dans l'estomac sont capables 

d'hydrolyser le fucoïdane de manière limitée, expliquant aussi la présence de fractions de 

fucoïdane altérées trouvées dans l'urine (Y. Lin et al., 2020). D’autres études d'absorption 

réalisées sur des volontaires sains ont montré qu'une partie du fucoïdane a été absorbée par 

endocytose et détectée dans le sérum et l’urine. Récemment, deux essais cliniques ont été 

menés sur la biodistribution et la tolérance du fucoïdane : le premier essai  étant sur des 

volontaires sains (ClinicalTrials.gov : NCT03422055), et le deuxième (ClinicalTrials.gov : 

NCT03130829) sur des patients atteints d'un cancer du poumon non à petites cellules, dans 

lequel le fucoïdane a été ajouté au traitement de chimiothérapie (Luthuli et al., 2019). 

Certains rapports ont souligné la grande capacité des fucoïdanes à interagir avec les facteurs 

de croissance, les macrophages, les cytokines et la P-sélectine, d’où son grand potentiel à 

être un adjuvant précieux dans la technologie pharmaceutique, pour renforcer l'activité du 

médicament (Citkowska et al., 2019b). Des chercheurs ont rapporté que le fucoïdane natif de 

haut poids moléculaire a un faible taux d'absorption lorsqu'il est administré par voie orale. Ils 

ont montré que l'administration intraveineuse de LMWF (50 mg/kg de poids corporel) chez le 

lapin a entraîné une absorption rapide. Ces résultats suggèrent qu’il faut développer 

l’utilisation de LMWF à des fins cliniques vu son meilleur taux d'absorption et sa meilleure 

biodisponibilité (Van Weelden et al., 2019). 
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                VII- Effets biologiques des fucoïdanes 

  VII-1. Action sur les cellules immunes 

            Le fucoïdane, surtout administré par voie orale, est une molécule très 

prometteuse dans le domaine de l’immunomodulation.   

 

      VII-1. a) Cellules dendritiques 

          Li et ses collaborateurs ont montré que les effets immunostimulants 

et de maturation du fucoïdane de F. vesiculosus sur les cellules dendritiques sont effectués 

via une voie impliquant NF-κB (Li et al., 2008). En outre, l’équipe d’Ale et al. a confirmé que le 

fucoïdane est capable de se lier à des récepteurs glycoprotéiques spécifiques dans les 

membranes cellulaires des macrophages pour activer les MAPKs et induire ainsi leur 

transcription. Les macrophages activés induisent la production d’IL-12 qui à son tour stimule 

le développement des cellules T. Ces dernières produisent l'IL-2 qui va activer la prolifération 

des NK produisant l'IFN-γ, qui peuvent en outre provoquer la participation des macrophages 

à la stimulation des lymphocytes T via l'induction d'IL-12 (Ale et al., 2011) Dans une étude sur 

les cellules tumorales YAC-1, le fucoïdane de Macrocystis pyrifera a favorisé l'activation des 

cellules NK et leur activité cytotoxique contre les cellules cibles (YAC-1), ainsi que celles des 

cellules dendritiques de la rate et des cellules T. Le fucoïdane Fucus vesiculosus a amélioré 

lui aussi la fonction des cellules dendritiques de la rate et la réponse immunitaire adaptative 

par activation des lymphocytes T cytotoxiques. Le fucoïdane Ascophyllum nodosum a pu 

induire la maturation des cellules dendritiques et améliorer la réponse immunitaire in vitro et 

in vivo. Des études ont démontré que les fucoïdanes de Laminaria japonica, Laminaria 

cichorioides et Fucus evanescens peuvent se lier aux TLRs (TLR-2 et TLR-4), récepteurs 

transmembranaires clés de la réponse immune innée, ce qui active le médiateur NF-κB pour 

stimuler les réponses immunitaires (Fitton et al., 2015). 
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La figure 34 représente schématiquement le mode d’action des fucoïdanes sur l’activation des 

macrophages, des lymphocytes T et des cellules NK. 

 

 

 

L'intégrine β2 ou CR3 est la seule intégrine qui contient un domaine de type lectine de liaison 

aux glucides. Des études ont montré que certains polysaccharides naturels peuvent activer 

les cellules immunitaires, dont les NK, via CR3. De plus, le fucoïdane se lie au TGF-β1 et 

inhibe son activation ; cette inhibition est principalement liée au poids moléculaire du fucoïdane 

(Z. Lin et al., 2020). Des monocytes ont été isolés des moelles osseuses de souris et 

différenciés en cellules dendritiques, suivi de traitements de fucoïdanes : Ascophyllum 

nodosum ou Fucus vesiculosus. Le fucoïdane extrait du F. vesiculosus a fortement régulé à la 

hausse les niveaux d'expression de CD40, CD80, CD86 et CMH-II, marqueurs conventionnels 

de maturation des cellules dendritiques (Wang et al., 2019; J. Yang et al., 2021). 

 

 

 

 

 

Figure 34. Mécanisme d’action des fucoïdanes dans l’activation des macrophages, des lymphocytes 
T et des cellules NK 

Les fucoïdanes se lient aux récepteurs à la surface membranaire des macrophages pour induire l’activation de 

leur transcription. Une fois activés, les macrophages produisent des cytokines comme l’IL-12 qui va activer les 

lymphocytes T et les cellules NK. Ces dernières peuvent être aussi activées par l’IL-2 produite par les cellules T 

(Inspiré d’après Lin et al., 2020). 
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      VII-1. b) Lymphocytes T et cellules NK 

          Xue et ses collaborateurs ont montré qu’après le traitement au 

fucoïdane, le nombre de cellules NK et les proportions des lymphocytes T (CD4 et CD8) ont 

augmenté dans le sang des rats. En plus, le pourcentage des Tregs (CD3+ et Foxp3+) a aussi 

augmenté dans le sang des rats traités, en parallèle aux baisses significatives des niveaux de 

l’IL-10 et TGFβ dans le sérum des rats traités au fucoïdane en comparant avec les rats 

modèles. Les auteurs ont aussi rapporté des augmentations des taux sériques de l’IL-6 et 

l’IFNγ chez les rats traités au fucoïdane. Le plus intéressant a été la diminution de l’expression 

de PD-L1, immuno-inhibiteur des T effecteurs, dans les cellules tumorales, en présence du 

fucoïdane (Xue et al., 2017). Une autre étude effectuée sur des souris C57BL/6 injectées des 

cellules tumorales B16 de mélanome, a montré également une augmentation dans la 

population de cellules T CD8+/CD4+, des cellules NK dans leur rate, et des T infiltrant la tumeur, 

après un traitement combiné du fucoïdane (Ascophyllum nodosum) avec un anticorps bloquant 

anti-PD-1. Il n’y a pas eu des variations évidentes du pourcentage des cellules T et NK dans 

le sang et les ganglions lymphatiques en présence du traitement. Ces résultats indiquent qu'un 

traitement combiné de fucoïdane avec des anticorps anti-PD-1 pourrait améliorer l'efficacité 

thérapeutique de l'immunothérapie. L’activation des lymphocytes T a été plus remarquable 

lorsque les souris ont été prétraitées au fucoïdane, suggérant que l’activité anti-tumorale du 

fucoïdane peut être attribuée à la modulation des réponses immunes même avant le 

déclenchement de la croissance tumorale. Ensuite, les auteurs ont évalué la stimulation 

directe de l’activité des cellules T par le fucoïdane, en utilisant des signaux de co-stimulation 

anti-CD3 et anti-CD28. Les résultats ont montré une augmentation de la production des 

cytokines IFNγ et TNFα, indiquant une fonction effectrice accrue des lymphocytes T CD8+ 

primaires (J. Yang et al., 2021). 

Le complexe TCR/CD3 déclenche la transduction du signal du récepteur des lymphocytes T 

(TCR) lors de leur activation, ce qui conduit à la propagation du signal via la voie 

Ca2+/calcineurine (translocation nucléaire du facteur des T activés), la voie de signalisation 

NF-κB (translocation nucléaire de REL/NFKB) et la voie MAPK (polymérisation de l'actine). 

Plusieurs auteurs ont rapporté que le fucoïdane peut activer toutes ces voies régies par la 

signalisation du TCR ; par conséquent, Yang et al., ont étudié la possibilité d’une interaction 

fucoïdane-TCR/CD3 pour augmenter l'activation des lymphocytes T. Ils ont utilisé un marqueur 

(FITC-UEA-I) capable de reconnaître spécifiquement le squelette fucose du fucoïdane. Les 

résultats de cytométrie en flux ont révélé que les lymphocytes T ont été marqués par la FITC-

UEA-I, lors des traitements au fucoïdane. Ensuite, par surexpression du CD3E - composant 

majeur du complexe TCR/CD3 - humain fluorescent, ils ont confirmé que le fucoïdane se lie 
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au TCR/CD3 à la surface des cellules T. En effet, le fucoïdane marqué et visualisé par FITC-

UEA-I a été partiellement colocalisé avec la fluorescence du CD3E et donc avec le complexe 

TCR/CD3 sur la surface cellulaire des lymphocytes T (J. Yang et al., 2021) (Figure 35). 

 

 

 

 

Des rapports ont révélé que le traitement fucoïdane (HMWF et LMWF) des cellules NK-92 

humaines pendant 24 h a augmenté la prolifération des cellules tueuses traitées de manière 

dose-dépendante, mais qui a été plus significative avec le HMWF que le LMWF. Ces résultats 

ont été comparables à ceux avec la concanavaline A, un mitogène lymphocytaire qui 

augmente la prolifération des NK. Quant à l'activité cytotoxique des cellules NK contre les 

cellules de lymphomes YAC-1, celle des cellules traitées par HMWF a été similaire à l'activité 

cytotoxique cellulaire du groupe traité par la concanavaline A. La cytotoxicité des cellules NK 

est médiée par l'expression de granules cytolytiques contenant la granzyme B et la perforine, 

pour initier la réduction du nombre de cellules tumorales. En effet, une autre série de résultats 

Figure 35. Mécanisme d’action des fucoïdanes combinés avec l’anticorps anti-PD-1 pour l’activation 
des lymphocytes T 

Le fucoïdane interagit avec le complexe TCR/CD3, avec un traitement bloquant de PD-1, ce qui active la 

transcription et par conséquent les lymphocytes T (Modifié d’après Yang et al., 2021). 
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a montré que la production de granzyme B a également augmenté de manière significative 

dans le groupe traité par le HMWF (Yoo et al., 2019).  

En plus, l’administration du fucoïdane par voie systémique à des souris a régulé à la hausse 

la production d'IL-6, d'IL-12 et de TNF-α, et a amélioré l'équilibre immunitaire Th1/Th2, ce qui 

renforce les fonctions immunitaires (Jin et al., 2014; Wang et al., 2019). Un HMWF de 

Cladosiphon okamuranus a fortement augmenté la proportion de lymphocytes T cytotoxiques 

murins. En plus, la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques par les cellules dendritiques a 

été plus efficace, lorsque ces dernières ont été traitées au fucoïdane : lorsque les cellules T 

cytotoxiques ont été co-cultivées avec les cellules dendritiques traitées au fucoïdane, leur 

niveau de lyse spécifique des cellules tumorales a été élevé (Atashrazm et al., 2015). Des 

études menées sur des souris transplantées avec des cellules de leucémie ont montré que le 

traitement fucoïdane du Fucus vesiculosus a augmenté efficacement l'activité destructrice des 

cellules NK (Y. Lin et al., 2020). D’autres chercheurs ont observé que le traitement fucoïdane 

chez des souris atteintes de tumeurs du côlon a induit rapidement une augmentation du 

nombre de cellules NK dans la rate des souris (Jin et al., 2021).  

Les propriétés immunomodulatrices du fucoïdane améliorent la réponse immunitaire et 

proposent l’utilisation du fucoïdane dans un cadre clinique pour développer des traitements 

particuliers et ciblés. 

 

 

       

  VII-2. Actions sur les cellules tumorales 

            Le cancer reste le premier parmi les causes mondiales de mortalité. Bien 

que la chimiothérapie constitue un des principaux traitements actuels, ses effets secondaires 

restent non négligeables, notamment les nausées et la multirésistance développée chez 

certains patients. Par conséquent, l’intégration de nouveaux composés antitumoraux efficaces 

et à faible toxicité est primordiale dans le domaine thérapeutique. Le fucoïdane est connu pour 

ses propriétés antiprolifératives, apoptotiques et anti-cancéreuses dans plusieurs types de 

tumeurs solides et liquides. Ces activités biologiques des fucoïdanes est surtout définie par le 

poids moléculaire, la teneur en groupe de sulfate et la liaison des résidus de sucres. 
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      VII-2. a) Tumeurs solides 

                     VII-2. a) i- Induction de la mort cellulaire 

    L’apoptose dans les cellules tumorales est généralement médiée 

par des dommages à l'acide désoxyribonucléique ce qui cause une condensation 

chromosomique. La voie des caspases active l'induction intrinsèque et extrinsèque de 

l'apoptose. Les caspases sont clivées par le complexe constitué du cytochrome C (Cyt-c) qui 

va ensuite être libéré des mitochondries et régulé par les membres de la famille Bcl-2. 

Des études ont révélé les effets antiprolifératifs des fucoïdanes sur des lignées cellulaires de 

cancer de poumons (A549). En effet, le fucoïdane natif a inhibé la croissance des cellules 

tumorales de manière dose-dépendante (Yang et al., 2008). Ale et al. ont étudié les effets du 

fucoïdane brut extrait de Sargassum sp.et de celui commercialisé du Fucus vesiculosus sur 

des cellules de carcinome pulmonaire de Lewis et des cellules de mélanome B16. Les deux 

fucoïdanes ont été capables de baisser significativement le nombre de cellules vivantes de 

manière dose-dépendante (Ale et al., 2011). D’autres rapports sur une lignée de carcinome 

bronchopulmonaire humain non à petites cellules (NSCLC-N6) ont montré que le fucoïdane 

(Bifurcaria bifurcata) a inhibé irréversiblement les cellules cancéreuses. Il a été rapporté 

également que la croissance des cellules de carcinome pulmonaire de Lewis, en présence 

des fucoïdanes, a été supprimée de manière dose-dépendante, contrairement aux cellules 

épithéliales rénales normales. Sur le modèle murin C57BL/6 transplanté du cancer du poumon 

de Lewis, les études ont montré que le fucoïdane a pu atténuer les symptômes viraux et inhiber 

les métastases pulmonaires (Y. Lin et al., 2020).  

Les effets des fucoïdanes ont été aussi étudiés sur des cellules tumorales du côlon. 

L'incubation des lignées cellulaires du cancer du côlon HCT116 avec le fucoïdane de 

Saccharina cichorioides Miyabe a légèrement (12%) inhibé la croissance cellulaire après 72h 

de traitement (Vishchuk et al., 2013). Sur la même lignée cellulaire, Wang et ses collaborateurs 

ont découvert que le LMWF a déclenché l'arrêt des cellules en phase G1 du cycle cellulaire et 

a induit l'apoptose de ces cellules (Wang et al., 2019). Dans d’autres études sur les effets du 

fucoïdane (Undaria pinnatifida) sur des lignées cellulaires d'adénocarcinome du côlon humain, 

les résultats ont montré une inhibition significative de la prolifération des cellules cancéreuses 

et une cytotoxicité faible sur les cellules normales. Des résultats sur deux lignées cellulaires 

du cancer du côlon (HT-29 et HCT116) ont montré que le fucoïdane induit l’apoptose de 

cellules tumorales via les voies apoptotiques médiées par les mitochondries. Des études in 

vivo ont rapporté que lorsque le MMWF a été administré à des souris porteuses de tumeurs 

du côlon, une inhibition considérable de la croissance tumorale est observée et le temps de 

survie des souris administrées de LMWF ou HMWF a été plus long que celui du groupe témoin 
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(Y. Lin et al., 2020). Le fucoïdane a baissé également le nombre de cellules viables des lignées 

du cancer du côlon humain (HT-29 et HCT116) de manière dose-dépendante. En plus, il a 

induit l'apoptose des cellules HT-29 avec une augmentation des niveaux de caspases-8, -9, -

7 et -3 clivées ; et a amélioré la perméabilité de la membrane mitochondriale et la libération 

de Cyt-c (Kim et al., 2010). Lorsque les cellules cancéreuses du côlon HT29 ont été traitées 

par 50 et 100 μg/mL du fucoïdane (F. vesiculosus), la croissance cellulaire a été 

significativement inhibée, avec une augmentation de l’expression de l'inhibiteur de kinase 

dépendant de la cycline 1 p21WAF1 – associée à la phase G1 du cycle cellulaire - et une 

suppression de l’expression de la cycline (Han et al., 2015). 

Dans un modèle in vivo de cancer de sein, le fucoïdane extrait du Fucus vesiculosus a induit 

l’apoptose par clivage de la caspase 3 et par la suite a causé la libération de Cyt-c (Van 

Weelden et al., 2019). Dans le cadre des études sur des lignées cellulaires MCF-7 du cancer 

du sein, le traitement au fucoïdane a induit l’apoptose par une voie dépendante de la caspase-

8 et a induit la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN nucléaire. Sur la 

même lignée cellulaire, d’autres chercheurs ont rapporté également les effets antiprolifératifs 

du fucoïdane (Undaria pinnatifida) accompagné d’une faible cytotoxicité pour les cellules des 

tissus normaux. En plus, le traitement fucoïdane a causé un arrêt dans la phase G1 du cycle 

cellulaire et une induction de l’apoptose, avec une diminution de l’expression de gènes liés au 

cycle cellulaire et l’apoptose. Sur un modèle murin du cancer du sein (T-47D), les auteurs ont 

rapporté une inhibition efficace de la prolifération cellulaire (Y. Lin et al., 2020). 

Ermakova et ses collaborateurs ont montré la capacité anti-tumorale du fucoïdane pour inhiber 

la formation de colonies dans le mélanome humain (SK-MEL-28) et les cellules cancéreuses 

du côlon (DLD-1) (Ermakova et al., 2011b). Dans une étude in vitro sur des lignées cellulaires 

de carcinome mucoépidermoïde (glandes salivaires) humain, le fucoïdane du F. vesiculosus 

a induit l'apoptose par activation de la caspase-3 (Van Weelden et al., 2019). Le traitement 

pendant 48 h de 550 μg/mL de fucoïdane extrait du F. vesiculosus a montré des inhibitions 

significatives de la prolifération cellulaire et une induction de l'apoptose des cellules de 

mélanome B16 (Luthuli et al., 2019). Les fucoïdanes dérivés des algues brunes Sargassum 

henslowianum ou Fucus vesiculosus, ont été capables de sensibiliser les cellules de 

mélanomes in vitro en induisant l'apoptose par clivage de la caspase-3 (Van Weelden et al., 

2019). 

Dans des études sur des cellules du cancer ovarien humain (SKOV-3, A2780, OVCAR-3, TOV-

112D et Caov-3) en comparaison avec des cellules épithéliales ovariennes humaines 

normales (IOSE80), Liu et al. ont montré que le fucoïdane a inhibé de manière dose et temps-

dépendante la prolifération des cellules cancéreuses avec peu d'effet sur les cellules 
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épithéliales normales. En outre, l’inhibition maximale a été observée après 48h du traitement 

dans toutes les lignées tumorales. Le fucoïdane a arrêté le cycle cellulaire à la phase G0/G1 

dans les cellules SKOV-3 et Caov-3, et a diminué efficacement les niveaux d'expression des 

protéines CDK-4, CDK-6, cycline-E et cycline-D1. Le traitement au fucoïdane a augmenté 

aussi significativement le nombre de cellules apoptotiques de manière dose-dépendante. Il a 

augmenté l’expression des caspases et a baissé le niveau d'expression de la protéine anti-

apoptotique, Bcl-2, sans avoir aucun effet apoptotique significatif sur les cellules épithéliales 

ovariennes normales. In vivo, après trois semaines d’administration de fucoïdane (10 mg/kg) 

à un modèle murin, la taille, le volume et le poids des tumeurs ont été réduits en comparant 

au témoin, ainsi que le poids des souris. Le traitement a aussi ralenti la croissance de la 

tumeur. Les différences significatives de l'expression protéique de Bax et Bcl-2 entre les tissus 

tumoraux et les témoins confirment les effets pro-apoptotiques des fucoïdanes in vivo (Liu et 

al., 2020).  

Les études sur l’impact du fucoïdane sur la croissance des cellules cancéreuses de la vessie 

ont révélé une réduction de la viabilité des cellules T24 en induisant l'arrêt du cycle cellulaire 

G1, et ceci a été lié à l'augmentation de l'expression d’un inhibiteur des CDK. D’autres 

scientifiques ont constaté que le traitement au fucoïdane des cellules tumorales de la vessie 

humaine 5637 a supprimé la croissance tumorale, et ceci a été aussi confirmé par l'expression 

de p21WAF1, ainsi que l'inhibition de l'expression de la cycline. De plus, l’induction de 

l’apoptose par ce polysaccharide a été liée à l'augmentation du rapport Bax/Bcl-2, à la 

destruction structurelle des membranes mitochondriales et à la libération de Cyt-c (Y. Lin et 

al., 2020). 

