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Résumé

Véritable immunothérapie adoptive, l'allogreffe dgellules Souches Hématopoiétiques
(CSH) est destinée a prévenir la rechute d'une pathee maligne grace au combat
immunologique du greffon contre la maladie (eff&lG Graft Versus Leukemiadans lequel
les lymphocytes T apportés par le greffon sontrdéteants. lls peuvent aussi compromettre
le résultat escompté, en induisant une réactiogrdtion contre I'héte (GVHGraft Versus
Hosi qui reste une complication redoutée de I'allffgre

Dans une précédente étude prospective portantzsuoo@ples donneur/receveur nous avons
pu étudier l'impact de la composition du greffon aslules T de phénotypes naifs et
mémoires sur le devenir des receveurs d’allogredffgzartir d'un donneur HLA-identique
apparenté ou non; et nous avons pu démontrer quotoportion élevée de lymphocytes T
CD4'CCR7 dans le greffon était un facteur de risque deulvesue, la précocité et la
sévérité de la GVH aigué, sans influence sur la @GYkbnique ou la rechute. Dans le but de
séparer I'effet GVL de la GVH, nous avons vouluavers les travaux de cette thése, étudier
le concept d’une T déplétion partielle et sélectiuegreffon en lymphocytes T CD@CR7.

Nos travaux se sont scindés en trois parties :

1) Au plan clinique, nous avons pu confirmer nogcpdents résultats sur une cohorte
additionnelle de 137 patients. Non seulement, mvaesis confirmé qu’une proportion élevée
de lymphocytes T CO£L£CR7 dans le greffon était un facteur de risque deufaenue de la
GVH aigué, mais également, nous avons observefanpg&férentielle de la sous-population
naive des lymphocytes T CD4ur l'incidence de la GVH aigué. Bien entendu,umuipact
sur I'incidence de la rechute post-allogreffe @ énregistre.

2) Dans un modéele expérimental utilisant des ceftlymphocytaires en présence des cellules
dendritiques provenant des six couples (frere/sotiltA-identiques, nous avons pu
démontrer que les lymphocytes T CDdaifs déclenchaient la réponse allogénique la plus
importante et avec un degré moindre les cellulesnon@&s centrales par rapport aux
effecteurs mémoires T CD4Ces résultats non seulement, validentitro les constatations
clinigues mais aussi mettent I'accent sur le réippndérant des lymphocytes T naifs dans
I'alloréactivité, notamment en situation de comipiéité HLA.

3) Nous avons dans la troisieme partie pu démontreme déplétion partielle sélective des
greffons en lymphocytes T CD@CR7 naltére pas les réponses immunologiques
secondaires vis-a-vis des virus.

La suite de nos travaux se focalise sur 'effelad@éplétion partielle sélective des greffons en
lymphocytes T CD4ACCR7 sur la réaction anti-tumorale du greffon dansitaasion HLA
compatibilité chez 'lhomme.

Nos résultats constituent une pierre angulaire teencept de déplétion partielle sélective
des greffons en lymphocytes T CIMCR7, ex vivo chez 'homme, en vue de réduire
lincidence de la GVHD sans altérer la réponse -mfdictieuse ou tumorale du greffon
notamment chez les donneurs présentant un taug éievymphocytes T CD4naifs et/ou
mémoire centrale .



LISTE DES ABREVIATIONS

Allo-CSH : Allogreffe de Cellules Souches Hématd@iojues.

CCR : Récepteur des chimiokines a deux cystéinesgres.
CD : Cellules Dendritiques.

CLP : Compartiment Lymphocytaire Périphérique.

CMV : Cyto Mégalo Virus.

CPA : Cellules Présentatrices d’Antigene

CSH : Cellules Souches Hematopoiétiques.

CSP : Cellules Souches Périphériques.

EBV : Virus d’Epstein-Barr.

G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor.

GVH : Graft-Versus-Host (réaction du Greffon corikte).

GVHD : Graft-Versus-Host Disease (maladie de Greffontre I'HGte).
GVL : Graft-Versus-Leukemia (réaction du greffomtie la leucémie).

HVG : Host-Versus-Graft (réaction de I'H6te congeGreffon).

ICT : irradiation corporelle totale.
IFN-y : Interféron-Gamma.
IL- : Interleukine-.