Dans les lignées cellulaires de cancer de prostate (PC3), le fucoïdane a régulé positivement 

l’expression de p21WAF1 et négativement l’expression des protéines liées au cycle cellulaire 

E2F-1. Il a aussi induit l'apoptose des cellules tumorales (Boo et al., 2013).  

Le traitement de cellules d'hépatome humain SMMC-7721 avec du fucoïdane a inhibé la  

croissance et a induit une apoptose (Y. Lin et al., 2020). 

Le schéma de la figure 36 représente les mécanismes des fucoïdanes dans l’arrêt du cycle 

cellulaire et l’induction de l’apoptose. 
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   VII-2. a) ii- Effets immunomodulateurs 

    Les études de Xue et al. sur les effets immunomodulateurs du 

fucoïdane Fucus evanescens sur la carcinogenèse mammaire expérimentale induite par le 

7,12-diméthyl benz[a]anthracène (DMBA) chez le rat ont montré une baisse de l'incidence des 

tumeurs et du poids moyen des tumeurs ainsi qu’une prolongation de la latence de la tumeur. 

En plus, le fucoïdane a baissé le pourcentage des Tregs dans le sérum et l’expression de PD-

L1 dans les tissus tumoraux. Ces effets semblent être protecteurs pour améliorer la réponse 

immunitaire contre la carcinogenèse mammaire (Xue et al., 2017). L’équipe de Teruya et al. 

ont analysé les effets du LMWF sur l'expression de PD-L1 et PD-L2 dans des lignées 

cellulaires de fibrosarcome HT1080.  

 

 

Figure 36. Mode d’action des fucoïdanes dans l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose 

Le fucoïdane peut induire le blocage du cycle cellulaire en phases G1/S et G2/M. Il est aussi capable d’induire 

l’apoptose des cellules tumorales par les voies intrinsèque et extrinsèque (Modifié d’après Senthilkumar et al., 

2013). 
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Ils ont montré que le LMWF, même à des concentrations inférieures à 100 μg/mL, baisse la 

croissance des cellules tumorales et supprime l’expression des deux points de contrôle PD-

L1 et PD-L2, sans avoir aucun effet suppresseur significatif sur des lignées cellulaires 

normales TIG-1 même avec des concentrations élevées de 500 μg/mL. Le LMWF a régulé à 

la baisse les expressions de l’ARNm, de protéines totale et membranaire de PD-L1 d’une 

manière proportionnelle en comparant avec les cellules témoins. Ces auteurs ont montré aussi 

que le LMWF n’interagit pas avec PD-1 ou PD-L1, ce qui suggère que les fucoïdanes 

pourraient agir sur d’autres protéines de surface et sur les transducteurs intracellulaires 

impliqués dans l'expression de PD-L1 (Teruya et al., 2019). 

La capacité du fucoïdane à réguler l'expression de PD-L1 dans les cellules tumorales semble 

être une alternative pour le traitement des cancers à forte expression de PD-L1.  

 

 

   VII-2. a) iii- Effets inhibiteurs de la métastase, la migration  

                                                  et l’invasion 

    Des études ont montré que plusieurs fucoïdanes extraits de 

différentes espèces d’algues brunes (L. saccharina, L. digitata, F. serratus, F. distichus et F. 

vesiculosus) ont bloqué l'adhésion des cellules de lignées du carcinome mammaire MDA-MB-

231, ce qui pourrait être impliqué dans les métastases tumorales. En plus, d’autres auteurs 

ont révélé une liaison fucoïdane/fibronectine, capable d’inhiber l'adhésion des cellules MDA-

MB-231 à la fibronectine en modulant la réorganisation de la sous-unité α5 de l'intégrine et en 

baissant l'expression de vinculine. (Li et al., 2008). Des études ont montré que dans le cas de 

cellules tumorales de cancer du sein (MDA-MB-231) traitées au fucoïdane, ce dernier est entré 

dans les cellules, a modifié morphologiquement le cytosquelette et a réorganisé la répartition 

de la sous-unité de l’intégrine à la surface cellulaire (Liu et al., 2005). Hyeseon et son équipe 

ont montré que les cellules préostéoblastiques (MC3T3-E1) traitées au fucoïdane (Undaria 

pinnatifida) de 50 à 200 μg/mL se sont rétrécies et devenues arrondies. Ces changements 

morphologiques ont été cohérents avec la baisse de l’adhésion cellulaire et par conséquent 

l’augmentation de la migration par rapport aux cellules témoins. La corrélation entre la 

migration légèrement accrue des cellules et les changements morphologiques, en présence 

des fucoïdanes, suggèrent l’implication de ces derniers dans la régénération et la 

reconstruction des os (Hyeseon et al., 2015). Des études sur l’effet anti-métastatique ont 

montré que le fucoïdane est capable d’arrêter l’invasion des cellules hépatiques cancéreuses. 

Un autre modèle d’étude des effets du fucoïdane sur les métastases hépatiques est le modèle 

MH134. Les auteurs ont constaté une grande diminution du nombre de foyers de métastases 
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hépatiques par comparaison au groupe témoin et du diamètre maximal des métastases 

hépatiques chez les souris traitées au fucoïdane en comparant au groupe témoin (Y. Lin et al., 

2020). 

 

       VII-2. a) iv- Effets anti-angiogéniques 

    L'angiogenèse est un processus complexe important dans lequel 

les facteurs pro-angiogéniques et les inhibiteurs se coordonnent. Si cet équilibre est rompu, le 

système vasculaire serait incapable de réparer les vaisseaux sanguins altérés. L'angiogenèse 

implique la différenciation et la migration des cellules endothéliales matures et est régulée 

notamment par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). L'inhibition de 

l’angiogenèse est un des mécanismes anti-tumoraux du fucoïdane. Ce dernier peut réguler 

l'expression du VEGF des cellules endothéliales HUVEC et inhiber leur angiogenèse sur 

matrigel. Le fucoïdane extrait de l'algue brune Sargassum fusiforme a inhibé l'angiogenèse 

des cellules endothéliales microvasculaires humaines de manière dose-dépendante. Un autre 

groupe de chercheurs a montré que le fucoïdane sursulfaté de Laminaria japonica a causé 

une inhibition significative de l'angiogenèse in vitro, alors que celui plus pauvre en sulfate n’a 

pas pu inhiber la formation de tubes HUVEC (Wang et al., 2019). 

 

 

  VII-2. b) Tumeurs liquides 

   Dans le cas de lignées cellulaires de lymphome humain HS-Sultan, un 

traitement pour 48h de 10 ou 100 μg/mL du fucoïdane du Fucus vesiculosus a inhibé la 

prolifération cellulaire de manière dose-dépendante, accompagnée d’une augmentation aussi 

dépendante du pourcentage des cellules dans la phase sub-G1 du cycle cellulaire. Les auteurs 

ont également montré que le fucoïdane a induit l’apoptose des cellules tumorales avec 

l’activation de la caspase-3, et une baisse du potentiel mitochondrial dans les cellules HS-

Sultan 24 heures après le traitement au fucoïdane. Ceci indique que l’induction de l’apoptose 

implique la voie mitochondriale (Aisa et al., 2005). D’autres chercheurs ont rapporté une 

inhibition significative de la croissance des cellules mononucléées du sang périphérique des 

patients atteints de la leucémie à cellules T de l'adulte et des lignées de cellules T infectées 

par HTLV-1, sans avoir d’effet sur les cellules mononucléaires du sang périphérique normales. 

Dans une étude sur un modèle murin, les souris ont pris un régime alimentaire contenant 1% 

de fucoïdane de Mekabu sur une durée de 10 jours, puis elles ont été inoculées par voie sous-

cutanée avec des cellules leucémiques A20. Les animaux ont été nourris avec le régime 
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contenant du fucoïdane pendant 40 jours et les résultats ont montré un effet inhibiteur des 

tumeurs de 65,4% (Li et al., 2008).  

Yang et al.,ont déterminé l’activité anticancéreuse du fucoïdane sur des lignées cellulaires 

(SUDHL-4, OCI-LY8, NU-DUL-1, TMD8, U2932, et DB) de DLBCL. In vitro, le fucoïdane a 

inhibé la croissance cellulaire de manière dose et temps-dépendante accompagné d’un arrêt 

du cycle cellulaire G0/G1, une augmentation de l’expression de p21 (transition G1/S) et une 

baisse des cyclines D1, Cdk4 et Cdk6. Les résultats ont aussi montré que le fucoïdane a induit 

le clivage des caspases -3, -8 et -9, ainsi que le clivage de PARP. De plus, en présence du 

fucoïdane, le potentiel transmembranaire mitochondriale a été perdu et le Cyt-c libéré. In vivo, 

dans des modèles murins NOD/SCID injectés des cellules OCI-LY8, l’administration orale de 

fucoïdane a inhibé la croissance des cellules tumorales. En effet, les souris administrées du 

fucoïdane ont montré un volume et un poids de tumeur inférieur à celui du groupe témoin. Par 

contre, le poids corporel des souris n’a pas été différent entre les groupes traités au fucoïdane 

et les groupes témoins (Yang et al., 2015). Plusieurs recherches ont été menées pour étudier 

l'effet anti-leucémique du fucoïdane. Le traitement des cellules leucémiques HL-60, NB4 et 

THP-1 par du fucoïdane a induit l'activation des caspases-3, -8, -9 et a modifié la perméabilité 

de la membrane mitochondriale. En revanche, le même traitement au fucoïdane n’a pas induit 

l’apoptose de la lignée cellulaire leucémique K562  (Jin et al., 2010). Dans les cellules U937, 

les auteurs ont constaté que l'augmentation de l'apoptose est liée à l'hydrolase des caspases 

et à la libération du Cyt-c des mitochondries au cytoplasme. Dans une étude sur les cellules 

NB4, le fucoïdane a induit l'apoptose et a augmenté l’expression de p21, WAF1 et CIP1 ce qui 

a entraîné l'arrêt du cycle cellulaire (Y. Lin et al., 2020). 

Le tableau 3 résume les principaux effets des fucoïdanes extraits de différentes algues étudiés 

sur plusieurs types de cellules tumorales (Tableau 3). 
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Tableau 3. Mécanismes d'action des fucoïdanes sur les cellules tumorales 
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Les fucoïdanes sont les polysaccharides les plus connus à avoir d’autres propriétés que les 

propriétés thérapeutiques classiques (antivirales, anti-inflammatoires, antitumorales 

sélectives, anticoagulantes et cytotoxiques) notamment cosméceutiques, pharmaceutiques et 

diagnostiques. Le fucoïdane a été utilisé comme vecteur de médicaments pour les traitements 

anticancéreux et les antibiotiques, particulièrement parce qu’il est capable d’améliorer la 

biodisponibilité et l'efficacité des médicaments dans les formulations pharmaceutiques 

(nanoparticules, liposomes, microparticules) (Zayed and Ulber, 2020) (Tableau 4). 

 

 

       VIII- Fucoïdanes et voies de signalisation 

  Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la prolifération et la survie 

des cellules cancéreuses, dont la famille des MAPKs (JNK1/2, ERK1/2 et p38) et la voie PI3K-

AKT, avec lesquelles s’entrecroisent les mécanismes d’action des fucoïdanes. 

Les études des effets du fucoïdane sur l'apoptose des cellules leucémiques humaines (HL-60, 

NB4, THP-1 et K562) ont montré que le fucoïdane a augmenté la phosphorylation de ERK1/2 

10 à 15 minutes après le traitement ; par contre, après une heure, la phosphorylation est 

revenue à ses niveaux de base. Le fucoïdane a également augmenté la phosphorylation de 

JNK 6 heures après le traitement et a été maintenue 24 heures. Cette augmentation a été 

observée pour trois des lignées cellulaires traitées au fucoïdane, mais pas pour la lignée K562. 

Par contre, le fucoïdane n’a pas favorisé la phosphorylation de p38 MAPK. Ces données 

indiquent le rôle important que joue le fucoïdane dans l’activation de ERK1/2 et JNK pour 

Tableau 4.  Applications peu courantes et nouvelles des extraits de fucoïdanes de différentes 
espèces d’algues  

(Modifié d’après Zayed et Ulber, 2020). 
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induire des changements dans les protéines apoptotiques (Jin et al., 2010). L’équipe de Lee 

et al. a mené des études sur les voies de signalisation influencées par le fucoïdane dans le 

cas d’une lignée cellulaire de cancer du poumon humain (A549) hautement métastatique. Elle 

a montré que le fucoïdane a réduit progressivement la phosphorylation de la voie ERK1/2 de 

manière dose et temps dépendante, mais sans avoir un effet sur p38 et JNK1/2. En plus, le 

fucoïdane a inhibé la phosphorylation de PI3K et de sa cible en aval, AKT, de manière dose 

et temps dépendante. La phosphorylation de mTOR a également été inhibée d'une manière 

dose-dépendante en présence du fucoïdane. Les auteurs ont aussi étudié l’effet des fucoïdane 

sur NF-kB et le signal de transduction IkBα. En effet, le fucoïdane a inhibé la phosphorylation 

de l'IkBα tandis que sa forme totale a été inversement augmenté par le fucoïdane. Dans la 

même direction, l’indicateur de l'activation de NF-kB par la dégradation des IkBα, phospho p-

65 a été diminué par le traitement au fucoïdane, indiquant l’inhibition significative de NF-kB 

par le fucoïdane dans les cellules A549 (Lee et al., 2012). D’autres études sur les cellules 

cancéreuses pulmonaires (A549) ont révélé que l’effet anti-métastatique du fucoïdane est dû 

à son intervention dans les voies ERK1/2 et PI3K-AKT qui régulent les métastases du cancer. 

En effet, le fucoïdane a inhibé, de manière dépendante de la concentration, la phosphorylation 

de PI3K-AKT, régulateur en amont de la voie de signalisation mTOR, et aussi la 

phosphorylation de la voie ERK1/2. Comme l’inhibition de NF-κB et AP-1 (Activating Protein-

1) entraîne la suppression de la tumeur et de la métastase, les auteurs ont étudié l’effet du 

fucoïdane sur ces deux facteurs. Ils ont constaté que le fucoïdane a inhibé la phosphorylation 

de IκB dans les cellules cancéreuses du poumon A549. De plus, le fucoïdane a supprimé la 

phosphorylation de ERK et JNK par l’inhibition de la phosphorylation induite par l'EGF de 

l'EGFR, ce qui a induit par la suite une inhibition de l'activité d’AP-1 (Senthilkumar et al., 2013). 

Boo et ses collaborateurs ont montré que l’activation de l’apoptose des cellules cancéreuses 

de prostate (PC-3) par le fucoïdane (Undaria pinnatifida) a été médiée par l’activation de la 

protéine kinase de la voie ERK1/2 qui va à son tour activer les caspases, et de l’inactivation 

de la p38 MAPK et de la phosphatidylinositol 3-kinase PI3K/AKT (Boo et al., 2013). Des études 

sur les lignées cellulaires 5637 et T-24 du cancer de la vessie ont montré que le traitement au 

fucoïdane peut induire l'activation de la signalisation AKT, qui a été inhibée par la suite en 

présence de la wortmannine, inhibiteur spécifique de PI3K. Lorsque la fonction AKT a été 

bloquée, l'inhibition de la prolifération cellulaire médiée par le fucoïdane a été inversée ainsi 

que l'expression accrue de p21WAF1 associée à la phase G1 et la réduction des protéines du 

cycle cellulaire. L’inhibition de la croissance tumorale a été attribuée à une diminution de 

l'expression de MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9), médiée par la baisse de l'activité de 

liaison d'AP-1 et de NF-κB. En plus, le fucoïdane a induit la phosphorylation d’AKT après un 
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traitement d’une à six heures, et cette phosphorylation a été inhibée en présence de la 

wortmannine. En revanche, le fucoïdane n’a pas induit la phosphorylation de JNK1/2, ERK1/2 

ou p38 dans les cellules 5637 traitées. Ces résultats indiquent que l'activation de la 

signalisation AKT est impliquée dans l'inhibition de la croissance des cellules tumorales et que 

le fucoïdane inhibe cette prolifération cellulaire via la phosphorylation de la voie AKT (Cho et 

al., 2014). L’équipe de Liu et al. a montré dans des études sur des cellules du cancer ovarien 

humain (SKOV-3, A2780, OVCAR-3, TOV-112D et Caov-3) en comparaison avec des cellules 

épithéliales ovariennes humaines normales (IOSE80), que les effets antitumoraux du 

fucoïdane in vivo et in vitro sont liés à l'inhibition de la voie de signalisation PI3K-AKT. Les 

auteurs ont découvert que le fucoïdane (100 μg/mL) est capable de réduire significativement 

l'expression de PI3K et la phosphorylation d'AKT (Liu et al., 2020). 

Cependant, dans le cadre des études sur les cellules cancéreuses du côlon humain (HT29), 

Han et al. ont constaté que le traitement au fucoïdane a activé la voie de signalisation AKT, et 

que l'inhibition de cette dernière a inversé la diminution de la prolifération cellulaire induite par 

le fucoïdane. Ces données suggèrent un nouveau mécanisme de la signalisation AKT dans 

l'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses du côlon traitées au fucoïdane (Han et 

al., 2015). 

Park et ses collaborateurs ont étudié le potentiel des fucoïdanes dans le traitement des 

maladies neurodégénératives accompagnées d'une activation microgliale, médiée par des 

macrophages cérébraux activés en réponse au stress environnemental et à l'exposition au 

lipopolysaccharide (LPS). En effet, le fucoïdane a inhibé la translocation de la sous-unité NF-

κB p65 du cytosol vers le noyau, induite par l'exposition au LPS. Comme la molécule de 

signalisation AKT est capable de déclencher l'activation de NF-κB, les auteurs ont montré que 

la phosphorylation d'AKT, augmentée après la stimulation par le LPS, a été bloquée 

significativement avec un prétraitement au fucoïdane. Le LPS active aussi rapidement les 

phospho-MAPKs (p38, ERK et JNK). Cependant, le prétraitement au fucoïdane a pu inhiber la 

phosphorylation de p38, ERK et JNK dans la microglie BV2 stimulée par le LPS. Cette étude 

suggère que le fucoïdane peut empêcher la production de médiateurs pro-inflammatoires en 

perturbant les principales voies de transduction du signal activées par le LPS dans la microglie 

BV2 (H. Y. Park et al., 2011). Des études ont montré que dans les macrophages M2, le 

fucoïdane est capable d’inhiber la migration des cellules tumorales et le recrutement des 

lymphocytes en supprimant une chimiokine de type M2 CCL22. Ce mécanisme est possible 

grâce à l’inhibition de la phosphorylation de p65-NF-κB par le fucoïdane, annonçant un rôle 

prometteur de ce polysaccharide dans l'immunothérapie tumorale (Sun et al., 2016). 
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La figure 37 représente le mode d’action des fucoïdanes sur la prolifération, la métastase et 

l’apoptose des cellules tumorales impliquant différentes voies de signalisation. 

 

 

 

       IX- Recherche clinique 

   IX-1. Immunothérapie  

           Yang et al. ont montré dans des études sur un modèle de mélanome 

murin, que lorsque le fucoïdane est présent dans un régime alimentaire, il est capable 

d’améliorer les activités antitumorales des anticorps ani-PD-1. En revanche, son 

administration tout seul n’a pas montré d’effet antiprolifératif et apoptotique sur les cellules de 

mélanome in vitro, et n’a également pas inhibé la croissance tumorale du mélanome in vivo. 

Ces données montrent la synergie entre le fucoïdane et anti-PD-1 pour bloquer la croissance 

tumorale et participer à la modulation de la réponse immunitaire. En effet, le fucoïdane est 

connu pour favoriser l’activation des lymphocytes T CD8+ infiltrant la tumeur, soutenant les 

synergies avec l’immunothérapie. Ces travaux annoncent le rôle prometteur de ce complément 

alimentaire lorsqu’il est combiné à des immunothérapies dans les cancers (J. Yang et al., 

2021). 

Figure 37. Mécanismes soulignant les propriétés (A) antiprolifératives, anti-métastatiques et (B) 
pro-apoptotiques des fucoïdanes dans les cellules tumorales. 
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  IX-2. Co-traitement avec les fucoïdanes 

           En comparant avec les médicaments synthétisés chimiquement, le 

fucoïdane fait partie des extraits naturels qui ont gagné beaucoup d’intérêt dans les dernières 

années, en raison de leur activité biologique élevée, de leur diversification de sources et de 

leurs faibles effets secondaires. Plusieurs études confirment leur utilisation comme drogues 

antitumorales ou comme adjuvant aux thérapies actuelles. 