LAL ; Leucémie Aigué Lymphoblastique.
LAM : Leucémie Aigué Myéloblastique.

MLR : Réaction mixte lymphocytaire (mixed lymphoegtreaction)
mHA : Antigénes mineurs d’histocompatibilité
MO : Moelle Osseuse.

Tem: T cell Central Memory.
Tem: T cell Effector Memory.
T+1p: T cell Effector Terminally differenciated.
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INTRODUCTION



L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiqadie-{SH) peut étre le seul traitement
curatif pour un certain nombre de maladies hémaimgl@g malignes. Cette technique a été
introduite de facon réguliere a partir des années ddis I'arsenal thérapeutique
hématologique et dont le but est d’assurer la r&tttotion hématopoiétique apres traitement
intensif et potentiellement myéloablatif d’'une ntéamaligne et plus rarement pour corriger
un déficit constitutionnel ou acquis du tissu hémpatétique : aplasies médullaires, déficits
immunitaires combinés séveéres, certaines hémogiphthies notamment et surtout, de
réaliser une véritable immunothérapie adoptive nesable d'un effet anti-tumoraf * *C’est
G. Mathé en 1965 qui a introduit le concept d'immthéoapie adoptive.En 1990, Horowitz
et al. ont apporté, dans une étude du registrenatienal (IBMTR) incluant un nombre
important de malades, la confirmation de I'effet gheffon contre la leucémie (GVL) en
montrant un taux de rechute plus élevé chez lesmatallogreffés a partir d'un donneur

syngénique ou d’un greffon T-déplété

La moelle osseuse (MO), siege de I'hématopoiesst anposée, initialement, comme
source logique de cellules souches hématopoiétigi@d). Néanmoins, et depuis les années
90, deux autres sources de CSH peuvent étre aslisé¢’'une part, le prélévement des cellules
souches périphérigues (CSP) apres mobilisationlgiméade celles-ci par un facteur de
croissance hématopoiétique, généralement le G-GSfanglocyte-Colony Stimulating

Factor), et d’autre part, le sang placentiire.

Le donneur sélectionné est le plus souvent un meabia fratrie HLA (human leucocyte
antigen) compatible. Toutefois, en I'absence de danfamilial, la greffe peut étre effectuée
a partir de CSH d’'un donneur non apparenté HLA-catibfe. La compatibilité HLA est
souvent appréciée, tout au moins en France, pgpége en biologie moléculaire des alleles
A, B, Cw de classe | et DRB1, DQBL1 de classéLlbrsque I'identité HLA entre donneur et
receveur n'est pas parfaite, on parle de « grefiematch ». Mis a part le cas de greffe
syngénique, il existe toujours une différence dddempatibilité entre le donneur et le
receveur HLA-compatible, due aux antigenes minelhgtocompatibilité (mHA). Ce sont
des peptides issus de protéines cellulaires polyhigues® qui sont codés par des génes
dotés d’'une variabilité allélique situés a I'exéén du complexe majeur d’histocompatibilité.
lls sont présentés par les molécules HLA de classell ° *° ! de maniére directe par les

Cellules Présentatrices d’Antigene (CPA) du receweuindirecte (captées et présentées par
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les CPA dérivées des CSH greffé&S)A noter que I'expression de ces antigénes mineurs
differe d’'un tissu a l'autre et peut étre restreinCertains sont normalement exprimeés
exclusivement sur les cellules hématopoiétidtiess différences antigéniques entre donneur
et receveur concernant éventuellement les antiggragseurs et/ou antigenes mineurs sont

responsables des réactions allogéniques post-greffe

Le greffon apporte en effet non seulement des esllgbuches hématopoiétiques,
mais aussi des cellules différenciées (notammemplypcytes T, B naifs et mémoires et
cellules NK...). Outre la prévention du rejet du waf (HVG : Host-Versus-Graft) par le
systeme immunitaire résiduel du receveur et lanstitoition de son systeme immunitaire
détruit par le conditionnement, ces cellules pigrtict directement a deux réactions
immunologiques distinctes : L'une est souvent @&tla maladie du greffon contre I'héte
(GVH : Graft Versus Host) et l'autre dite « bénékg» (GVL : Graft-Versus-leukemia)
constitue le principal objectif de Il'allo-CSH quteBélimination des cellules tumorales
résiduelles. Outre le type de greffon (MO versu$C& son contenu en lymphocytes T, la
déplétion lymphocytaire du receveur induite parctenditionnement et les stimulations
antigéniques post-greffe (tumeur, infections..) jguan réle important dans la nature et

I'intensité de ces réactions.