Des études in vivo sur les activités antitumorales et antimétastatiques du fucoïdane (Fucus 

evanescens) dans le cas d’adénocarcinome pulmonaire de Lewis, ont montré qu’après 

administration unique et répétée de fucoïdane à 10 mg/kg de poids corporel à des souris 

C57Bl/6, une modération des effets antitumoraux et antimétastatiques a été observée, 

accompagnée d’une potentialisation les activités antimétastatiques, mais pas antitumorales, 

du cyclophosphamide. L’injection unique avec augmentation de la dose de fucoïdane jusqu’à 

25 mg/kg de poids corporel a potentialisé l'effet toxique du cyclophosphamide (Li et al., 2008). 

Dans une étude sur des DLBCLs, ces dernières ont été traitées avec des combinaisons de 

fucoïdane et de plusieurs agents chimiothérapeutiques couramment utilisés pour traiter le 

DLBCL. Le fucoïdane a potentialisé les activités du carfilzomib dans la destruction des cellules 

tumorales. Par contre, il n'a pas amélioré l'efficacité du cyclophosphamide, de la doxorubicine, 

de la vincristine, de la prednisone ou du vorinostat. En plus, la combinaison du carfilzomib et 

de fucoïdane a augmenté la cytotoxicité des cellules DLBCL. L’ajout du fucoïdane avant, avec 

ou après l'ajout de carfilzomib n’a montré aucune différence significative (Yang et al., 2015). 

Les résultats sur des souris C57 transplantées de cellules LLC-1 ont montré une plus grande 

efficacité de la combinaison de cisplatine et de fucoïdane pour la répression du volume tumoral 

en comparaison avec son utilisation seule (Y. Lin et al., 2020). Vishchuk et ses collaborateurs 

ont révélé, dans leur étude sur la lignée cellulaire de cancer du côlon humain HCT116, que le 

fucoïdane (Saccharina cichorioides) a amélioré l'activité antiproliférative du resvératrol à des 

doses non toxiques et a facilité l'apoptose induite par le resvératrol. En effet, la pré-incubation 

de cellules HCT116 avec du fucoïdane (200 μg/mL) pendant 24h a baissé le nombre et la taille 

des colonies HCT116 par la sensibilisation des cellules tumorales au resvératrol. Cette 

inhibition a été supérieure à l'effet de l'un ou l'autre agent seul, et même à l’effet de la 

combinaison des deux agents en même temps. Ces données suggèrent que la combinaison 

du fucoïdane avec le resvératrol peut être une thérapie potentielle contre le cancer du côlon 

humain (Vishchuk et al., 2013). 
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 Le chapitre bibliographique nous a permis de présenter le virus de l’EBV et son cycle 

biologique, ainsi que de caractériser particulièrement les cellules B en latence III de l’EBV 

(programme de prolifération cellulaire). Nous avons également mis en évidence 

l’échappement au contrôle par système immunitaire des cellules infectées, ce qui peut 

conduire à l’émergence et au développement de tumeurs associées à l’EBV, en particulier via 

le rôle des CMH et des points de contrôle immuns inhibiteurs. Enfin, nous avons présenté les 

fucoïdanes, qui sont des polysaccharides sulfatés possédant de nombreuses activités 

biologiques, dont des fonctions immunomodulatrices, en particulier lorsqu’ils sont de bas poids 

moléculaire. 
Afin de mieux comprendre les processus d’émergence de lymphomes et de 

lymphoproliférations associés au virus, il est en particulier important de caractériser les 

lymphocytes B en latence III de l’EBV. Durant ce programme tous les gènes de latence sont 

exprimés. Certaines protéines, fortement immunogènes, permettent normalement au système 

immunitaire des individus immunocompétents d’éliminer et de contrôler la prolifération des 

cellules infectées grâce notamment aux réponses immunes innée et adaptative mettant 

fortement en jeu les cellules NK activées et les lymphocytes T cytotoxiques. Ceci permet 

d’établir un équilibre hôte/virus durant toute la vie de l’individu. Cet équilibre peut être rompu 

dans le cas de déficits immunitaires, ce qui ne permet plus d’éliminer les lymphocytes B en 

latence III de l’EBV qui vont se multiplier et conduire à l’émergence de lymphomes. Il peut 

également être rompu chez des individus immunocompétents ce qui pose la question de leur 

échappement à la surveillance du système immunitaire mais également des thérapies 

permettant de restaurer la réponse immune. 

L’équipe 2MB2C (Molecular Mechanisms of B Cell Cancerogenesis) du laboratoire UMR 

CNRS 7276 INSERM 1262 CRIBL (Contrôle de la Réponse Immune B et 

Lymphoproliférations) s’intéresse depuis plusieurs années au rôle de l’EBV dans les 

mécanismes de lymphomagénèse. Il a en particulier été mis en évidence la surexpression du 

point de contrôle immun inhibiteur PD-L1 à la surface des lymphocytes B en latence III de 

l’EBV et son rôle dans l’inhibition de la réponse T anti-tumorale par mimétisme des cellules B 

régulatrices (production de cytokine immunosuppressives, expansion de Treg anergiques et 

inhibition de la prolifération des T effecteurs) (Auclair et al., 2019; Durand-Panteix et al., 2012). 

Un traitement proposé pour la restauration de la réponse immune dans le cas de cellules 

surexprimant PD-L1 est l’immunothérapie. Cependant, en raison des limitations de cette 

dernière et des défis pour en éviter les effets toxiques, de nouvelles stratégies nécessitent 

d’être explorées, tels que le développement d’adjuvants permettant de baisser le niveau 
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d’expression de PD-L1 avant les traitements par immunothérapie. Une molécule candidate est 

le fucoïdane, pour lequel une baisse de l’expression transcriptionnelle de PD-L1 a été 

rapportée dans la littérature. 

La question générale posée pour ma thèse porte sur les points de contrôle immuns inhibiteurs 

des réponses immunes T et NK exprimés par les lymphocytes B en latence III de l’EBV et sur 

l’effet des fucoïdanes sur leur expression, en particulier PD-L1.  

Dans le cadre de notre collaboration avec le laboratoire LIENSs (UMR 7266, La Rochelle), 

notre intérêt a porté sur deux formules originales d’oligosaccharides de fucoïdanes de très bas 

poids moléculaire vLMW-F (very Low Molecular Weight) : F1 et F2. Très peu de travaux 

publiés jusqu’à présent concernent l’effet des fucoïdanes (natif ou de bas poids moléculaire) 

sur les tumeurs liquides et très peu de données existent sur les mécanismes moléculaires mis 

en jeu en amont des effets observés.  

La première partie de ce chapitre (Résultats I) consiste en un article scientifique soumis dans 

Journal of Clinical Immunology. Son objectif est d’étudier in vitro les effets des deux formules 

de vLMW-F, par comparaison à la forme native, sur la prolifération, l’apoptose et l’expression 

de PD-L1 chez des cellules de lymphomes B, ainsi que les mécanismes moléculaires mis en 

jeu. L’étude porte sur les lymphocytes B en latence III de l’EBV mais également sur des 

cellules de DLBCL (Diffuse Large B Cell Lymphoma), ce qui permet d’élargir notre étude à un 

autre modèle de lymphome B. 

Les DLBCLs sont un type courant de lymphomes B, caractérisés par un envahissement 

ganglionnaire de cellules B anormalement grandes (environ le double d'un lymphocyte 

normal). La structure du ganglion est dénaturée par un envahissement qualifié de « diffus ». 

Les cellules de DLBCL expriment les marqueurs des cellules B (CD19, CD20, CD22 et 

CD79A), ainsi que le marqueur de prolifération Ki67 et peuvent surexprimer PD-L1. Deux sous-

types moléculaires sont décrits : le sous-type GCB (Germinal Center B-cell like) et le sous-

type ABC (Activated B-Cell like). Le sous-type GCB représente environ 60% des cas, les 

cellules ont un profil d’expression génique proche des cellules du centre germinatif (site de 

prolifération et d’hypermutation somatique). Le sous-type ABC, de moins bon diagnostic, 

représente environ 30% des cas et est caractérisé par un profil d’expression génique de type 

post-centre germinatif proche de celui des lymphocytes B périphériques activés, avec 

activation constitutive du BCR (B-cell receptor) et de la voie NF-κB. Dans ce sous-type, la 

mutation MYD88 L265P est retrouvée dans environ 30% des cas (Susanibar-Adaniya and 

Barta, 2021). Environ 10% des DLBCL ne sont pas classées. 
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Cette première partie de résultats est suivie d’une conclusion en français reprenant les 

différents points clés et faisant le lien avec la seconde partie des résultats. 

La partie Résultats II consiste en la caractérisation des lymphocytes B en latence III de l’EBV 

par rapport à l’expression de molécules pouvant intervenir dans l’inhibition des réponses 

antitumorales T et NK : CMH de classe I et II et points de contrôles immuns. Les points de 

contrôles choisis pour l’étude sont ceux pour lesquels il existe des immunothérapies de routine 

ou en cours de développement. Nous avons également étudié l’effet des vLMW-F sur 

l’expression des points de contrôle trouvés comme étant surexprimés. 
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Abstract 

The Epstein Barr virus (EBV) infects 95% of world's population and persists latently in the 

body. It has the ability to immortalize B cells and is associated with lymphomas. We have 

shown that LCLs (Lymphoblastoid Cell Lines, EBV latency III B-cells) inhibit the anti-tumor 

T-cell response. They overexpress the immune checkpoint PD-L1 (Programmed Death-Ligand 

1) responsible for effector T-cell inhibition, through the PD-L1/PD-1 interaction. PD-L1 is 

expressed by many cancer cells including EBV associated and DLBCLs (Diffuse Large B Cell 

Lymphomas) B lymphomas. It is often targeted in immunotherapies. Thus, most of the 

immunotherapy approaches propose inhibitors to limit the PD-L1/PD-1 interactions. Here we 

aim to find new strategies to improve immunotherapy efficacy by decreasing PD-L1 expression.  

Interestingly, fucoidan, a polysaccharide extracted from brown seaweed, exhibited 

immunomodulatory and anti-tumor activities, depending mainly on their polymerization 

degree. If many data have been reported on their effect against solid tumors, very few data have 

been reported on lymphoma cells or on immune checkpoints. Three LCLs and four DLBCLs 

were treated with native fucoidan or with original very Low Molecular Weight Fucoidan 

formulas (vLMW-F). We observed a cell proliferation decrease and apoptosis induction with 

the vLMW-F and no toxicity on normal B-cells and T-cells. We also highlighted a 

transcriptional and cell surface PD-L1 decrease of viable cells more efficient for vLMW-F than 

for the native form. This result is explained by actin network alteration, suggesting a lower 

fusion of secretory vesicles carrying PD-L1 with the plasma membrane. Altogether, we 

demonstrated that vLMW-F could be a potential adjuvant to immunotherapy, due to its anti-

proliferative and proapoptotic effects and its ability to decrease PD-L1 membrane expression. 

Keywords: PD-L1, fucoidan, vLMW-F, EBV latency III, DLBCLs, actin network  
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Introduction 

The EBV is an oncogenic virus that infects about 95% of worldwide adult population. After the 

primo-infection, it remains hidden in the nucleus of memory B cells, resulting in a life-long 

persistent infection. During infection, including transient reactivation, some infected B cells 

enter the lytic cycle or the EBV latency III program (also called proliferation program), with 

transcription of the full range of latent genes [1]. In immunocompetent host, the balance 

established between the immune system and the virus avoids the development of cancers. 

However, a rupture in the equilibrium can occur causing EBV lymphoproliferative disorders, 

such as Hodgkin lymphomas (HL), Burkitt lymphomas (BL) or DLBCLs [2] which is the most 

common of the non-Hodgkin lymphomas. This aggressive tumor affects B-lymphocytes and 

have two major biologically distinct subtypes: Germinal Center B-cell (GCB) and Activated B-

Cell (ABC) [3]. ABC-DLBCL is associated with the worse outcomes when treated with chemo-

immunotherapy, the standard care used in clinic for this pathology. 

Inhibitory immune checkpoints exert inhibitory effects on the adaptive and innate immune 

systems. They are crucial for self-tolerance but also mediate the immune evasion of cancer 

cells, contributing to tumor emergence and development [4]. PD-L1 (also known as B7-H1 or 

CD274) is expressed on a sizeable fraction of tumor types and is one of the most critical [5]. It 

can interact with its receptor PD-1, which is expressed on numerous cells involved in the anti-

tumor response (such as activated T cells, dendritic cells or NK cells) and leads to inhibitory 

signals [6]. We have previously shown that PD-L1 is also overexpressed on EBV latency III B-

cells and strongly inhibit the anti-tumoral T-cell response in an autologous B/T model; the 

expansion of anergic conventional and unconventional CD4+ Tregs (Regulatory T-cells) leads 

to the inhibition of CD4+ and CD8+ effector T-cells proliferation [7]. PD-L1/PD-1 axis is also 

critical for numerous B-cell lymphomas, such as HL and non-Hodgkin lymphomas, am
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ong them follicular lymphoma and DLBCL (which variably express PD-L1) [8,9]. PD-L1 

overexpression in many cancer types and the strong immune response inhibition following 

interaction with PD-1, have led to the development of anti-PD-L1 and anti-PD-1 

immunotherapies to block the PD-L1/PD-1 axis and restore immune response [10,11]. 

However, immune checkpoint inhibitors have some limitations since tolerance breakdown is 

not limited to the tumor; related adverse events can affect multiple organ systems (gut, skin, 

endocrine glands, liver or lung) [12–14]. While keeping the advantage of immunotherapy, new 

therapeutic strategies can be considered, such as the use of adjuvants capable of decreasing PD-

L1 membrane expression and consequently lowering antibody doses [15]. 

Fucoidans are a non-allergenic, non-irritating, biodegradable and biocompatible sulfated 

fucose-based polysaccharides constituents of brown seaweeds [16,17]. Extracts from Fucus 

vesiculosus algae are approved by FDA (Food and Drug Administration) as GRAS (Generally 

Recognized As Safe). In Europe, preparations that contain fucoidans are registered by EMA 

(European Medicines Agency) for use as an ingredient in food categories [17,18]. Numerous 

studies report bioactive properties with health benefits, predominantly dependent on the natural 

source, extraction method, sulfate groups content and molecular weight of the polysaccharide. 

For instance, fucoidans possess antioxidant, anticoagulant, anti-pathogens and anti-

inflammatory activities [19–21]. They also exhibit in vitro and in vivo anticancer properties, 

almost exclusively studied on solid tumor cells (colon, breast, lung, bladder, hepatoma or 

melanoma). Mechanisms of action described are generally cell cycle arrest, apoptosis, anti-

metastatic effects and stimulation of macrophages, T-cells and NK cells. Nevertheless, scarce 

studies raise a decrease in the PD-L1 checkpoint [22,23], which can be consistent with the fact 

that fucoidan impairs pathways responsible for PD-L1 expression: PI3k/AKT, NF-κB or 

RAS/ERK1/2 [24–29]. Fucoidan extracts can also protect against side effects associated with 
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chemotherapeutic drugs and radiation-induced damages [16,30]. As suggested by some authors 

who evaluated pre-clinical safety of fucoidan extracts [31], they may become an appropriate 

and natural anticancer therapeutic as an adjunctive antitumor drug. However, more information 

is needed, in particular in the field of hematological malignancies and immune checkpoints, 

such as PD-L1, which is the overall objective in this study. We evaluated the opportunity to use 

vLMW-F to decrease PD-L1 membrane expression and associated molecular mechanisms. 

 

Materials and methods 

Fucoidan samples  

Native fucoidan of Fucus vesiculosus was obtained from Sigma-Aldrich. Original formulas 

were depolymerized by our collaborators from LIENSs laboratory (UMR CNRS 7266, 

Université de La Rochelle, France) from the native fucoidan using a radical H2O2-based 

hydrolysis method, previously published with other types of polysaccharides (32). Briefly, 

native fucoidan was dissolved in Milli-Q water (25 mg/mL), and then the solution was purged 

with argon and heated until 60°C. The addition of H2O2 30% (Sigma-Aldrich) at a 

weight/weight ratio of 0.5 and 1.5 resulted in the production of two different vLMW-F 

fractions, named F1 and F2, respectively after 96h and 72h of depolymerization. The 

chromatographic profile shows that F1 and F2 fractions are practically eluted at the same time 

and after the native fucoidan, which attest that the H2O2-based hydrolysis reaction worked well 

(Fig. S1). The number-average molecular weights (Mn), degree of polymerization (DP) and 

polydispersity index (I) were estimated by SEC-HPLC according procedures already published 

[32], using a calibrant curves made of pullulans standards (Polymer Standards Service GmbH, 

Mainz, Germany) for native fucoidan and heparin standards (Iduron, UK) for F1 and F2 
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fractions. Degree of sulfation (DS) was calculated by an Azure A based-colorimetric assay 

(Sigma-Aldrich) according to a state-of-the-art technique. Results of these characterizations are 

summarized in Table 1. 

Table. 1 Characteristics of native fucoidan and vLMW-F (F1 and F2)  

Number-average molecular weights (Mn), degree of polymerization (DP), polydispersity index (I) and 

degree of sulfation (DS) 

 *: calculated with Pullulans standards. **: calculated with Heparin standards. 

 

As shown in Table 1, the F1 and F2 fractions contain a mixture of different fucoidan-derived 

compounds with similar very low mean DP between 3.4 and 3.5, but are distinct by their mean 

sulfation degree, 6% against 2.1%, respectively. Further LC-MS (data not shown) confirmed 

that these fractions contain predominantly di and tri-oligofucoidan with interestingly several 

unsaturated species. 

Cell culture conditions 

Lymphoblastoid cell lines (LCLs - J1209, C0401, C1504) were established and characterized 

by the Genethon (Evry, France). They were cultured in RPMI 1640 medium (Eurobio 

Scientific) supplemented with 10% decomplemented FBS (PANTM Biotech). Amino acids, 

vitamins, sodium pyruvate, penicillin/streptomycin and 2mM L-glutamine were added at 1X 

concentrations from 100X stock solutions (all from Gibco, Thermofisher). Four cell lines of 

DLBCLs: two ABC subtypes (U2932 and OCILy10) and two GCB subtypes (SUDHL4 and 

SUDHL6) were cultured in the RPMI 1640 medium supplemented with 10% decomplemented 

FBS, pyruvate (1X), Penicillin/Streptomycin (1X), L-glutamine (1X) and 10 mM of HEPES 

Sample H2O2 (w/w) Time (h) Mn (Da) DP I DS (% SO3
-) 

Native fucoidan 0 0 66744* 240.5* 1.4* 41.5 ± 0.7 

F1 fraction 0.5 96 604** 3.5** 1.3** 6.0 ± 1.0 

F2 fraction 1.5 72 562** 3.4** 1.1** 2.1 ± 0.4 
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buffer solution (Gibco Thermofisher). All cell lines were maintained at 37°C in a humified 5% 

CO2 atmosphere and were mycoplasma free (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit). Samples 

from healthy subjects were obtained from the University Hospital Center of Limoges after their 

informed consent. 

Cell cycle analysis 

LCLs and DLBCLs cells were seeded in plates (5 × 105 cells/well) for 24h, then treated with 

100µg/mL of native fucoidan or F1/F2 fractions. After 48h, cells were collected, washed twice 

in Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS – Eurobio Scientific) and fixed with ice-cold 

70% ethanol overnight. For Propidium Iodide (PI – Sigma Life Sciences) staining, fixed cells 

were washed twice with cold DPBS and incubated in 30µL of RNase working solution 

(10mg/mL) and 1 mL cold DPBS for 20 min at room temperature (RT). Then samples were 

stained with PI and analyzed using a BD FACSCalibur flow cytometer and Kaluza Analysis 

2.1 Software (Beckman Coulter). 

Apoptosis Analysis  

We followed the same protocol of seeding and treatments as described above for the cell cycle 

analysis. LCLs and DLBCLs (5 × 105 cells/well) cells were collected and washed with DPBS 

containing Ca2+. Then they were stained with Annexin V-FITC (Biolegend) and PI (5µg/mL) 

for 15 min, in the dark, at RT. Stained cells were analyzed using a BD FACSCalibur flow 

cytometer and Kaluza Analysis 2.1 Software. 

Isolation of healthy PBMC and cell subtypes (B and T-cells) for apoptosis assay 

Isolated Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) from healthy donors were obtained 

after written consent and were issued from the cell biological collection of the Tissue and Cell 

bank CRBioLim of the Limoges Hospital University Center, this cell collection being declared 
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to and authorized by the French Health Ministry with the session n° “AC-2021-4790” according 

to the French law. PBMCs were isolated from leukocyte buffy coats by lymphocyte medium 

separation (MSL, Eurobio Scientific) density gradient centrifugation. T-cells were purified 

from PBMC by CD3/CD4 EasySepTM Human T cell isolation kit (STEMCELL Technologies) 

according to the manufacturer’s instructions. Activated T lymphocytes were obtained using T-

cell activation/expansion kit (Anti-Biotin MACSiBead Particles and biotinylated antibodies 

against human CD2, CD3 and CD28) according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi 

Biotec). All cell subtypes were seeded in plates (5 × 105 cells/well), and after 24h, were treated 

or not, with 100µg/mL of native fucoidan or vLMW-F. After 48h, Annexin V/PI staining was 

performed for cell apoptosis analysis as described above, for all cells groups. For flow 

cytometry analysis, B-cells were identified from mononuclear cells by staining with anti-CD19 

(APC) conjugated antibody (Biolegend). The different antibodies and conjugated 

fluorochromes, as well as final dilutions are listed in Table S1. 

RNA extraction, Reverse Transcriptase and Real-time quantitative PCR  

Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Life Technologies) from 106 LCLs and 

DLBCLs cells treated or not. Total RNA (1µg) was reverse transcribed using the High capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s 

instructions, with 20µL of final reaction volume. Quantitative mRNA relative expression of 

PD-L1 was performed in triplicate, with 50 ng cDNA, using the Taqman Assay Gene 

Expression system of PD-L1 (Hs01125296_m1) or GAPDH - internal control -  

(Hs02758991_g1) (both from Thermofisher Scientific) with SensiFast Probe HiRox Mix 

(Bioline), on a Quant Studio3 cycler. Each quantitative PCR was performed in triplicate. The 

expression level of each gene was normalized to the GAPDH expression level. The calculated 

relative mRNA expression level was equal to 2-ΔΔCt.
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Western blot analysis 

Control or treated groups were dry pelleted after 48h of treatment, and lysed with equal volumes 

of 1X lysis buffer (1 mM PMSF and 1X protease Inhibitor Cocktail) on ice for 30 min. Then, 

they were sonicated and centrifuged at 18000G for 20 min at 4°C. Protein concentrations were 

determined by Bradford protein assay. Equal amounts of proteins (30µg) were separated by 

12% SDS PAGE gel electrophoresis, and then transferred to PVDF membranes that were 

blocked in PBS 5% BSA containing 0.1% Tween 20 at room temperature for 1h. Afterward, 

the membranes were incubated with primary antibodies against PD-L1 (1:200) (Santa Cruz: 

Biotechnology) or α-tubulin (1:5000) (Cell Signaling) overnight at 4°C. The next day, 

membranes were washed (PBS-0.1% Tween) and incubated with HRP-secondary antibody 

(1:5000) at room temperature for 1h. After washing, the protein bands were detected with a 

chemiluminescence detection system (ChemiDocTM Touch Gel Imaging System - Bio-Rad 

Laboratories), which were quantified and numerated using Fiji software (Rasband, W.S., 

ImageJ). 

PD-L1 expression analysis: immunofluorescent staining and flow cytometry 

For surface labeling, the same protocol of seeding and treatment as described above for the cell 

cycle analysis was followed. LCLs and DLBCLs cells were collected and washed with DPBS. 

Then, they were labeled for 15 min in the dark at RT with anti-PD-L1-PE (Biolegend) (Table 

S1). Intracellular PD-L1 staining was performed on LCLs and DLBCLs cells treated with native 

fucoidan or F1/F2 fractions, using the IntraPrep Permeabilization Reagent kit (Beckman 

Coulter), according to the protocol recommended by the supplier. Acquisitions were performed 

on FACSCalibur. Results were analyzed with Kaluza Analysis 2.1 Software. Fold change was
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 calculated based on the mean fluorescence intensity ratio of PD-L1 on its isotypic control, 

normalized to the control (untreated cells). 

 

F-actin cytoskeleton immunofluorescence 

Following the same experimental protocol of treatment as described above, LCLs and DLBCLs 

cells were collected and washed with DPBS. After washing, they were fixed with 4% 

paraformaldehyde for 10 min at RT and washed with DPBS. Actin fibers were revealed using 

405-Phalloidin-iFluor reagent (Abcam) as per the manufacturer’s instructions.  

Finally, after 30 min of phalloidin incubation, nuclei were stained with TOPRO-3 (1:1000 – 

Fisher scientific) for 15 min at RT. Cells were visualized using a ZEISS LSM 900 Confocal 

microscope (40×oil lens). Images were constructed using the Fiji software. For actin 

quantification by flow cytometry, the same experimental protocol was followed. Intracellular 

actin fibers labeling (45 min of phalloidin staining) was performed after permeabilization 

(IntraPrep Permeabilization Reagent kit - Beckman Coulter), according to the protocol 

recommended by the supplier. Acquisitions were performed on the Cytoflex cytometer 

(Beckman Coulter). Results were analyzed with Kaluza Analysis 2.1 Software. Fold change 

was calculated based on the mean fluorescence intensity ratio of phalloidin, normalized to the 

control. 

Statistical analysis 

One-way or Two-way analysis of variance (ANOVA) and t-test were performed to identify 

significant differences between the control and experimental groups. All experimental data 

were acquired from at least three independent experiments. All statistical analysis was 
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performed with GraphPad Prism 6.05 for Windows. A probability (p) value of <0.05 was 

considered statistically significant. 

 

 

Results 

Proliferation inhibition and apoptosis induction of tumoral B-cells  

Anti-cancer properties of fucoidan (mainly with extracted fucoidan of high molecular weight) 

were almost exclusively studied on solid tumors and emphasized anti-proliferative and pro-

apoptotic events [33]. In order to confirm this role on lymphoma B-cells, we performed cell 

cycle analysis by flow cytometry on EBV latency III B cells (3 LCLs) and DLBCL cells (two 

ABC: U2932 and OCILy10 and two GCB: SUDHL4 and SUDHL6 cell lines), treated with the 

native or the vLMW-F formulas F1 and F2. Estimation of the cell population percentage in the 

different phases of the cell cycle highlighted a significant decrease in S phase after treatment 

with the vLMW-F formulas, in contrast to the native form (Fig. 1a and 1b). This was consistent 

with an inhibition of cell proliferation. A significant increase of the subG1 peak on DNA 

content histograms (subsequent to the fragmentation of nuclear DNA in late apoptosis) was also 

sometimes observed, depending on the cell types, for the treatment by the vLMW-F formulas, 

especially F2 (Fig. 1c).  
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Fig. 1 vLMW-F decrease the percentage of LCLs and DLBCLs cells in S-phase 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated or not 

(control) with 100µg/mL of native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) for 48h. Flow cytometry analysis were 

performed to determine cell-cycle distribution in all tested conditions. Results were obtained from three 

independent experiments. 
(a) Examples of cell cycle profiles for C0401 (LCL) and SUDHL4 (DLBCL). (b) Percentage of LCLs or DLBCLs 

cells in S-phase: fewer cells are in S-phase after 48h treatment of 100 µg/mL vLMW-F in contrast with the native 

form, and compared to the control. (c) Percentage of LCLs or DLBCLs cells in SubG1 phase: the increase of cell 

percentage in SubG1 phase occasionally observed suggests an apoptosis induction. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

a 

b 

c 
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To refine the apoptotic response, we evaluated the percentage of apoptotic cells, from early to 

late stages, for the same cell lines and in the same treatment conditions. Annexin-V binding to 

externalized phosphatidylserine revealed apoptosis induction only with the two vLMW-F (Fig. 

2). The importance of the process depended on the cell lines (up to 50% for J1209 and 

SUDHL6) and was similar for the two fractions. Our results emphasized that, unlike the native 

form, vLMW-F formulas possess anti-proliferative and pro-apoptotic properties for EBV 

latency III and DLBCL tumoral cells at the tested dose. This suggests a better cytotoxic effect 

for the vLMW-F. We verified that toxicity (viability and apoptosis) was due to the formulas 

and not to L-Fucose, since it is the smallest subunit of fucoidan skeleton (Fig. S2). 
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Fig. 2 vLMW-F induce apoptosis in LCLs and DLBCLs 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated or not 

(control) with 100µg/mL of native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) for 48h, followed by apoptosis analysis 

(Annexin V/PI staining) by flow cytometry. Results were obtained from three independent experiments. 

(a) Examples of cell apoptosis for J1209 (LCL) and SUDHL6 (DLBCL) are shown (intact cells: green events – 

early apoptotic cells: blue events – late apoptotic cells: purple events). (b) Percentage of LCLs or DLBCLs total 

Annexin V+ cells. vLMW-F fractions induce a similar apoptosis. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 
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Absence of toxicity for normal B and T cells 

The potential use of native fucoidan or vLMW-F for a biomedical application and specificity 

of the treatment requires that they do not display toxicity for normal cells. We chose to focus 

on peripheral blood mononuclear cells and particularly on normal B-cells (for comparison with 

tumoral B-cells), T-cells and activated T-cells (frequently implicated in anti-tumor responses 

via the PD-L1/PD-1 axis). We have performed an Annexin V-based flow cytometry test, which 

allows assessing simultaneously apoptosis and viability. No cytotoxic effect was observed 

neither for the native form nor for the two vLMW-F formulas (Fig. 3).
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Fig. 3 Native fucoidan or vLMW-F are not toxic for normal lymphocyte cells 

Normal cells (mononuclear cells, B-cells, T-cells activated or not) were treated or not (control) with 100µg/mL of 

native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) for 48h. Apoptosis analysis (Annexin V/PI staining) was realized by flow 

cytometry. Results were obtained from three independent experiments. 

An example of each population is shown (intact cells: green events – early apoptotic cells: blue events – late apoptotic 

cells: purple events) as well as the percentage of total Annexin V+ cells for each condition. No apoptosis induction was 

observed. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
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Decrease of PD-L1 transcriptional expression 

PD-L1 transcriptional expression involves signaling pathway that can be inhibited by fucoidan, 

such as, PI3k/AKT, NF-B or RAS/ERK1/2 [34–37]. Therefore, we studied the effect of the 

native and the vLMW-F (F1 and F2) on mRNA expression of PD-L1 for the three LCLs and 

the four DLBCLs cell lines. We showed that it was strongly decreased in LCLs, regardless of 

the treatment, and in a less extent in DLBCLs (Fig. 4). Our results emphasized that the 

transcriptional expression of PD-L1 can be strongly impaired by native fucoidan or vLMW-F. 

 

Fig. 4 Fucoidan downregulates the transcriptionnal expression of PD-L1 in LCLs and DLBCLs 

cells 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) were treated with 100µg/mL 

of native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) for 48h followed by RNA extraction and RT-qPCR. Results were 

obtained from three independent experiments. mRNA relative expression of PD-L1 was decreased either for the 

native form or the fractions. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

Decrease of membrane, but not of total, PD-L1 protein expression 

Since mRNA expression can differ from protein expression, especially due to the translational 

regulation, we studied the total protein expression of PD-L1 for the same cell lines and in the 

same treatment conditions. All the cell lines strongly expressed PD-L1 and surprisingly, despite 

the inhibition of transcriptional regulation, total PD-L1 expression remained unchanged or 

occasionally slightly modified, whatever was the cell line and the treatment, as observed by 
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western blot (Fig. 5) or by flow cytometry (Fig. S3). This could be explained by the fact that 

PD-L1 is stored in secretory lysosomes before their migration, via the actin network, and their 

fusion with the plasma membrane, which could mask transcriptional regulation. 

 

Fig. 5 Native fucoidan or vLMW-F do not modify PD-L1 total expression 

PD-L1 total expression analysis for LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, 

SUDHL6) by Western Blot after 48h of 100 µg/mL native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) treatment. No 

significant change was observed for PD-L1 total expression. Results were obtained from three independent 

experiments. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
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Since the active fraction of PD-L1 responsible for interaction with PD-1 is that at the cell 

surface, we have also studied its specific expression. Cytometry analysis were carried out on 

viable cells populations, in order to not take into account the possible degradation of the protein 

on dead cells.  As expected, cytometry analysis showed an overexpression of surface PD-L1 

which was much higher for LCLs [38] than for DLBCLs cells [8] (Fig. 6a). However, unlike 

for total expression, fucoidan treatments significantly decreased PD-L1 membrane expression 

for the three LCLs as well as for the four DLBCLs, with generally better results for the vLMW-

F formulas (Fig. 6b). Otherwise, PD-L1 decrease was more important for LCLs than for 

DLBCLs that have however a lower baseline expression. Our results emphasized a specific 

decrease of PD-L1 membrane expression in the presence of fucoidan species, especially 

effective on LCLs when treated with the vLMW-F. Since total expression remained unchanged, 

this could be due to a regulation of the membrane traffic. We verified that the decrease of 

membrane PD-L1 expression was due to the fractions of vLMW-F and not to L-Fucose, since 

it is the smallest subunit of fucoidan skeleton (Fig. S4).
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Fig. 6 vLMW-F decrease PD-L1 surface expression in LCLs and DLBCLs cells 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated with 

100µg/mL of native fucoidan or vLMW-F (F1 and F2) for 48h followed by immunofluorescent staining for PD-

L1 analyzed by flow cytometry. Results were obtained from three independent experiments. 

(a) PD-L1 is overexpressed by LCLs compared to DLBCLs. (b) Fold change (Ratio of MFI test/MFI control, both 

normalized to the isotypic control – MFI: Mean Fluorescence Intensity) of PD-L1 surface expression for LCLs 

and DLBCLs. vLMW-F generally decrease, more efficiently than the native form, PD-L1 surface expression for 

LCLs and DLBCLs. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

 

 

Disruption of actin network and decrease of secretory activity 

We have already shown for LCLs that PD-L1 membrane expression involved migration of 

secretory lysosome via the densified actin network and vesicular membrane traffic [38]. 

Therefore, we studied the impact of native and vLMW-F fractions F1 and F2 on actin network. 

F-actin was stained by fluorescent phalloidin. We emphasized a marked decrease of actin 

polymerization, especially for LCLs and in a less extent for DLBCLs cells, as visualized by 

confocal microscopy (Fig. 7a) and quantified by flow cytometry (Fig. 7b). Furthermore, we 

a 

b 
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showed by quantifying the F-actin that for normal B-cells neither native fucoidan, nor vLMW-

F modify actin network (Fig. 7c). To assess vesicular membrane traffic, we focused on LCLs, 

for which PD-L1 membrane expression as well as actin network were the more affected. We 

studied native fucoidan and vLMW-F effects on two specific reporter molecules, which are 

constitutive of intracellular vesicles and expressed at the plasma membrane following their 

fusion: CD63 and LAMP2. Moreover, LAMP2 is otherwise a lysosomal-associated protein 

expressed by secretory lysosomes (storage location of PD-L1). Analysis by flow cytometry 

showed a decrease of the two secretory vesicle markers at the plasma membrane for the native 

fucoidan and even more for the vLMW-F F1 and F2 (Fig. 7d). Our results suggest that fucoidan 

impede secretory activity through the actin network and vesicle fusion with plasma membrane, 

which lead to a decrease of PD-L1 membrane expression. 
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Fig. 7 vLMW-F decrease actin 

polymerization and vesicle markers 

expression at plasma membrane 

(a) LCLs (J1209, C0401, C1504) and 

DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, 

SUDHL6) cells were treated or not (control) 

with 100µg/mL of native fucoidan or 

vLMW-F (F1 and F2) for 48h, followed by 

phalloidin staining (F-actin, blue) and 

TOPRO-3 (nuclei, red) before confocal 

microscopy observations. (b-c) 

Quantification of F-actin in the same 

conditions analyzed by flow cytometry for 

(b) LCLs and DLBCLs or (c) normal B-cells. 

vLMW-F significantly decrease content of 

actin polymerization  strongly in LCLs and 

in less extent inDLBCLs, but not in normal 

B-cells. Results were obtained for three 

independent experiments. 

 (d) Flow cytometry fluorescence histograms 

of surface CD63 and LAMP2 (secretory 

vesicle markers) for J1209 (obtained for 

three independent experiments). The 

decrease is more efficient with vLMW-F 

than with the native form. 

NS: Not significant; * p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001; ****p<0.0001. 

a 

b 

c 

d 
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Discussion 

Ours results show that vLMW-F decrease cell proliferation and induce apoptosis of LCLs and 

DLBCLs tumoral B cells without being toxic for normal B and T-cells. Furthermore, these 

formulas decreased PD-L1 expression at the transcriptional and cell surface levels. This result 

seemed to be explained by actin network alteration that could be associated with a deregulation 

of cells secretory activity, reducing thereby PD-L1 externalization. 

Numerous studies report in vitro and in vivo anti-cancer effects (such as anti-proliferative, pro-

apoptotic, anti-angiogenic, and anti-metastatic) of fucoidan extracts or their low molecular 

weight derivatives, against multiple types of solid tumors, such as colon, breast, 

hepatocarcinoma, lung or bladder [16,33,39]. On the contrary, very few data is reported about 

their effects on liquid tumors, especially concerning the LMW derivatives of fucoidan. Only 

few studies have shown that native fucoidan extracted from Fucus vesiculosus can inhibit 

proliferation of myeloid and monocytic leukemia cell lines by inducing their apoptosis 

[24,30,40] or can arrest ABC- or GCB-DLBCL cell cycle [41]. Therefore, we first confirmed 

these effects previously reported on the lymphocytic B lineage and demonstrated for the first 

time that these anti-proliferative and pro-apoptotic activities are also extended to LCLs. We 

also highlighted that extremely depolymerized formulas (< 600 Da) maintain specific anti-

tumor activity with more efficiency than native form, while being non-toxic for normal B and 

T-cells. This is consistent with the fact that depolymerized form are generally more potent 

[42,43] and in agreement with non-toxicity of fucoidans [16,33,44]. The use of depolymerized 

form allow being more specific with surely less unwanted effects. 

We wanted to confirm the role of fucoidans since they, or derivatives, cover a wide range of 

immunomodulatory effects and can participate in the immune response against several cancer 
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and infectious diseases [45,46], sulfate and acetyl groups mainly contributing to its activity 

[47]. For instance, they have been shown to enhance dendritic cell maturation, cytotoxic T-cell 

activation, antibody production or memory T-cells production [48,49]. They can also increase 

the production of TNF by neutrophils in vitro and in vivo, delaying their apoptosis [49,50] or 

induce NO synthesis [51] and activate in vitro and in vivo NK cells [49,52]. However, very few 

data exist either for solid or liquid tumors in regards to their effects on the inhibitory immune 

checkpoints responsible for the tumor cells escape from immune surveillance, especially about 

the PD1/PD-L1 axis. Yet, other data have shown that fucoidan impairs pathways responsible 

for PD-L1 expression such as PI3k/AKT, NF-κB or RAS/ERK1/2 [34–37], turning them very 

promising candidates for immune checkpoint modulation. To date, only two articles have 

reported a native fucoidan that can decrease PD-L1 expression in tumor tissues of experimental 

induced mammary cancer [53] and a LMW one that can decrease transcriptional expression of 

PD-L1 and PD-L2, and PD-L1 protein level, in fibrosarcoma cells [54]. In this background, we 

found of particular interest to better understand effects on PD-L1 since it is one of the most 

critical in immune escape and nowadays of great interest in clinical care/immunotherapy 

approaches. The decrease of transcriptional expression that we found is in agreement with the 

other studies which have demonstrated that signaling pathways involved  in PD-L1 expression 

(PI3k/AKT, NF-κB or RAS/ERK1/2) can be inhibited by fucoidan [34–37]. Especially, our 

results confirm such effect for the first time in B-lymphoma cells whether with the native form 

or the vLMW-F. 

In tumor cells, transcriptional expression of PD-L1 is often not directly related to the protein 

expression, due to stabilizing post-translational modifications like N-glycosylation and 

phosphorylation [55,56]. Also it can be accumulated in vesicles such as exosomes [57,56,58] 

or secretory lysosome, as we demonstrated for LCLs [59], where we observed a cytoplasmic 
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accumulation. The relevant fraction of PD-L1 is that expressed at cell surface and able to 

interact with the inhibitor receptor PD-1 expressed on anti-tumor immune cells. As expected, 

we observed an overexpression for LCLs [38] compared with DLBCLs cells [8]. Interestingly, 

we next showed a PD-L1 decrease on lymphoma B-cells after treatment by native and our two 

fucoidan fractions, with a little more efficiency for the vLMW-F than for the native form. It is 

of importance to note that PD-L1 decrease occurs on viable cells, since it reduces their 

inhibition towards anti-tumor immune cells, while some of them die by apoptosis. The same 

tests realized with L-fucose monomer showed no effect, clearly demonstrating the real added 

value for these original vLMW-F formulas. 

Maintenance of high intracellular level of PD-L1 and decrease on cell surface emphasized that 

native fucoidan, as well as vLMW-F, can regulate membrane secretory traffic of this immune 

checkpoint. A prerequisite for vesicle secretion is their migration close to the plasma membrane 

via the actin network [60,61]. Remodeling and molecular modification of actin network occurs 

in tumor cells [62,63] and constitutes a specific and original therapeutic target [64,65]. We 

previously showed that actin network is increased in LCLs by the EBV latency III program and 

responsible for the fusion of secretory lysosome with plasma membrane, leading to PD-L1 

overexpression at the cell surface [38]. Presently, we show that native fucoidan, as well as 

vLMW-F, decrease actin polymerization for LCLs and in less extent for DLBCLs cells, that 

can be associated with the reduction of PD-L1 membrane expression. This is also supported by 

the decrease of LAMP2 membrane expression, particularly after treatment with vLMW-F, 

which has been correlated with vesicles secretory activity of cells. Data in literature confirms 

some links between fucoidan and actin pathway, such as the decrease in the expression of genes 

implicated in polymerization, organization and stabilization [66] or disruption of F-actin stress 

fibers [67,68]. In this context and as first hypothesis, the difference between native and vLMW
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 forms might be explained by variation of the internalized amount of the different species 

especially for their molecular weight differences. No effect on normal cells, associated with the 

lack of toxicity, suggests a very interesting specific sensitivity for tumoral actin network. Our 

results also suggests that expression of other inhibitory immune checkpoints could also be 

decreased insofar as they pass through secretory vesicle [69], secretory lysosomes [59,70] or 

exosomes [71,72].  