A)- GVH et GVL : Méme réaction mais différents tissis cibles

1) La réaction du greffon contre I'h6te (GVH) :

C’est une des complications majeures de I'Allo-C&$ponsable d’une morbidité et
d’une mortalité trés importantéd.a GVH peut se présenter sur un mode aigu, classignt
dans les quatre premiers mois qui suivent la gredfeec des manifestations cutanées,
hépatiques ou digestives prédominantes. Elle pgalegent survenir plus tardivement (GVH
chronigue) soit aprés une GVH aigué st@tnovo.Ses manifestations sont alors tres variées,

donnant des tableaux cliniques qui pourraient égndas pathologies auto-immunes.

La physiopathologie de la GVH aigué peut étre éwien trois phases successives :
(figure 1)
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Dommage tissulaire lié au conditionnement
Le dommage tissulaire est le catalyseur nécessairdéveloppement d’'une GVH

rapide. Le dommage a lieu souvent avant le trangfes cellules allogéniques (greffe). La
pathologie maligne sous-jacente, les effets detemnants préalables et le conditionnement
sont responsables d’une sécrétion importante dekioys et chimiokines pro-inflammatoires
conduisant, notamment, & une activation précoceCies de I'hote™* *° Cette inflammation
tissulaire entraine l'activation des CPA et leurgration vers les organes lymphoides

secondaires.

L’identité et la localisation des CPA responsalnled’induction d’une GVH ont fait
'objet de beaucoup de travaux. La famille des Cébmporte plusieurs types cellulaires
notamment les cellules dendritiques (CDs), les myigs/macrophages et les lymphocytes B.
Le rble respectif de ces difféerentes cellules di@nsléclenchement de la GVH aigué est
difficile a établir. Un certain nombre d’argumetdgssent supposer que les CD résiduelles de
I'héte jouent un rdle important dans l'induction e GVH aigué®™ *® En effet, les CDs
tissulaires ne se divisent pas frequemment, esteggi donc au conditionnement subi par le
receveur. Des CDs spécifiques de tissus telleslapieellules de Langerhans joueraient un
réle dans l'initiation de la GVH spécifique d’orgarDans un modéle murin, la déplétion en
cellules de Langerhans de 'héte avant la réinpecties lymphocytes allogéniques prévient la

survenue d’'une GVH cutanéé

Bien que les CPA résiduelles du receveur soienspathsables et suffisantes pour
linduction d'une GVH aigué®®. cette derniére, une fois initiée, peut étre afiégli et
entretenue par des CPA dérivées des CSH du dofhEuEn effet, la durée de vie des CDs
varie entre une et plusieurs semaines selon le ttsl'origine des CDs. De plus, les
lymphocytes activés du donneur vont détruire les @B I'hdte conduisant au remplacement
de celles-ci par les CDs de type donnEurLe renouvellement des CDs sanguines se fait
conjointement avec la repopulation myélofdé? et, pour les CDs cutanées, un chimérisme
quasi-complet de type donneur est obtenu dura@f®mois en cas de conditionnement

myéloablatif, le " mois en cas de conditionnement attétifé

12



Activation des lymphocytes-T du donneur
Des données récentes ont montré le role importaniydghocytes T du donneur dans

le déclenchement de la GVH aigué.

Alors que l'incompatibilité HLA donneur/receveur diasse | ou de classe Il stimule
les réponses T CD8ou CD4, le role respectif de chacune des deux populations
lymphocytaires T CD4et CD8 dans l'induction d’'une GVH aigué est moins clairaas de

greffe HLA compatible notamment génoidentique.

Chez 'hnomme, les déplétions sélectives en cellleé8D8" des greffons médullaires
entrainent une réduction significative de l'incideret de la sévérité des GVH aigd&sPar
contre, I'élimination de cette population cellugisemble entraver la prise de gréffeDe
plus, il semblerait exister une corrélation entenbmbre de cellules T CD4u CD8
greffées et I'incidence de la GVH aigéDe méme, aprés un conditionnement d’intensité
réduite, on a pu observer une corrélation entreldse de lymphocytes CD&reffés et
l'incidence de la GVH aigu& ?° Aprés conditionnement myéloablatif, par contreddse de
lymphocytes T CD4 ou CD8 administrés n'influence pas la survenue de GVHiéigu

chronique.