As native fucoidan is mainly composed of fucose and because the F1 and F2 fractions present 

a very low DP, such formulas may comprise mono, di- or tri-saccharides of fucose that are 

imputable of the effects observed on our cellular models. Results obtained with the single L-

fucose monosaccharide did not show any effect. This suggests that the F1 and F2 present other 

original fucoidan-derived compounds of vLMW responsible for these bioactivities, maybe 

including glucuronic acid, galactose and xylose (the other principals sugar found in the 

fucoidan) [73], or backbone modifications because of the depolymerization method (opening 

or creation of insaturation because of the H2O2-based hydrolysis) [74]. 

Altogether, our results suggest that the efficiency of the vLMW-F is correlated to their low 

molecular weight (by comparison with the native form) which is consistent with the literature 

[23,75]. It will be interesting to study if this can be associated with different capacities of 

internalization. However, no noteworthy differences were observed between the two fractions 

F1 and F2 that differ mainly by their sulfation degree: at a very low fraction size, this parameter 

does not seem to be a key player in the bioactivities observed. 

In translational medicine, fucoidan extracts are considered of great interest as adjuvant for 

cancer therapy [76,77]; benefits are also observed with anti-PD-L1 or anti-PD-1 

immunotherapies in mice models. Fucoidan extracted from Fucus vesiculosus promoted the 

activation of tumor-infiltrating CD8+ T cells and strongly inhibit growth of melanoma cells
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 when co-administrated with anti-PD-1, particularly when applied before immunotherapy [36]. 

Fucoidan extracted from three species of algae, among them Fucus vesiculosus, promoted 

proliferation and activity of ex vivo PBMCs and potentiated anti-PD-1 effects [78]. Intranasal 

administration of Ecklonia cava-extracted fucoidan enhanced the anti-PD-L1 mediated anti-

cancer activities against melanoma and carcinoma tumor growth in lungs [79]. Fucoidan of 

luminaria japonica enhanced the anticancer efficacy of anti-PD-L1 antibodies against Lewis 

lung carcinoma [80].  

Algal polysaccharides, such as fucoidan, could provide novel therapeutic alternatives and 

promising supplement, especially for cancer treatments. Clinical trials are actually in course for 

hepatocellular carcinoma (NCT04066660) and rectal cancer (NCT04342949). It could be useful 

combined with immune checkpoint blockade therapies to treat lymphoproliferative 

malignancies.  

Our results suggest that vLMW-F (<600 Da) could be an effective potential adjuvant of anti-

PD-L1 or anti-PD-1 immunotherapy thanks to its favorable anti-proliferative and pro-apoptotic 

effects associated with its ability to decrease membrane PD-L1 via the actin depolymerization. 

Functional in vitro studies on co-culture models with autologous T-cells or NK cells and in vivo 

studies on mice models are the next steps. 
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Supplemental data 

Materials and methods 

Fucoidan samples  

Native fucoidan of Fucus vesiculosus was obtained from Sigma-Aldrich. Two riginal formulas 

were depolymerized (LIENSs laboratory UMR CNRS 7266, Université de La Rochelle, France) 

from the native fucoidan using a radical H2O2-based hydrolysis method. Briefly, native 

fucoidan was dissolved in Milli-Q water (25 mg/mL), and then the solution was purged with 

argon and heated until 60°C. The addition of H2O2 30% (Sigma-Aldrich) at a weight/weight 

ratio of 0.5 and 1.5 resulted in the production of two different vLMW-F fractions, named F1 

and F2, respectively after 96h and 72h of depolymerization. The chromatographic profile shows 

that F1 and F2 fractions are practically eluted at the same time and after the native fucoidan, 

which attest that the H2O2-based hydrolysis reaction worked well. 

Cell culture conditions 

Three lymphoblastoid cell lines (LCLs - J1209, C0401, C1504) were established and 

characterized by the Genethon (Evry, France). They were cultured in RPMI 1640 medium 

(Eurobio Scientific) supplemented with 10% decomplemented FBS (PANTM Biotech) and 1X 

concentrations from 100X stock solutions of amino acids, vitamins, sodium pyruvate, 

penicillin/streptomycin and 2mM L-glutamine (all from Gibco, Thermofisher). Four cell lines 

of DLBCLs: two ABC subtypes (U2932 and OCILy10) and two GCB subtypes (SUDHL4 and 

SUDHL6) were cultured in the RPMI 1640 medium supplemented with 10% decomplemented 

FBS, pyruvate (1X), Penicillin/Streptomycin (1X), L-glutamine (1X) and 10 mM of HEPES 
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buffer solution (Gibco Thermofisher). Cell lines were maintained at 37°C in a humified 5% 

CO2 atmosphere and were mycoplasma free (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit).  

Apoptosis analysis 

LCLs and DLBCLs cells were seeded in plates (5 × 105 cells/well) for 24h, then treated or not 

with 100µg/mL of L-fucose. After 48h, cells were collected and washed in Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline (DPBS – Eurobio Scientific). We evaluated the toxicity (viability 

and apoptosis) of all cell lines by Annexin-V/IP staining. 

PD-L1 expression analysis: immunofluorescent staining and flow cytometry 

For surface labeling, the same protocol of seeding and treatment (native form and vLMW-F, or 

L-fucose) as described above for the apoptosis analysis was followed. LCLs and DLBCLs cells 

were collected and washed with DPBS. Then, they were labeled for 15 min in the dark at RT 

with anti-PD-L1-PE (Biolegend). For total PD-L1 total expression, surface labeling was 

followed with intracellular PD-L1 staining performed on LCLs and DLBCLs cells, using the 

IntraPrep Permeabilization Reagent kit (Beckman Coulter), according to the protocol 

recommended by the supplier. Acquisitions were performed on FACSCalibur. Results were 

analyzed with Kaluza Analysis 2.1 Software. Fold change was calculated based on the mean 

fluorescence intensity ratio of PD-L1 on its isotypic control, normalized to the control 

(untreated cells). 

Statistical analysis 

One-way or Two-way analysis of variance (ANOVA) was performed to identify significant 

differences between the control and experimental groups. All experimental data were acquired 

from at least three independent experiments. All statistical analysis was performed with 
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GraphPad Prism 6.05 for Windows. A probability (p) value of <0.05 was considered statistically 

significant. 

 

Table S1 Antibodies used for flow cytometry 

 PE: Phycoerythrin – APC: Allophycocyanin 
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CD19 HIB19 IgG1 MOPC-21 APC Biolegend 1/10 

PD-L1 (CD274) 29E.2A3 IgG2b MPC-11 PE Biolegend 1/10 

Fig. S1 SEC-HPLC analysis with refractive detector of native fucoidan with F1 and F2 

produced fractions 

The SEC (size exclusion chromatography) separation was performed on a TSK-GEL G4000PW column in 

series with a TSK-GEL G3000PWXL at a flow rate of 0.8 mL/min using 0.1 M sodium nitrate (NaNO3) as the 

eluent. 
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Fig. S2 L-fucose does not induce apoptosis in LCLs and DLBCLs 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated or not 

(control) with 100µg/mL of L-fucose for 48h, followed by apoptosis analysis (Annexin V/PI staining) by flow 

cytometry. Results were obtained from three independent experiments. 
(A) Examples of cell apoptosis for J1209 (LCL) and SUDHL6 (DLBCL) are shown (intact cells: green events 

– early apoptotic cells: blue events – late apoptotic cells: purple events). (B) Percentage of LCLs or DLBCLs 

total Annexin V
+
 cells. L-fucose does not induce apoptosis in all cell lines. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

Fig. S3 Native fucoidan or vLMW-F do not (or slightly) change PD-L1 total expression 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated or not 

(control) with 100µg/mL of native form or vLMW-F. Total (membrane and intracellular) expression of PD-

L1 was assessed by flow cytometry and represented by the fold change (Ratio of MFI test/MFI control, both 

normalized to the isotypic control – MFI: Mean Fluorescence Intensity). No remarkable change was observed 

for PD-L1 total expression. 

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
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Fig. S4 L-fucose does not decrease PD-L1 surface expression in LCLs and DLBCLs cells 

LCLs (J1209, C0401, C1504) and DLBCLs (U2932, OCILy10, SUDHL4, SUDHL6) cells were treated with 

100µg/mL of L-fucose for 48h, followed by immunofluorescent staining for PD-L1 analyzed by flow 

cytometry. Results were obtained from three independent experiments. 
Fold change (Ratio of MFI test/MFI control, both normalized to the isotypic control – MFI: Mean Fluorescence 

Intensity) of PD-L1 surface expression for LCLs and DLBCLs was not decreased in the presence of L-fucose.  

NS: Not significant; * p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 



 Résultats I : Article scientifique 

 

 
Jennifer Saliba | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

198 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Résultats I : Article scientifique 

 

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

199 
 

Conclusion 

Cette étude a permis de montrer pour la première fois que les nouvelles formules vLMW 

fucoïdanes sont capables de diminuer la prolifération et d’induire l’apoptose de cellules 

immortalisées par l’EBV en programme de latence III (LCLs) et de cellules de DLBCLs (deux 

lymphomes de type B). Nous avons également pu montrer que ces formules conduisent à la 

baisse d’expression de l’immuno-inhibiteur PD-L1, surexprimé à la surface cellulaire, ce qui 

peut être responsable de leur échappement à l’immunosurveillance.  

De plus, nous avons confirmé que les effets pro-apoptotiques des formules vLMW fucoïdanes 

sont spécifiques des cellules tumorales. Nous n’observons pas d’effet cytotoxique pour les 

cellules normales : cellules mononuclées du sang périphérique, les lymphocytes T activés ou 

non et les cellules B.  

PD-L1 est un point de contrôle inhibiteur de la réponse immune surexprimé par les cellules B 

en latence III de l’EBV ainsi que les DLBCLs. Nous avons identifié que la baisse de 

l’expression de cette molécule en présence de ces formules de très bas poids moléculaire est 

au niveau transcriptionnel et membranaire, et non au niveau protéique total. La baisse au 

niveau transcriptionnel et non au niveau protéique total peut s’expliquer par l’accumulation de 

PD-L1 niveau vésiculaire (exosomes ou lysosomes sécrétoires).  Nous démontrons que la 

baisse en surface, malgré une forte expression intracellulaire, peut s’expliquer par la baisse 

de densité du réseau d’actine en présence des formules. Le réseau d’actine est impliqué dans 

l’externalisation de PD-L1 à la membrane cellulaire, car il permet le rapprochement de 

vésicules le contenant de la membrane plasmique pour leur fusion (en particulier des 

lysosomes sécrétoires). Nous montrons que les formules vLMW-F conduisent à la baisse 

d’expression membranaire des marqueurs vésiculaires CD63 et LAMP-2 (associé aux 

vésicules lysosomales), traduisant la baisse de fusion. L’absence de baisse de densité de 

l’actine chez les cellules normales conforte la non toxicité envers ces dernières (cela peut 

s’expliquer par le fait que le réseau d’actine est généralement modifié chez les cellules 

tumorales ce qui peut influencer leur sensibilité à certains traitements). 

À notre connaissance, il s’agit de la première fois où une étude sur des formules de fucoïdanes 

de très bas poids moléculaires montrent, à l’instar des fucoïdanes natif ou de formes 

dépolymérisées de plus grande taille, une inhibition de la prolifération et un effet apoptotique, 

sans toxicité sur des cellules normales. Nous observons aussi une baisse accrue de 

l’expression membranaire de PD-L1 chez des cellules tumorales de lymphomes B (cellules en 

latence III de l’EBV et DLBCL).  
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En se basant sur cette étude, plusieurs interrogations émergent : les fucoïdanes étant déjà 

utilisés dans des études cliniques translationnelles, ces formules pourraient-elles potentialiser 

la réponse T anti-tumorale autologue des cellules de lymphomes B (latence III de l’EBV ou 

DLBCL) en présence d’anticorps bloquants anti-PD-1 ou anti-PD-L1 ? Quelles sont les voies 

de signalisations affectées par les formules vLMW-F et dans quelles mesures s’entrecroisent-

elles avec celles de surexpression de PD-L1 ? L’administration par voie orale ou par injection 

des formules vLMW-F chez des modèles murins immunocompétents disponibles au 

laboratoire retarde-t-elle ou affecte-elle le développement de lymphomes B (par exemple chez 

les souris LMP1-CD40, Myd88 L265P dont la voie de signalisation CD40 est continuellement 

activée) ; l’agressivité des tumeurs peut-elle être mise en lien avec le niveau d’expression de 

PD-L1, le temps et la dose de traitement par les vLMW-F ? Sur ce même modèle murin, les 

formules vLMW-F pourraient-elles restaurer la réponse T anti-tumorale en combinaison avec 

un traitement anti-PD-1 ou anti-PD-L1 ?  

Il existe des points de contrôle inhibiteurs des réponses immunes anti-tumorales T et NK, 

établis ou émergents et autres que PD-L1 : PD-L2 également (ligand pour PD-1), CD80 et 

CD86 (ligands pour CTLA-4), Galectine-3 (ligand pour LAG-3), Galectine-9 (ligand pour TIM-

3), CD112 et CD155 (ligands pour TIGIT), CEACAM1 (ligand pour TIM-3), HVEM (ligand pour 

BTLA), B7-H3 et B7-H4 (dont les récepteurs ne sont pas formellement identifiés). De nos jours, 

les récepteurs de certains de ces points de contrôle (PD-1, CTLA-4, LAG-3 et TIM-3) sont 

utilisés comme cibles dans les immunothérapies. Deux interrogations essentielles se posent 

et font l’objet de la seconde partie de mes résultats : quel est le profil d’expression de ces 

points de contrôle inhibiteurs de la réponse anti-tumorale, en particulier chez les cellules B en 

latence III de l’EBV ? Quel peut être l’effet des vLMW-F sur ceux qui sont surexprimés ? De 

nos jours, les récepteurs de certains de ces points de contrôle (PD-1, CTLA-4, LAG-3 et TIM-

3) sont ciblés par des traitement en mono ou poly immunothérapie. Cela permettrait de 

préciser quelle combinaison pourrait être potentiellement la plus spécifique et si les vLMW-F 

peuvent constituer un adjuvant d’intérêt.  
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 1- Avant-propos 

 Les cellules B en latence III de l’EBV surexpriment le point de contrôle 

immunomodulateur PD-L1, qui par sa liaison à son récepteur PD-1 à la surface des 

lymphocytes T, va causer l’expansion des Tregs et l’inhibition des T effecteurs, échappant 

ainsi à l’immunosurveillance. PD-L1 joue un rôle majeur dans l’immunothérapie comme étant 

une des cibles visées dans ce type de traitement (Auclair et al., 2019).   

Comme décrit dans l’article, les formules de fucoïdanes de très bas poids moléculaire 

(formules vLMW-F) sont capables de baisser l’expression de surface de PD-L1 sur les cellules 

B en latence III de l’EBV in vitro (LCLs) en altérant le cytosquelette et la voie de sécrétion 

lysosomale. 

Le présent travail a été réalisé dans la poursuite de ces travaux, afin de compléter le profil 

inhibiteur de la réponse immune des lymphocytes B en latence III de l’EBV via les CMH de 

classe I (HLA-E et HLA-A, B, C) et de classe II (HLA-DR), ainsi que les points de contrôle 

inhibiteurs : PD-L1 et PD-L2 (ligands pour PD-1), CD80 et CD86 (ligands pour CTLA-4), B7-

H3 et B7-H4, CD112 et CD155 (ligands pour TIGIT), CEACAM1 (ligand pour TIM-3), HVEM 

(ligand pour BTLA, LIGHT, CD160), Galectine-3 (ligand pour LAG-3) et Galectine-9 (ligand 

pour TIM-3).  

Notre intérêt a porté sur ceux s’adressant aux cellules T, tout en étant les plus récemment 

décrits comme émergents pour les cellules NK, et notamment ceux pour lesquels il existe des 

immunothérapies utilisées en routine ou en cours de développement : anti-PD-1/PD-L1, anti-

CTLA-4, anti-LAG-3, anti-TIM-3, seules ou combinées (Chae et al., 2018; Ciraolo et al., 2022; 

Huang et al., 2016; Mimura et al., 2021; Takamatsu et al., 2021; Wei et al., 2019; Wei and Li, 

2022, p. 3; Willsmore et al., 2021). Suite aux résultats obtenus avec les deux nouvelles 

formules de vLMW-F montrant la baisse d’expression membranaire de l’immuno-inhibiteur PD-

L1 via la baisse de sécrétion vésiculaire, nous avons également étudié leur rôle pour les points 

de contrôle inhibiteurs montrés comme étant surexprimés. 
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 2- Matériels et Méthodes 

  2-1. Culture cellulaire 

                   Trois lignées de cellules lymphoblastoïdes (LCLs, latence III) CD19-positives 

(J1209, C0401, C1504) ont été établies et caractérisées par le Généthon (Evry, France). Elles 

ont été cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Eurobio Scientific, ExonHit Therapeutics SA, 

France) supplémenté de 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF) décomplémenté (PANTM 

Biotech, Allemagne), d’acides aminés (1%), de vitamines (1%), de pyruvate de sodium (1%), 

de pénicilline/streptomycine (1%) et de L-glutamine (1%) (tous provenant de Gibco 

Thermofisher, États-Unis). Les trois lignées cellulaires ont été maintenues à 37°C dans une 

atmosphère humide à 5% de CO2 et étaient exemptes de mycoplasmes (MycoAlert 

Mycoplasma Detection Kit ; Lonza, Levallois, France).  

Pour les repiquages, une numération cellulaire a été effectuée trois fois par semaine à l’aide 

du compteur de cellules (Cell-Dyn Emerald Abbot, Rungis, France) et les cellules ont été 

remises en culture à une concentration de 5 × 106 cellules/mL. 

 

 

  2-2. Extraction d’ARN au trizol  

         Après 48h de traitement par le fucoïdane natif ou les fractions, l’ARN de 106 

cellules de chaque lignée a été extrait par 1 mL de trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) durant 5 

minutes à l’abri de la lumière dans la glace. Ensuite, 200 µL de chloroforme ont été ajoutés, 

suivi d’une centrifugation de 12000 rpm, à 4°C durant 20 minutes.  Puis, les ARNs ont été 

précipités dans de l'isopropanol 100% et les culots ont été lavés avec de l’éthanol 75%, et 

resuspendus dans de l’eau ultrapure, après séchage du tube. La quantification des ARNs 

extraits a été effectuée par mesure de l'absorbance à 260 nm par le NanoDrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA) et leur pureté a été pré-évaluée par les ratios d'absorbance 

260/230 et 260/280. 

Le même protocole a été suivi pour les cellules de référence étant des cellules B obtenues par 

immunosélection négative (Miltenyi Biotec, Paris, France) à partir des PBMC d’individus sains 

après consentement écrit. 

 

 

 

 

 



 Résultats II 
 

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

205 
 

  2-3. Rétrotranscription des ARNs  

                   Pour obtenir l’ADNc, un volume total d’un mélange réactionnel (2µL de tampon 

10X, 0,8µL de mix dNTP, 2µL de primers 10X et 1µL d’enzyme) d’un mix de rétrotranscription 

(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA) a été 

préparé pour la totalité des échantillons. Après addition du mix à 1µg d’ARN, le volume 

réactionnel a été ajusté à 20 µL par addition d’eau ultrapure, la quantité d’eau apportée 

dépendant de la concentration de la solution d’ARN. La rétrotranscription a été effectuée selon 

le protocole suivant : 10 minutes à 25°C suivies de 2h à 37°C et de 5 minutes à 85°C, afin de 

conserver le rapport de quantité entre ARN et ADNc. 

 

 

  2-4. Analyse du niveau de transcription par PCR quantitative en temps 

        réel (RT-qPCR) 

         Pour chacun des gènes analysés correspond une sonde Taqman spécifique : PD-

L1 (Hs01125296_m1), PD-L2 (Hs01057774_m1), CD80 (Hs01045162_m1), CD86 

(Hs00199349_m1), B7-H3 (Hs00987207_m1), B7-H4 (Hs00368689_m1), CD112 

(Hs01071562_m1), CD155 (Hs00197846_m1), CEACAM1 (Hs05041713_s1), HVEM 

(Hs00187058_m1), Galectine-3 (Hs00173587_m1) et Galectine-9 (Hs04190742_mH) 

(Thermofisher Scientific, US) permettant d’évaluer leurs expressions. Toutes ces sondes sont 

couplées au 6-carboxyfluorescéine (FAM), un fluorochrome rapporteur permettant la 

quantification en temps réel, grâce à un détecteur placé à l’intérieur du thermocycleur (Quant 

Studio 3, Thermofisher Scientific, US). L’expression du gène de référence GAPDH humain 

(Hs02758991_g1) est également mesurée pour quantifier de manière relative l’expression des 

gènes d’intérêt.  Une dilution au 20ème des ADNc permet d’obtenir des échantillons à une 

concentration de 50ng/µL. Le mélange réactionnel comprend 10µL du Sensifast probe HiRox 

mix (Bioline Meridian Biosciences, UK), 1µL de la sonde Taqman correspondante, 1µL d’ADNc 

et 8µL d’eau ultrapure. Les conditions de q-PCR suivantes ont été appliquées : les premières 

2 minutes à 95°C, suivie de deux cycles (10 sec à 95°C (Dénaturation) et 30 sec à 60°C 

(Hybridation-Elongation)), tous répétés 40 fois. La méthode de quantification est relative au 

gène de référence, donc les résultats sont un ratio entre deux valeurs. La valeur « Ct » (Cycle 

threshold), du gène de référence ou du gène cible, représente le nombre de cycles PCR 

nécessaires pour obtenir une quantité d’ADN significative correspondant à un signal lisible par 

le détecteur. Quel que soit le test, le gène de référence doit avoir toujours la même « Ct » vu 

la stabilité de leur niveau de transcription. Pour s’affranchir des variations possibles, pour 
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chaque gène cible, est calculée la valeur « ΔCt » = « Ct cible -  Ct gène de référence » au 

cours du même test.  

Ensuite, pour comparer les tests entre eux, il faut comparer les valeurs de « ΔCt » des gènes 

cibles et leurs contrôles par la valeur « ΔΔCt » = « ΔCt test -  ΔCt contrôle ». La valeur « 2-

ΔΔCt » permet de calculer les variations du niveau de transcription correspondant au nombre 

de fois où un gène est surexprimé ou sous-exprimé pour un test précis en comparant à un test 

référence (dans ce cas, le pool de B normaux). Une valeur de « 2-ΔΔCt » supérieure à 1 signifie 

une surexpression du gène cible, une valeur inférieure à 1 signifie une sous-expression du 

gène cible, et une valeur égale à 1 signifie que l’expression n’a pas changé.  

 

  2-5. Analyse des expressions de surface et totale par cytométrie en flux 

                   Pour les marquages de surface des LCLs, 5 × 105 cellules par test ont été 

collectées et lavées avec du PBS. Elles ont ensuite été marquées par les anticorps conjugués 

à la PE, pendant 20 minutes à l'obscurité et à température ambiante (les anticorps dirigés vers 

le CMH : anti-HLA-ABC, -HLAE et HLA-DR, ainsi que ceux dirigés vers les points de contrôle : 

anti-PDL1, -PDL2, -CD80, -CD86, -B7-H3, -B7-H4, -CD112, -CD115, -HVEM, -CEACAM1, -

galectine-3 et –galectine-9 ; et les dilutions utilisées sont répertoriés dans le Tableau 1 

supplémentaire, de même que leurs contrôles isotypiques), tous ont été utilisés couplés à la 

PE afin de pouvoir comparer les niveaux d’expression). Pour le marquage total, suite au 

marquage membranaire, les cellules ont été fixées et perméabilisées à l'aide du réactif de 

perméabilisation IntraPrep (Beckman Coulter, Pasadena, CA), selon le protocole recommandé 

par le fournisseur, et incubées avec les anticorps aux mêmes concentrations.  

Pour le pool de cellules B normales (cellules de référence), des tubes de sang périphérique 

total ont été fournis par le service Hématologie du CHU de Limoges, après consentement écrit 

de tous les individus. Les globules rouges ont été lysés (Versalyse - Beckman Coulter, 

Pasadena, CA) et les mêmes protocoles de marquage par les anticorps ont été appliqués en 

ajoutant un marquage par un anticorps d’identification des lymphocytes B (anti-CD19 

répertorié dans le tableau 1, un marquage par l’APC a été employé de manière à ne pas 

nécessiter de compensation avec le marquage PE des CMH et des points de contrôle). 

Les analyses ont été réalisées sur le cytomètre en flux FACSCalibur (Becton Dickison, USA). 

Les résultats ont été analysés avec le logiciel Kaluza Analysis 2.1. Le taux d’expression a été 

calculé par le rapport de l’intensité moyenne de fluorescence de chaque point de contrôle 

normalisé à son contrôle isotypique. 
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 2-6. Traitement des cellules par les formules vLMW-F  

       Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 12 puits (5 × 105 cellules/puit) 

pendant 24h puis traitées ou non (témoin) par 100µg/mL du fucoïdane natif de Fucus 

vesiculosus (Sigma) ou les formules vLMW-F (F1 ou F2) obtenues par dépolymérisation. 

Après 48h de culture, elles ont été collectées et lavées avec du PBS, puis le marquage de 

surface des points de contrôle inhibiteurs PD-L2, CD80 et CD86, ou le marquage total des 

galectines -3 et -9 ont été réalisés comme décrit dans le paragraphe 2.5. 

 

 3- Résultats 

 Les résultats sont présentés selon trois parties. La première porte sur l’expression 

transcriptionnelle par RT-qPCR des points de contrôle inhibiteurs (celles des CMH restant à 

réaliser). La seconde concerne l’expression protéique membranaire et totale des CMH et des 

points de contrôles inhibiteurs. La troisième est consacrée à l’étude de l’effet des formules 

vLMW-F (F1 ou F2) sur les points de contrôles inhibiteurs montré comme étant surexprimés 

chez les lymphocytes B en latence III de l’EBV. 

 

 

 3-1. Expression transcriptionnelle des points de contrôle inhibiteurs 

 3-1. a) Etude de l’expression transcriptionnelle des points de contrôle  

  inhibiteurs 

  L’étude de l’expression transcriptionnelle (ARNm) des points de contrôle 

inhibiteurs a été réalisée par RT-qPCR, pour les trois LCLs (lymphocytes B en latence III de 

l’EBV) : J1209, C0401, C1504. La référence choisie est un pool de lymphocytes B sains 

provenant de trois échantillons de sang d’individus sains isolés par immunosélection négative, 

ce qui permet de quantifier en valeur relative l’expression des ARNm. Le gène de référence 

utilisé est le gène de la GAPDH, exprimé de manière constitutive par les cellules B. 

PD-L1 a été intégré comme contrôle positif (surexprimé dans les B en latence III de l’EBV). 

Dans un premier temps sont présentés les résultats pour les points de contrôle de la famille 

B7, en les regroupant par rapport à leurs récepteurs inhibiteurs majeurs communs, lorsqu’ils 

sont identifiés (PD-L1 et PD-L2, ligands pour PD-1 ; CD80 et CD86, ligands pour CTLA-4 ; B7-

H3 et B7-H4, ligands non formellement établis). Puis sont présentés les résultats pour CD112 

et CD115 (ligands communs pour TIGIT et CD112R pour CD112), CEACAM1 (ligand pour 

TIM-3) HVEM (ligand pour BTLA), et les molécules de la famille des galectines : galectine-3 
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(ligand pour LAG-3) et galectine-9 (ligand pour TIM-3). Enfin, l’analyse de l’ensemble des 

résultats obtenus est réalisée. 

 

  3-1. a) i- Famille des protéines B7 

   3-1. a) i- 1. PD-L1 et PD-L2 : ligands pour PD-1 

 

Figure 38. Expression relative des ARNm de PD-L1 et de PD-L2 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de PD-L1 et de PD-L2 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et 

C1504, en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de 

lymphocytes B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non 

Significatif). 
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  3-1. a) i- 2. CD80 et CD86 : ligands pour CTLA-4 

 

Figure 39. Expression relative des ARNm de CD80 et de CD86 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de CD80 et de CD86 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et 

C1504, en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de 

lymphocytes B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non 

Significatif). 
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  3-1. a) i- 3. B7-H3 et B7-H4 

 

  3-1. a) ii- Famille des Nectines : CD112 et CD155 ligands communs 

   pour TIGIT 

 

Figure 40. Expression relative des ARNm de B7-H3 et de B7-H4 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de B7-H3 et de B7-H4 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 

et C1504, en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de 

lymphocytes B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif) 

; # : non détécté. 

Figure 41. Expression relative des ARNm de CD112 et de CD155 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de CD112 et de CD155 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 

et C1504, en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de 

lymphocytes B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non 

Significatif). 
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  3-1. a) iii- Famille des CEA : CEACAM-1 ligand pour TIM-3 

  

 

  3-1. a) iv- Famille des TNFR : HVEM ligand pour BTLA 

Figure 42. Expression relative des ARNm de CEACAM-1 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de CEACAM-1 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504, 

en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de lymphocytes 

B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences 

indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non 

Significatif). 

 

Figure 43. Expression relative des ARNm de HVEM pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de HVEM a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504, en 

utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool de lymphocytes B 

d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences 

indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non 

Significatif). 
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  3-1. a) v- Famille des Lectines :  

     Galectine-3 ligand pour LAG-3 et Galectine-9 ligand pour TIM-3 

 

   

 

  3-1. b) Analyse des expressions transcriptionnelles  

  Concernant les points de contrôles inhibiteurs de la famille B7, nous observons 

une augmentation de l’expression transcriptionnelle de PD-L1 et PD-L2, cependant elle n’est 

significativement augmentée que pour deux LCLs sur trois par rapport aux B normaux (Figure 

38), ce qui souligne l’hétérogénéité dans la régulation de l’expression. Les expressions de 

CD80 et CD86 montrent pour les trois lignées une expression existante mais diminuée par 

rapport aux B normaux, et ce de manière significative (Figure 39). Enfin, les ARNm de B7-H3 

et B7-H4 ne sont pas détectés chez les lymphocytes B en latence III de l’EBV (Figure 40). 

Pour les autres points de contrôle, il existe également globalement une régulation négative par 

rapport aux lymphocytes B normaux : CD112 et CD155 présentent une très faible expression 

transcriptionnelle (sauf pour le CD155 chez la LCL J1209) (Figure 41). 

Tout comme pour CD112 et CD155, nous observons une baisse significative de CEACAM-1, 

ligand pour TIM-3, dans toutes les lignées de latence III de l’EBV (Figure 42). 

 

Figure 44.  Expression relative des ARNm de Galectine-3 et de Galectine-9 pour les LCLs 

L’expression relative des ARNm de Galectine-3 et de Galectine-9 a été étudiée chez les trois lignées de LCLs J1209, 

C0401 et C1504, en utilisant GAPDH comme gène de référence et en prenant comme référence cellulaire un pool 

de lymphocytes B d’individus sains. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes. 

Test statistique : Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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Concernant HVEM, ligand de BTLA, nous observons une baisse significative de ce point de 

contrôle dans toutes les lignées de latence III de l’EBV, sauf la lignée J1209. Nous constatons 

que les lignées de latence III de l’EBV présentent une très faible expression transcriptionnelle 

de HVEM en comparant avec le pool de lymphocytes B normaux (Figure 43). 

Nous montrons qu’il n’y a pas de différence significative de l’expression relative de Galectine-

3 (ligand pour LAG-3) et Galectine-9 (ligand pour TIM-3) entre toutes les lignées de latence III 

de l’EBV et la référence cellulaire (pool de lymphocytes B normaux) (Figure 44). 

 

 3-2. Expressions protéiques totale et membranaire des CMH et points de 

        contrôle inhibiteurs 

       Compte-tenu de la régulation traductionnelle, l’expression transcriptionnelle ne 

peut être directement mise en relation avec l’expression protéique. Les molécules actives dans 

la régulation immune sont de plus parfois stockées au niveau intracellulaire de manière à être 

rapidement mobilisables ou sécrétées. Par ailleurs, il existe une régulation du trafic 

membranaire qui peut moduler le niveau d’expression des molécules à la surface des cellules 

sans lien direct avec la concentration intracellulaire, ce qui leur permet de jouer leur rôle de 

ligand vis-à-vis de leurs récepteurs cibles. Nous avons ainsi étudié le niveau d’expression 

protéique total ou membranaire par cytométrie en flux de différentes protéines du CMH de 

classe I et de classe II, ainsi que les points de contrôle inhibiteurs. 

Concernant les protéines du CMH de classe I nous avons étudié l’expression des HLA (Human 

Leucocyte Antigen) classiques : HLA-ABC, permettant d’une part la présentation des peptides 

antigénique aux cellules T CD8+ via le TCR et pouvant d’autre part interagir avec les 

récepteurs inhibiteurs des NK (KIR, ILT (Immunoglobulin-Like Transcript) et CRL (Calcitonine 

Receptor-Like)). Nous avons également analysé l’expression du HLA non classique le plus 

étudié : HLA-E, qui peut présenter des peptides non canoniques via les molécules NKG2 aux 

cellules T ou NK (NKG2A et D inhibiteurs et NKG2B et C, activateurs). Pour les protéines du 

CMH de classe II nous avons étudié l’expression du HLA classique le plus déterminant : HLA 

DR, permettant la présentation des peptides antigénique aux cellules T CD4+ via le TCR et 

décrit comme pouvant inhiber les NK par interaction avec FCRL6. Enfin, nous avons étudié 

l’expression des points de contrôle inhibiteurs PD-L1, PD-L2, CD80, CD86, B7-H3, B7-H4, 

CD112, CD115, CEACAM-1, HVEM, galectine-3 et galectine -9.  

L’étude a porté sur les trois LCLs J1209, C0401 et C1504. Le niveau d’expression de référence 

pris en compte est celui des lymphocytes B normaux. Il est possible de comparer les intensités 

de fluorescence entre les différents marqueurs, le même fluorochrome étant employé. Par 

contre, les valeurs ne sont pas comparables entre les analyses d’expression totales et 
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membranaires, dans la mesure où les protocoles de marquages sont différents (avec ou sans 

perméabilisation). Les données ont été normalisées en réalisant le ratio entre l’intensité de 

fluorescence moyenne de l’essai et celle du contrôle isotypique (expression spécifique à partir 

de la valeur 1).   

  3-2. A- a) Etude des expressions protéiques totale et membranaire des  

         CMH  

Figure 45. Expressions totales et 
membranaires des HLA-ABC, -E, -DR par 
les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totales et membranaires de (A) 

HLA-E (B) HLA-E et (C) HLA-DR ont été étudiées 

par cytométrie en flux chez les trois lignées de 

LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de 

référence : pool de cellules B normales. Les 

valeurs tiennent seulement compte de la 

fixation spécifique de l’anticorps (ratio : 

essai/contrôle isotypique). Les barres d’erreurs 

représentent les écarts-types des moyennes de 

trois expériences indépendantes.  

Test statistique : One-way ANOVA (* : p<0,05 ; 

** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; 

N.S. : Non Significatif) 
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  3-2. A- b) Analyse des expressions protéiques totale et membranaire 

   des CMH 

   Concernant les HLA de classe I, il est observé comme attendu une 

expression des HLA-ABC (toutes les cellules de l’immunité l’exprimant). Il n’y a pas de 

différence entre les lymphocytes B en latence III de l’EBV et les cellules B normales en ce qui 

concerne l’expression totale. Par contre, il y a une surexpression significative de l’expression 

membranaire pour les trois LCLs (Figure 45 - A). Par ailleurs, HLA-E présente une plus faible 

expression totale chez les LCLs mais une expression membranaire plus élevée chez les trois 

LCLs et ce de manière significative pour la lignée J1209 (Figure 45 - B).  Pour HLA-DR, de 

même que pour les HLA-ABC, il est observé comme attendu une expression (expression par 

les cellules de type CPA auxquels appartiennent les lymphocytes B). Il n’y a pas de différence 

entre les lymphocytes B en latence III de l’EBV et les cellules B normales en ce qui concerne 

l’expression totale. Par contre, il y a une surexpression membranaire et elle est significative 

pour deux des trois LCLs (Figure 45 - C).  

Bien qu’il puisse y avoir des variabilités dans les niveaux d’expression, l’ensemble de ces 

résultats met en évidence une augmentation de l’externalisation et de l’expression à la surface 

des cellules des molécules de HLA étudiées, par rapport au cellules B normales. Elle ne 

dépend pas du niveau d’expression intracellulaire. L’augmentation de l’expression 

membranaire des molécules de HLA classiques HLA-ABC et HLA-DR, vont dans le sens d’une 

stimulation de la réponse T via les TCR (cellules CD8+ et CD4+, respectivement) et à l’opposé 

dans le sens d’une inhibition de la réponse NK (via les molécules KIR/ILT/CRLs et FCRL6, 

respectivement). En ce qui concerne l’augmentation de l’expression membranaire de HLA-E 

la réponse est plus ambigüe comme les récepteurs NKG2 activateurs ou inhibiteurs peuvent 

être présents à la surface des cellules T et NK, ce qui peut moduler dans un sens comme dans 

l’autre la réponse innée ou adaptative. 
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Figure 46. Schéma présentant la régulation possible des cellules NK et T par les cellules B en latence 
III de l’EBV via les CMH de classes I et II. 

Les expressions membranaires de HLA-ABC (ligand pour KIR, ILT et CRL) et de HLA-E (ligand pour 

NKG2A ou D inhibiteurs) ainsi que HLA-DR (ligand pour FCRL6 inhibiteur) peut jouer un rôle dans 

l’inhibition de la réponse immune NK. A l’opposé, d’une part les expressions membranaires de HLA-

ABC et HLA-DR peut activer les lymphocytes T CD4 et CD8 par leurs liaisons au TCR et contribuer à 

l’équilibre hôte/virus. D’autre part, l’expression membranaire de HLA-E est bidirectionnelle : elle peut 

soit activer les T CD8 par sa liaison à NKG2D ou les inhiber par sa liaison à NKG2A. 

 



 Résultats II 
 

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

217 
 

  3-2. B- a) Etude des expressions protéiques totale et membranaire des 

   points de contrôle inhibiteurs 

   3-2. B- a) i- Famille des protéines B7 
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Figure 47. Expressions totales et membranaires des points de contrôle de la famille des protéines 
B7 par les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totales et membranaires de (A) PD-L1 et PD-L2, (B) CD80 et CD86, (C) B7-H3 et B7-H4 ont été 

étudiées par cytométrie en flux chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de 

référence : pool de cellules B normales. Les valeurs tiennent seulement compte de la fixation spécifique de 

l’anticorps (ratio : essai/contrôle isotypique). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes 

de trois expériences indépendantes.  

Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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  3-2. B- a) ii- Famille des Nectines : CD112 et CD155 ligands communs  

   pour TIGIT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48. Expressions totales et membranaires des points de contrôle de la famille des Nectines 
par les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totales et membranaires de CD112 et CD155 ont été étudiées par cytométrie en flux chez les 

trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de référence : pool de cellules B normales. Les 

valeurs tiennent seulement compte de la fixation spécifique de l’anticorps (ratio : essai/contrôle isotypique). Les 

barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences indépendantes.  

Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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  3-2. B- a) iii- Famille des CEA : CEACAM-1 ligand pour TIM-3 

 

 

Figure 49. Expressions totales et membranaires de CEACAM-1 de la famille des CEA par les cellules 
B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totale et membranaire de CEACAM-1 ont été étudiées par cytométrie en flux chez les 

trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de référence : pool de cellules B normales. 

Les valeurs tiennent seulement compte de la fixation spécifique de l’anticorps (ratio : essai/contrôle 

isotypique). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences 

indépendantes.  

One-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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  3-2. B- a) iv- Famille des TNFR : HVEM ligand pour BTLA 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Expressions totales et membranaires de HVEM de la famille des TNFR par les cellules B 
en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totale et membranaire de HVEM ont été étudiées par cytométrie en flux chez les 

trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de référence : pool de cellules B 

normales. Les valeurs tiennent seulement compte de la fixation spécifique de l’anticorps (ratio : 

essai/contrôle isotypique). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois 

expériences indépendantes.  

One-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 



 Résultats II 
 

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

222 
 

  3-2. B- a) v- Famille des Lectines :           

                              Galectine-3 ligand pour LAG-3 et Galectine-9 ligand pour 

           TIM-3 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51. Expressions totales et membranaires des points de contrôle de la famille des Lectines 
par les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les expressions totales et membranaires de Galectine-3 et Galectine-9 ont été étudiées par cytométrie en flux 

chez les trois lignées de LCLs J1209, C0401 et C1504 et la population de référence : pool de cellules B normales. 

Les valeurs tiennent seulement compte de la fixation spécifique de l’anticorps (ratio : essai/contrôle isotypique). 

Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences indépendantes.  

Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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 3-2. B- b) Analyse des expressions protéiques totale et membranaire des 

  points de contrôle inhibiteurs 

  En ce qui concerne les molécules de la famille B7, comme attendu et selon les 

résultats déjà publiés par le laboratoire, les expressions totale et membranaire de PD-L1 sont 

significativement augmentées chez les lymphocytes B en latence III de l’EBV, par rapport aux 

lymphocytes B normaux. PD-L2 présente une faible expression totale par comparaison à PD-

L1, mais son expression membranaire est également augmentée, et ce de manière 

significative pour 2 lignées sur 3 (Figure 47 - A). Les points de contrôle CD80 et CD86 sont 

surexprimés au niveau membranaire, avec une expression nettement plus élevée pour CD86, 

qui s’accompagne de plus pour ce dernier d’une augmentation significative de l’expression 

totale (Figure 47 - B). De manière surprenante, pour B7-H3 dont nous n’avons pas pu mettre 

en évidence l’expression transcriptionnelle (sans doute compte-tenu de son très faible niveau), 

nous montrons une expression, elle est significativement augmentée au niveau membranaire 

pour les lignées par rapport aux B normaux, même si elle est faible. En ce qui concerne B7H4 

il y a absence d’expression (ratio = 1) (Figure, 47 - C). CD112, CD155 (Figure 48), CEACAM1 

(Figure 49) et HVEM (Figure 50) ne sont pas exprimés non plus ou ont des niveaux 

d’expression totaux ou membranaires qui ne montrent pas d’augmentation par rapport aux 

cellules B normales. Enfin, de manière intéressante, les galectines-3 et -9 qui sont des 

molécules inhibitrices fréquemment sécrétées, même si elles ne sont pas exprimées à la 

surface cellulaire, présentent des niveaux d’expression intracellulaires très significativement 

augmentés chez les B en latence III de l’EBV (Figure 51). 

Globalement, les points de contrôles inhibiteurs retrouvés les plus exprimés à la surface des 

lymphocytes B en latence III de l’EBV et susceptibles d’interagir directement avec les 

récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T et les cellules NK, s’ils sont exprimés, sont : PD-L1, 

PD-L2, CD80, CD86 et dans une moindre mesure B7-H3. Par contre, B7-H4, CD112, CD115, 

CEACAM1 et HVEM ne semblent pas intervenir dans l’inhibition de la réponse des cellules de 

l’immunité. La Figure 52 est une représentation schématique des résultats obtenus. 
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 3-3. Effet des formules vLMW-F (F1 ou F2) sur les points de contrôle  

        inhibiteurs : résultats préliminaires 

                Suite aux résultats déjà obtenus montrant une baisse de l’expression 

membranaire de PD-L1 lors du traitement par les formules de vLMW-F, nous avons recherché 

si ces fractions pouvaient également baisser l’expression des autres points de contrôle 

inhibiteurs surexprimés chez les lymphocytes B en latence III de l’EBV (PD-L2, CD80, CD86, 

galectine-3 et galectine-9). L’étude a porté sur les trois lignées de LCLs : J1209, C0401, C1504 

et le traitement appliqué a été le même que pour l’étude sur PD-L1 : 100 µg/mL de la forme 

native de fucoïdane ou de chacune des deux formules. L’expression a été étudiée au niveau 

membranaire pour PD-L1, CD80 et CD86, et total pour les galectines. Les résultats sont 

exprimés comme le rapport de l’intensité de fluorescence de chaque échantillon par rapport à 

celle des cellules non traitées (chacune étant normalisée par le contrôle isotypique). 

 

 

 

 

Figure 52. Schéma représentant les points de contrôle inhibiteurs surexprimés par les cellules B en 
latence III de l’EBV vis-à-vis des réponses immunes T et NK 
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 3-3. a) Etude de l’effet des formules vLMW-F (F1 ou F2) sur les points de 

  contrôle inhibiteurs 

  3-3. a) i- Famille des protéines B7 

Figure 53.  Effet des formules vLMW-F sur l’expression de surface des points de contrôle de la 
famille des protéines B7 chez les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les cellules des trois lignées de LCLs : J1209, C0401 et C1504 ont été traitées par 100µg/mL du fucoïdane natif 

ou de chacune des deux fractions F1 et F2 pendant 48h, puis l’expression membranaire de (A) PD-L2, (B) CD80 

ou (C) CD86 a été analysée par cytométrie en flux après immunomarquage. Les résultats sont exprimés comme 

l’intensité moyenne de fluorescence (normalisée par le contrôle isotypique) par rapport à celle des cellules non 

traitées (normalisée par le contrôle isotypique). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes 

de trois expériences indépendantes.  

Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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  3-3. a) ii- Famille des Lectines 

 

 

 

 

 

 

Figure 54.  Effet des formules vLMW-F sur l’expression de surface des points de contrôle de la 
famille des Lectines chez les cellules B en latence III de l’EBV (LCLs) 

Les cellules des trois lignées de LCLs : J1209, C0401 et C1504 ont été traitées par 100µg/mL du fucoïdane natif 

ou de chacune des deux fractions F1 et F2 pendant 48h, puis l’expression totale (membranaire et intracellulaire) 

de (A) Galectine-3 ou (B) Galectine-9 a été analysée par cytométrie en flux après immunomarquage avant 

(membranaire) et après perméabilisation des cellules. Les résultats sont exprimés comme l’intensité moyenne 

de fluorescence (normalisée par le contrôle isotypique) par rapport à celle des cellules non traitées (normalisée 

par le contrôle isotypique). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types des moyennes de trois expériences 

indépendantes.  

Two-way ANOVA (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p<0,001 ; **** : p<0,0001 ; N.S. : Non Significatif). 
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  3-3. b) Analyse de l’effet des formules vLMW-F (F1 ou F2) sur les  

  points de contrôle inhibiteurs 

   Les résultats montrent que le traitement des lymphocytes B en latence 

III de l’EBV par le fucoïdane natif ou les formules F1 ou F2 ne modifie par l’expression de 

surface des points de contrôle inhibiteurs PD-L2, CD80 ou CD86 (Figure 53). Par contre, 

certaines baisses significatives sont observées pour l’expression totale de la galectine 3, en 

particulier avec les formules F1 et F2 et pour la galectine-9, en particulier avec la fraction F2 

(Figure 54).   

 

 

 4- Discussion 

 Concernant les molécules inhibitrices de la réponse immune exprimées par les 

lymphocytes B en latence III de l’EBV, nous avons mis en évidence la surexpression des 

molécules de HLA classique de classe I (HLA-A, B, C) et de classe II (HLA-DR), qui peut être 

responsable de l’inhibition de la réponse innée NK. Par ailleurs, la surexpression membranaire 

des points de contrôle inhibiteurs PD-L1, PD-L2, CD80, CD86 (et dans une moindre mesure 

B7-H3) peut être à l’origine de l’inhibition des réponses innée NK et adaptative T. Enfin, la 

surexpression intracellulaire des galectines-3 et -9 est également susceptible d’être associée 

à leur sécrétion et à l’inhibition des réponse anti-tumorales T et NK.  

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sont considérés comme ayant un rôle majeur dans le 

contrôle de l’infection par l’EBV, notamment envers les lymphocytes B en latence III de l’EBV, 

que ce soit lors de l’infection primaire ou lors de la réactivation. Ils reconnaissent différents 

antigènes de latence, en particulier EBNA 3A, 3B et 3C et de façon moins importante EBNA1, 

EBNA2, LMP2, EBNA-LP et LMP1 (Long et al., 2019b) ce qui peut conduire à la lyse des 

cellules infectées par production de perforine et de granzyme. Par ailleurs, la surexpression 

du récepteur pro-apoptotique Fas à leur surface, suite à l’activation constitutive de la voie NF-

κb via LMP1 les sensibilise à la réponse T anti-EBV (axe Fas/FasL) (Le Clorennec et al., 2006). 

Les lymphocytes T CD4+ sont mis en jeu de manière auxiliaire par rapport aux CD8+ mais ils 

reconnaissent fortement la protéine EBNA1, faiblement reconnue par les CD8+ (Nikiforow et 

al., 2001). EBNA2 et EBNA3 constituent également des cibles de la réponse T CD4+ spécifique 

de l’EBV (Long et al., 2013; Nagy et al., 2012; Precopio et al., 2003). Leur activité cytotoxique 

s’exerce par la production de perforine et de granzyme mais également vis l’axe Fas/FasL 

(MacArthur et al., 2007; Nikiforow et al., 2001; Wilson and Morgan, 2002). Les cellules NK 
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peuvent jouer un rôle dans l’élimination des lymphocytes B en latence III de l’EBV. Ces 

derniers peuvent interagir avec leurs récepteurs activateurs NKp30, NKp44, NKp46 et NKG2D, 

ce qui induit leur effet cytotoxique par la libération de perforine et de granzyme (Chijioke et al., 

2016; Tangye et al., 2017). Les cellules NK peuvent de plus agir de manière complémentaire 

à la réponse T (Biron et al., 1999; Williams et al., 2005) : elles peuvent activer les cellules T 

par libération d’IFNα, β et γ, ce qui peut les conduire à tuer les cellules de LCLs autologues 

(Wilson and Morgan, 2002). 

Le contrôle des lymphocytes B en latence III de l’EBV par la réponse immune conduit 

normalement à un équilibre hôte/virus sans émergence de lymphome. Cependant, 

l’émergence de tumeurs associées à l’EBV chez des patients immunocompétents met en 

évidence la possibilité d’un échappement à la surveillance des réponses anti-tumorales T et 

NK. Ceci peut particulièrement être le cas des DLBCL avec un profil de latence III (Motoharu 

Shibusawa et al., 2021). 

Chez les cellules tumorales il est fréquemment observé une baisse de l’expression du CMH-I 

interagissant avec les récepteurs inhibiteurs KIR, ILT ou CRL des NK, ce qui peut conduire à 

leur lyse, en particulier dans le cas de certains lymphomes (Le Clorennec et al., 2006; Möller 

et al., 1987). Une baisse de l’expression du HLA-DR (CMH-II) conduit également à la perte 

d’interaction avec le récepteur inhibiteur FCRL6 présent en particulier chez les cellules NK 

(Davis, 2020) et favoriser leur rôle cytotoxique. Or, chez les LCLs étudiées nous avons mis en 

évidence une surexpression des protéines HLA-A, B, C (molécules du CMH-I) et HLA-DR, ce 

qui suggère la mise en place d’une inhibition de la réponse NK. Toutefois, la forte expression 

des molécules des CMH I et II peut aussi être interprétée comme favorable au maintien de la 

réponse immune T en favorisant la présentation des peptides antigéniques au TCR/CD3 des 

lymphocytes T CD8+ (via le CMH-I) et des T CD4+ (via le CMH-II). Il est intéressant de noter 

que pour les cellules en cycle lytique il y a à l’inverse une baisse d’expression des CMH-I et -

II (Keating et al., 2002). 

L’émergence et le développement des tumeurs est très fréquemment décrite comme étant 

associée à l’expression de points de contrôles inhibiteurs conduisant à l’inefficacité des 

réponses anti-tumorales. Ces derniers ont tout d’abord été décrits vis-à-vis de la réponse T, 

puis vis-à-vis de la réponse NK (Khan et al., 2020). Il est à présent acquis que de nombreux 

ligands inhibiteurs exprimés par les cellules tumorales ont des récepteurs communs chez ces 

deux types cellulaires.  
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Chez les LCLs étudiées nous avons pu mettre en évidence la surexpression membranaire de 

plusieurs points de contrôles inhibiteurs dont les récepteurs sont exprimés sur les cellules T 

et NK (la majorité des études portent cependant actuellement sur les cellules T) : PD-L1/B7-

H1 et PD-L2/B7-DC (récepteur : PD-1), CD80/B7-1 et CD86/B7-2 (récepteur : CTLA4) et dans 

une moindre mesure B7-H3 (récepteur non encore défini). Tous appartiennent à la famille B7 

(B7-H4 n’est pas exprimé). Nous n’avons par contre pas trouvé d’expression significativement 

augmentée par rapport aux lymphocytes B normaux pour les points de contrôle n’appartenant 

pas à cette famille moléculaire (CD112, CD115, HVEM et Ceacam-1). 

PD-L1 est fréquemment surexprimée chez les cellules tumorales, en particulier dans le cas 

des lymphomes (Kim and Chen, 2016). L’oncoprotéine LMP1 peut induire son expression (via 

les voies JAK/STAT et AP-1) (Satou and Nakamura, 2021), de même qu’EBNA2 (Murata et 

al., 2021). Par ailleurs, la voie NF-κB, que l’oncoprotéibe virale LMP1 active constitutivement, 

contribue également à induire son expression (Antonangeli et al., 2020). Il a été mis en 

évidence au laboratoire que la protéine PD-L1 est stockée dans les lysosomes sécrétoires 

chez les lymphocytes B en latence III de l’EBV et que sa surexpression membranaire est due 

à une augmentation de la fusion de ces derniers avec la membrane plasmique (Durand-

Panteix et al., 2012). Par ailleurs, il a également été démontré à l’aide d’un modèle B/T 

autologues que l’axe PD-L1/PD-1 contribue à l’expansion des lymphocytes T CD4+ régulateurs 

anergiques et par voie de conséquence (production de TGFβ) à l’inhibition des lymphocytes T 

effecteurs CD4+ et CD8+ (Auclair et al., 2019). Son expression, associée, à la sécrétion de 

cytokines immunosuppressives (IL-10, TGFβ, IL35) inhibe fortement la réponse T 

antitumorale. De même que PD-L1, PD-L2 joue un rôle inhibiteur par son interaction avec PD-

1 (Ahmad et al., 2017). Son expression peut être amplifiée par LMP1 (Cristino et al., 2019). Il 

a été observée une surexpression chez un grand nombre de types de tumeurs, dont certains 

sous-types de lymphomes, tels que les DLBCL EBV (Panjwani et al., 2018). Malgré sa 

fonction inhibitrice, son rôle reste cependant peu étudié. B7-H3 est également connue pour 

ses propriétés inhibitrices envers les cellules T et NK. Sa surexpression conduit à l’inhibition 

de la prolifération des T CD4+ et CD8+ (Yang et al., 2020; Zhou and Jin, 2021). Par ailleurs 

elle peut inhiber l’activité des cellules NK par baisse de la libération d’IFN et de granzyme B 

(Feng et al., 2021; Zhou and Jin, 2021). Concernant B7-1 et B7-2, ils peuvent jouer le rôle de 

points de contrôle inhibiteurs lorsqu’ils sont fortement exprimés car ils présentent une plus 

forte affinité pour leur récepteur inhibiteur CTLA4 que pour leur récepteur activateur CD28, ce 

qui peut orienter la réponse immune vers l’anergie (Chambers et al., 2001; Collins et al., 2002).  
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Les variabilités d’expression observées pour les différentes LCLs peuvent représenter celles 

des cellules en latence III de l’EBV in vivo. L’échappement à l’immunosurveillance pour 

certaines d’entre elles peut s’expliquer par la co-expression de plusieurs points de contrôles 

inhibiteurs. 

Il faut par ailleurs souligner le fait que les points de contrôle trouvés comme exprimés (B7-H3) 

ou  surexprimés (PD-L1, PD-L2, CD80, CD86) à la surface des lymphocytes B en latence III 

de l’EBV peuvent également être retrouvés sous forme soluble dans le sérum humain et agir 

à distance pour inhiber la réponse immune anti-tumorale (Gu et al., 2018; Khan et al., 2021). 

sPD-L1 semble produit par clivage protéolytique de la protéine membranaire (Chen et al., 

2011), tandis que sPD-L2 et sCD80 semblent résulter d’une régulation post transcriptionnelle 

par épissage alternatif, conduisant à des protéines sans domaines transmembranaires (He et 

al., 2004; Kakoulidou et al., 2007). sCD86 est également une protéine à laquelle il manque le 

domaine transmembranaire suite à une délétion (Jeannin et al., 2000). Enfin, sB7-H3 semble 

résulter à la fois du clivage protéolytique de la forme membranaire ou d’un épissage alternatif 

de l’ARNm (Chen et al., 2013). Par ailleurs PD-L1 est connue pour être fréquemment retrouvé 

au niveau des exosomes (Xing et al., 2021). 

Deux autres points de contrôle surexprimés au niveau intracellulaire ont également été 

identifiés : les galectines -3 et -9. Elles appartiennent à la famille des lectines, qui sont des 

molécules ayant la particularité de reconnaitre les bêta-galactosides tout en jouant un rôle 

inhibiteur sur la réponse immune (Thijssen et al., 2015). Les galectines sont connues pour être 

sécrétées par des voies non conventionnelles lorsqu’elles sont fortement exprimées au niveau 

intracellulaire. Elles sont externalisées par translocation à travers la membrane plasmique ou 

par des transports vésiculaires ne dérivant pas des membranes de l’appareil de Golgi : 

vésicules extracellulaires ou exosomes (Rabouille, 2017). La galectine-3 peut être sécrétée 

via les lysosomes sécrétoires (de même que PD-L1) (Popa et al., 2018). Cette dernière 

interagit avec les récepteurs inhibiteurs LAG-3 et CTLA-4 des lymphocytes T cytotoxiques, 

provoquant leur anergie (Kouo et al., 2015; Rabinovich and Toscano, 2009). La galectine-9 

présente quant à elle de nombreuses fonctions inhibitrices. Elle interagit avec les récepteurs 

inhibiteurs TIM-3 et PD-1 des lymphocytes Th1 induisant leur mort, favorise l’expansion des 

lymphocytes T régulateurs anergiques CD4+CD25+ et bloque l’activité des lymphocytes T et 

des cellules NK (en partie par inhibition de la sécrétion d’IL-2) (Rabinovich and Toscano, 2009; 

R. Yang et al., 2021; Yasinska et al., 2019). La galectine-9 interagit avec la protéine LMP1 au 

sein des exosomes sécrétés par les cellules infectées par l’EBV (Pioche-Durieu et al., 2005).  
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La forte surexpression intracellulaire des galectines-3 et -9 observée chez les lymphocytes B 

en latence III de l’EBV laisse supposer qu’elles puissent être sécrétées. 

 

L’ensemble de nos résultats mettent en évidence que les lymphocytes B en latence III de l’EBV 

expriment plusieurs points de contrôles pouvant inhiber les réponses anti-tumorales T et NK, 

conduire à leur échappement à la surveillance par le système immunitaire et à l’émergence de 

lymphomes. La surexpression au niveau membranaire de PD-L1, PD-L2, CD80 et CD86 laisse 

penser qu’une co-immunothérapie anti-PD-1/anti-CTLA4 pourrait contribuer à lever ces 

inhibitions. Il reste à confirmer la sécrétion des galectines-3 et -9 pour savoir si les récepteurs 

inhibiteurs LAG-3 et TIM-3 sont également impliqués.  

Toutefois, il ne faut pas perdre de vue que les points de contrôle mis en évidence ne peuvent 

avoir un rôle inhibiteur que si leurs récepteurs sont exprimés à la surface des cellules T et NK. 

De plus, certaines molécules trouvées comme surexprimées peuvent avoir des rôles 

ambivalents. Le HLA-E du CMH-I peut interagir avec les NKG2A et D inhibiteurs ou les NKG2B 

et C activateurs des cellules T et NK, les points de contrôles inhibiteurs CD80 et CD86 peuvent 

avoir des rôles activateurs s’ils interagissent avec CD28. La co-expression de PD-L1 et CD80 

a été décrite en faveur du maintien de l’activité cytotoxique des lymphocytes T (l’interaction de 

PD-L1 avec CD80 limite son interaction avec PD-1) (Haile et al., 2013). Ou encore, la 

signalisation de CD80 chez les cellules de lymphome B qui l’expriment peuvent limiter leur 

prolifération en régulant positivement des molécules pro-apoptotiques et négativement des 

molécules anti-apoptotiques (Mir and Agrewala, 2008; G. B. Park et al., 2011). L’ambivalence 

entre les réponses activatrices et inhibitrices peut être mise en lien avec le maintien de 

l’infection latente par l’EBV qui tantôt va dans le sens de leur élimination, tantôt dans celui de 

leur tolérance.  

 

En ce qui concerne l’étude du rôle des formules de vLMW-F sur les points de contrôle 

inhibiteurs nous avons pu montrer dans la première partie de nos résultats une baisse de 

l’expression membranaire de PD-L1, contrairement au fucoïdane natif. Cette dernière peut 

s’expliquer par l’altération du réseau d’actine permettant l’acheminement des lysosomes 

sécrétoires contenant PD-L1 vers la membrane et leur fusion. Nous n’avons pas observé de 

modification de l’expression membranaire de PD-L2, CD80 ou CD86. Par contre, les 

formulation vLMW-F ont permis de mettre en évidence lors d’expérimentations préliminaires 
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certaines baisses significatives de l’expression totale de la galectine-3 (fractions F1 et F2) et 

de la galectine-9 (fraction F2).  

Ces résultats restent à confirmer et à mettre en lien avec l’activité sécrétoire éventuelle de ces 

points de contrôle, d’autant plus que la galectine-3, de même que PD-L1 utilise la voie de 

sécrétion non conventionnelle des lysosomes sécrétoires (Popa et al., 2018). 

Les perspectives de ce travail sont présentées dans la dernière partie du mémoire. 
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Notre travail de thèse a fait l’objet de deux parties de résultats.  

La première a porté sur l’étude du rôle de deux fractions originales de très faible poids 

moléculaire de fucoïdanes (vLMW-F) et a permis de montrer leur rôle antiprolifératif et pro-

apoptotique, de même que leur capacité à baisser l’expression de surface de l’immuno-

inhibiteur PD-L1 chez les cellules de DLBCL et les lymphocytes B en latence III de l’EBV 

(LCLs). Nous avons pu mettre en évidence que cela était associé à une baisse de la densité 

du réseau d’actine, conduisant à une baisse du trafic vésiculaire membranaire. Par ailleurs, il 

n’a pas été montré d’effet cytotoxique sur les cellules normales. 

Dans la seconde partie de notre travail, nous avons étudié le profil inhibiteur des cellules de 

LCLs envers les réponses immunes T et NK. Nous avons mis en évidence une forte expression 

des molécules HLA-ABC de classe I et HLA-DR de classe II, ce qui va dans le sens d’une 

inhibition de la réponse immune NK. De plus, l’étude de l’expression de points de contrôle 

inhibiteurs autres que PD-L1 (établis ou émergents), a montré l’expression membranaire de 

molécules de la famille B7 (PD-L2, CD80, CD86 et dans une moindre mesure B7-H3), ainsi 

que la surexpression intracellulaire des galectines -3 et -9. Contrairement aux autres points de 

contrôle, les formules de vLMW-F permettent de baisser l’expression des galectine-3 et 9.  

L’ensemble de nos résultats sur les vLMW-F ainsi que sur l’expression de molécules 

inhibitrices des réponses T et NK par les cellules B en latence III de l’EBV permet de préciser 

le mécanisme d’échappement de ces derniers à la surveillance immunitaire chez les individus 

immunocompétents et de mieux comprendre l’émergence de tumeurs associées à l’EBV. 

D’autre part, nous montrons l’intérêt potentiel des vLMW-F comme adjuvant des 

immunothérapies anti-PD-L1 suite à la baisse de l’expression de ce point de contrôle inhibiteur.   

 

 

 

Nous proposons différentes perspectives pouvant faire suite aux résultats obtenus. 

 

Nous avons mis en évidence que les vLMW-F présentent des effets cytotoxiques tout en 

baissant l’expression membranaire de PD-L1 à la surface des cellules viables de DLBCLs ou 

de lymphocytes B en latence III de l’EBV (LCLs). L’axe PD-L1/PD-1 est un point de contrôle 

immuno-inhibiteur classiquement ciblé lors des immunothérapies (anti PD-L1 ou anti PD-1). Il 

serait intéressant de voir si les vLMW-F seraient capables de potentialiser la restauration de 

la réponse immune anti-EBV T ou NK en co-traitement avec des anticorps anti-PD-L1 ou anti-

PD-1 lors de tests fonctionnels. 

 



 Conclusion et Perspectives 
 

 
Jennifer SALIBA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2022  
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

236 
 

Pour ce faire, nous proposons de faire tout d’abord une étude sur le modèle de co-culture 

autologue : B en latence III de l’EBV/lymphocytes T, que nous avons déjà mis au point. Les 

cellules de LCLs mises en culture seules ou en présence des lymphocytes T seront traitées 

ou non par le fucoïdane natif ou les formules de vLMW-F, en présence de l’anticorps bloquant 

PD-1, ou de son contrôle isotypique. Les lymphocytes T autologues pourront être isolés par 

immuno-sélection négative à partir des PBMCs et activés par des particules conjuguées à des 

anticorps monoclonaux (CD2, CD3 et CD28) pendant 72h. Une vérification de la purification 

et de l’activation des cellules T pourra être réalisée par cytométrie en flux à l’aide d’un 

marquage CD3/CD25. Par la suite, l’anticorps bloquant anti-PD-1 ou son contrôle isotypique 

seront ajoutés aux lymphocytes T activés. Ces derniers, seront ensuite mis en culture pendant 

48h, avec les cellules B non traitées ou traitées au préalable (pendant 48h) par le fucoïdane 

natif ou les fractions F1 et F2. Un test d’apoptose (Annexine V-FITC/IP) sera réalisé par 

cytométrie en flux pour les deux populations, après marquage des lymphocytes B en latence 

III de l’EBV par un anticorps anti-CD19 couplé à l’APC, afin de les différencier des lymphocytes 

T. 

Le tableau 5 permet une présentation schématique des différentes conditions expérimentales, 

de même que les résultats attendus s’il y a potentialisation de l’effet de l’anti-PD-1 par la 

fucoïdane native ou les formules de vLMW-F. Pour les cellules de LCLs seules, il n’est pas 

attendu d’apoptose, de même qu’en présence du contrôle isotypique, ou de l’anticorps 

bloquant anti-PD-1. En présence des formules de vLMW-F, l’induction de l’apoptose devrait 

être similaire à celle présentée dans l’article. Par contre, lors de la mise en co-culture, nous 

attendons une faible induction de l’apoptose sans traitement et en présence du contrôle 

isotypique, compte-tenu de la réponse T cytotoxique. Le blocage de PD-1 sur les T devrait 

augmenter le pourcentage de cellules apoptotiques, de même que le pré-traitement par les 

formules vLMW-F. Enfin, s’il y a potentialisation du traitement anti-PD-1 par les vLMW-F 

l’induction de l’apoptose devrait être maximale, ce qui irait dans le sens d’une utilisation 

potentielle comme adjuvant à cette immunothérapie. 
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Nous avons mis en évidence que les vLMW-F conduisent à la baisse d’expression 

membranaire de PD-L1, suite à l’altération du réseau d’actine responsable du rapprochement 

des vésicules contenant PD-L1 avec la membrane plasmique puis leur fusion. De plus, de 

nombreuses voies de signalisation impliquées dans la prolifération, la survie ou l’apoptose 

s’entrecroisent entre celles constitutivement activées dans les cellules B en latence III de l’EBV 

et celles mises en évidence comme étant inhibées par les fucoïdanes dans le cas de cellules 

de tumeurs solides (NF-B, MAPK/ERK, PI3K/AKT et STAT-3) (Duan et al., 2020). Il serait 

intéressant de préciser l’effet du fucoïdane, et en particulier des vLMW, sur ces voies de 

signalisation. Des western blot pourront être réalisés sur les formes phosphorylées et non 

phosphorylées de ces molécules afin de visualiser la baisse d’activation éventuelle de ces 

voies de signalisation chez des cellules traitées. Dans le cas de NF-kB, la baisse de co-

localisation de la sous-unité p65 et du noyau pourrait être suivi par imagerie en flux.   

Nous souhaiterions également localiser au niveau cellulaire la fucoïdane (native et vLMW-F), 

afin de préciser le rôle direct ou indirect (présence au niveau membranaire et/ou 

intracellulaire). Pour ce faire, les cellules peuvent être incubées en présence du marqueur 

fluorescent (FITC-UEA-I) (J. Yang et al., 2021) avant des analyses par microscopie confocale 

ou par imagerie en flux. 

 

Tableau 5. Conditions expérimentales et résultats attendus sur la potentialisation du traitement 
anti-PD-1 par les formules vLMW-F 
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Par ailleurs, nous avons montré que les lymphocytes B en latence III de l’EBV peuvent 

exprimer de nombreux points de contrôle inhibiteurs des réponses anti-tumorales T et NK : 

PD-L1, PD-L2, CD80, CD86 et dans une moindre mesure B7-H3 au niveau membranaire, 

galectine-3 et galectine-9 au niveau intracellulaire. Or, tous ces points de contrôle sont connus 

pour présenter des formes solubles, qu’elles soient libres ou associées aux exosomes (Keryer-

Bibens et al., 2006; Khan et al., 2021; Popa et al., 2018). Une vue d’ensemble, des formes 

cellulaires et/ou solubles permettrait de préciser leur mode d’action dans l’inhibition de la 

réponse anti-tumorale. Ceci concerne en particulier les galectines 3 et 9, qui ne sont pas 

exprimées à la surface cellulaire. Des résultats préliminaires obtenus par ELISA ont montré 

que ces galectines sont également détectées dans les surnageants des LCLs et pourraient 

donc également jouer un rôle inhibiteur à distance (Figure 55). 

Figure 55. Concentrations (ELISA) des galectine-3 et galectine-9 dans les surnageants de culture des 
LCLs 

Après 48h de culture, les surnageants des trois lignées LCLs (J1209, C0401, C1504) ont été récupérés par 

centrifugation, tandis que les culots cellulaires ont été lysés (contrôles positifs). Les résultats montrent la 

présence des galectines -3 et -9 dans les surnageants. 
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Ces résultats devront être complétés à l’aide de cellules de références : pool de lymphocytes 

B normaux. Des témoins positifs peuvent également être réalisée sur des surnageants de 

lignées cellulaires sécrétant les galectines, telles que les DLBCL (Shi et al., 2022). 

Des ELISA complémentaires pourraient également être réalisés pour les différents points de 

contrôle de la famille B7 trouvés comme étant surexprimés. De plus, il serait intéressant de 

préciser si les formes sécrétées sont exosomales ou non. Pour ce faire, les exosomes sécrétés 

par les LCLs pourraient être isolés par ultracentrifugation différentielle à partir des surnageants 

de culture avant des analyses par western blot. Il serait également possible de les capturer à 

l’aide de billes portant des anticorps dirigés vers des tétraspanines (CD63, CD81 ou CD9), 

puis de les marquer à l’aide d’anticorps fluorescents spécifiques des différents points de 

contrôle étudiées, avant l’analyse des billes par cytométrie en flux. 

 

Même si l’étude de l’expression des différents points de contrôle considérés individuellement 

est importante, il serait également intéressant de réaliser des multiples marquages prenant en 

compte les différents points de contrôle trouvés comme étant exprimés. Cela permettrait de 

tenir compte de la variabilité individuelle des cellules et de mettre en évidence si certaines 

d’entre elles présentent des co-expressions élevées, ce qui les rendrait plus susceptibles 

d’échapper à la surveillance immunitaire.  

En vue de réaliser des tests fonctionnels de ces points de contrôle sur l’inhibition des réponses 

anti-tumorales T et NK dans des modèles de co-cultures, il serait aussi important de prendre 

en considération les profils phénotypiques des T autologues et des NK pour les principaux 

récepteurs inhibiteurs associés. Nous pourrions étudier par cytométrie en flux, l’expression de 

PD-1 (récepteur de PD-L1 et PD-L2), CTLA-4 (récepteur de CD80 et CD86), LAG-3 (récepteur 

de galectine-3) et TIM-3 (récepteur de galectine- 9).  

Les expérimentations de co-cultures B tumoral/T pourraient être réalisées de manière similaire 

à celle décrite pour les expérimentations de potentialisation du traitement anti-PD-1 par les 

formules de vLMW-F : cellules de LCLs seules ou en présence de lymphocytes T cytotoxiques 

activés, sans traitement, après traitement par le contrôle isotypique ou par un anticorps 

bloquant le point de contrôle d’intérêt et analyse de la mort par apoptose des cellules de LCLs 

CD19+ par un test apoptotique annexine-V/IP. Plus le point de contrôle est inhibiteur, plus la 

mort par apoptose est augmentée en présence de l’anticorps bloquant.   

Concernant les cellules NK, les co-cultures pourraient être réalisées avec la lignée NK-92 

humaine (il n’est pas nécessaire de réaliser les expérimentations en système autologue). 

L’activation et la fonctionnalité des cellules NK (production de granzymes et perforine, 
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expression de CD107a, marqueur de dégranulation) pourrait être suivie simultanément aux 

études de cytotoxicité sur les cellules B tumorales (test apoptotique en annexine-V/IP). 

 

Comme indiqué dans notre mémoire, les points de contrôle étudiés sont la cible 

d’immunothérapies établies ou émergente (soit directement, soit par blocage du récepteur sur 

la cellule de défense). Des expérimentations sur des co-cultures B/T ou B/NK et mettant en 

jeu simultanément plusieurs anticorps bloquants pourraient être réalisées. Des combinaisons 

déjà existantes pourraient être testées : anti-PD-1 (blocage simultané de PD-L1 et PD-L2) plus 

anti-CTLA-4 (blocage simultané de cD80 et CD86) plus anti LAG-3 (blocage de la galectine-

3) ou anti TIM-3 (blocage de la galectine-9). Le récepteur de B7-H3 n’étant pas formellement 

identifié, un anticorps anti-B7-H3 pourrait également être testé.  

 

Une caractérisation plus complète des cellules B en latence III, ainsi que des lymphocytes T 

et des cellules NK et des expérimentations de co-cultures permettraient de mieux comprendre 

les interactions cellulaires mises en jeu et leur échappement à l’immunosurveillance.  

 

Des expérimentations complémentaires pourraient être réalisées en conjuguant les effets des 

vLMW-F et la régulation d’expression des galectines-3 et -9. Nous avons pu montrer qu’elles 

permettent de baisser leur expression totale.  Une analyse de l’expression transcriptionnelle 

permettrait de voir si cette dernière est affectée. De plus il serait intéressant de voir par des 

tests ELISA s’il y a également une baisse de la sécrétion et si elle met en jeu les mêmes 

mécanismes moléculaires que pour PD-L1 (rôle du réseau d’actine et du trafic membranaire). 

Des co-marquages du noyau (DAPI ou Topro-3), de l’actine-F (phalloïdine), des galectines -3 

et -9, ainsi que des lysosomes sécrétoires (immunofluorescence anti-galectines -3 et -9 et anti- 

Rab27a) pourraient être faits dans le cas des LCLs de manière à analyser la localisation des 

lectines et les modifications d’expression par microscopie confocale  Si une baisse de 

sécrétion est observée des expérimentations pourraient également être réalisées pour évaluer 

le rôle de galectines dans l’inhibition des réponses anti-tumorales T et NK lors d’incubation en 

présence des milieux de culture des LCLs. 

 

Comme les formules vLMW-F ont montré du potentiel à baisser l’expression de surface de 

PD-L1 et les expressions totales des galectines, la même méthodologie décrite précédemment 

servirait pour étudier leurs rôles dans la potentialisation des fonctions anti-tumorales des T et 

NK. Par contre, dans ce cas, l’utilisation d’anticorps bloquants ciblera à la fois plusieurs 
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récepteurs inhibiteurs surexprimés (anti-PD-1, anti-CTLA4, anti-LAG-3 et anti-TIM-3). Une 

potentialisation très probable des réponses immunes pourrait être une grande opportunité pour 

les immunothérapies.  

Enfin, nous voudrions également tester tous les effets du fucoïdane et des formules vLMW-F 

sur des modèles murins immunocompétents développant des lymphomes B (LMP1-CD40, 

Myd88 L265P) qui existent au sein du laboratoire. Nous pourrions administrer oralement ou 

injecter les traitements et étudier par la suite l’émergence et le développement tumoral. Des 

tests pourraient également être réalisés en présence d’anticorps bloquants des points de 

contrôle (seuls ou en combinaison), afin d’étudier leur rôle d’adjuvant. 

 

Le but de mon projet thèse était d’étudier les effets des formules vLMW-F sur les points de 

contrôle inhibiteurs – en particulier PD-L1 – surexprimés par les cellules B en latence III de 

l’EBV. Nous avons montré que les formules vLMW-F ont des effets antiprolifératifs et pro-

apoptotiques sur les cellules B en latence III de l’EBV et celles de DLBCLs, sans toxicité sur 

les cellules normales. De plus, ces fractions sont capables de baisser l’expression de surface 

de PD-L1 en altérant le réseau d’actine impliqué dans l’activité sécrétoire au niveau 

membranaire. Nous avons également identifié différents points de contrôle inhibiteurs (PD-L1, 

PD-L2, CD80, CD86, B7-H3) surexprimés à la surface des cellules immortalisées par l’EBV 

en programme de latence III et pu préciser d’autres n’étant pas exprimés (CD112, CD155, B7-

H4, CEACAM1, HVEM). 

Ce travail nous a permis d’identifier, pour la première fois dans le cas de lymphomes B, de 

nouvelles propriétés de formules de fucoïdane de très bas poids moléculaire sur des cellules 

tumorales qui se caractérisent par un profil potentiellement inhibiteur de la réponse immune. 

Nous avons présenté de nouvelles stratégies qui pourraient être prometteuses aux défis et 

limitations de l’immunothérapie et contre les aspects d’échappement au système immunitaire 

par l’EBV.  
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Points de contrôle inhibiteurs de la réponse immune exprimés par les lymphocytes B en latence III  

de l’EBV et fucoïdanes : exemple de PD-L1  

Le virus d’Epstein Barr (EBV) infecte plus de 95% de la population mondiale et persiste de manière 
latente dans l’organisme. Il a la capacité d’immortaliser les cellules B in vitro (LCLs (Lymphoblastoid 
Cell Line) – latence III) et in vivo, et est associé à plusieurs lymphomes. Les travaux antérieurs du 
laboratoire ont montré que les LCLs surexpriment le point de contrôle PD-L1 (Programmed Death-
Ligand 1) responsable de l’expansion des T-régulateurs et de l’inhibition des T-effecteurs via l’axe PD-
L1/PD-1. Il peut inhiber la réponse immune (T et NK) et est visé en immunothérapie, avec de nombreux 
défis et limitations, d’où la nécessité de trouver de nouvelles stratégies tel que la baisse au préalable 
de son expression. Le fucoïdane est un polysaccharide sulfaté extrait des algues brunes et connu pour 
ses activités anti-tumorales et immunomodulatrices, en fonction de son poids moléculaire et de son 
niveau de sulfatation. Le but de ma thèse a été de tester l’effet de deux formules originales de très bas 
poids moléculaire (vLMW-F) avec différents niveaux de sulfatation. Nous montrons leurs effets 
antiprolifératifs et pro-apoptotiques sur les LCLs et DLBCLs (Diffuse Large B Cell Lymphoma), ainsi que 
la baisse de PD-L1 aux niveaux transcriptionnel et à la surface cellulaire (par altération du cytosquelette 
d’actine et limitation du trafic sécrétoire). Il n’y a aucun effet cytotoxique sur les cellules normales. La 
seconde partie de ma thèse vise à préciser le profil immuno-inhibiteur des LCLs par les points de 
contrôle. Nous avons mis en évidence l’expression de PD-L1, PD-L2, CD80, CD86 et des galectines -3 et 
-9 et plus faiblement de B7-H3, ainsi que l’absence d’expression spécifique de B7-H4, CD112, CD115, 
CEACAM1 et HVEM. Nous avons également montré la baisse d’expression des galectines par les vLMW-
F. Ces travaux mettent en évidence une nouvelle stratégie prometteuse de l’utilisation des vLMW-F 
comme adjuvant aux immunothérapies visant en particulier l’axe PD-L1/PD-1. Des études 
fonctionnelles in vitro sur des modèles de co-culture avec des T autologues et des cellules NK, et des 
études in vivo sur des modèles tumoraux murins constituent les prochaines étapes.  

Mots clés : EBV, latence III, PD-L1, fucoïdane, vLMW-F, point de contrôle, immunosurveillance. 
 
Immune response inhibitory checkpoints expressed by EBV latency III B cells and fucoidans: example 
of PD-L1  

Epstein Barr virus (EBV) infects more than 95% of the world population and persists latently in the 
body. It has the ability to immortalize B cells in vitro (LCLs (Lymphoblastoid Cell Line) – latency III) and 
in vivo, and is associated with many lymphomas. Previous laboratory work has shown that the LCLs 
overexpress the checkpoint PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) which is responsible for the 
expansion of regulatory T-cells and the inhibition of effector T-cells via the PD-L1/PD-1 axis. It inhibits 
the immune response (T and NK) and is targeted in immunotherapy, with many challenges and 
limitations, hence the need to find new strategies such as lowering its expression. Fucoidan is a 
sulfated polysaccharide extracted from brown algae and known for its anti-tumor and 
immunomodulatory activities, depending on its molecular weight and sulfation level. My thesis aims 
to test the effect of two original formulas of very Low Molecular Weight (vLMW-F) with different 
sulfation levels. We showed their anti-proliferative and pro-apoptotic effects on LCLs and DLBCLs 
(Diffuse Large B Cell Lymphoma), as well as PD-L1 decrease at the transcriptional level and at the cell 
surface (by alteration of the actin cytoskeleton and limitation of secretory traffic). There is no cytotoxic 
effect on normal cells. The second part of my thesis aims to clarify the immuno-inhibitory profile of 
LCLs by checkpoints. We highlighted the expression of PD-L1, PD-L2, CD80, CD86 and galectins -3 and 
-9 and more weakly of B7-H3, as well as the absence of specific expression of B7-H4, CD112, CD115, 
CEACAM1 and HVEM. We also showed the decrease in galectins expressions by vLMW-F. This work 
highlights a new promising strategy for the use of vLMW-F as an adjuvant to immunotherapies 
targeting in particular the PD-L1/PD-1 axis. Functional studies in vitro on co-culture models with 
autologous T cells and NK cells, and in vivo studies on murine tumor models are the next steps. 
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