Ces discordances peuvent s’expliquer par la fadpmntité de lymphocytes T
alloréactifs nécessaires a I'induction d’une GVH1(@xlymphocytes T /kg en I'absence de
disparité HLA * et 1x1d lymphocytes T /kg en cas de greffe mismatthMéme en
considérant que les lymphocytes T CDnt les effecteurs principaux de la GVH, leur
différenciation requiert une coopération avec {gasghocytes T CD#? ** qui renferment a
I'état basal la majorité des cellules alloréactivés Ainsi, I'élimination préalable des
lymphocytes T CDBspécifiques des antigénes mineurs immunodomimdetspéche pas le

développement d’une GVH ciblée sur d'autres alliggmes®.

Les études dynamiques du trafic cellulaire ont ems évidence la migration des
lymphocytes T du donneur dans les organes lympbhaideondaires avant le déclenchement
de la GVH?® *": Bien que les plaques de Peyer aient toujours@iséidérées comme un site
privilégié de l'activation des lymphocytes T du denr dans le déclenchement d’'une GVH
aigué, des études récentes ont montré que l'irmudtune GVH léthale peut étre déclenchée

aprés un conditionnement myéloablatif méme en &abs de plaques de Pey&r
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Le rdle crucial des organes lymphoides secondalegs I'initiation de la réponse

allogénique est démontré expérimentalement chezatemaux dont les récepteurs de

domiciliation ont été bloquéd® *°

fll 42 43 44

. OuU recevant des antagonistes ou des anticorps ant

récepteu

Attaque des tissues cibles
La phase finale de la GVH est caractérisée pardsgion des tissus cibles. Cette

agression est induite directement par les effesteyiotoxiques (lymphocytes T cytotoxiques
et cellules NK)* et indirectement par I'orage cytokinique. Les cymtels jouent un role
important dans le dommage tissulaire, et permettentercer des effets collatéraux sur des
cibles n’exprimant pas I'alloantigéfi® La polarisation du lymphocytes T effecteurs CB#
CD8' de type Thl et Tcl semble jouer un réle prédontinaais, particulierement dans la

GVH chronique, la polarisation Th2/Tc2 contribualégnent & la pathogen&€é® 49

Le contrdle de l'alloréactivité post-greffe refletenc un ensemble d’interactions entre
le systeme immunitaire inné et I'nmmunité adaptatgr@dce aux cellules du greffon. Les
cellules natural killer T (NKT), natural killer (NKlymphocytes T régulateurs, lymphocytes
T yd les CPA régulatrices et les cellules mésenchymsateparticipent a des degrés divers au
développement de la GVH, mais les expériences plietittn montrent que les lymphocytes T
CD4" et CDS8 alloréactifs activés dans les organes lymphoide®rsiaires ont un réle
déterminant dans la genése de la GYH.

Alors que la physiopathologie de la GVH aigué pamantivement claire, celle de la
GVH chronique reste tres mal connue. La survenus fardive de la GVH chronique et les
manifestations cliniques différentes de cellesad&YH aigué laissent a penser que la GVH
chronique répond a d’autres mécanismes et schéraatvdtion lymphocytaire T et B
entrainant des manifestations d'auto-immuriité Récemment, la détérioration dans la
fonction de sélection négative thymique a été évequ@mme meécanisme probable de la
GVH chronique™.
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CPA
donnenr

-1, IL-G,
THF-u

-7, 1L,
THF-, LPS

Mabve CDA*

[

Modifié d’aprés, ES Morris and GR Hill, British jmal of haematology, 2007.

(1) Lorage cytokinique induit par le conditionnerhentrainant I'activation des CPA, (2) représente
I'étape d’'activation lymphocytaire dans les orgalyesphoides secondaires de voisinage et (3)
représentent la destruction des tissus cibles.

Figure 1. Physiopathologie simplifiée de la réaction aiguégieffon contre I'hote
(GVH).

Etape 1 dommage tissulaire attribuable, tout au moins sdées allo-SCH a
conditionnement myéloablatif, a la maladie sousijge, aux traitements antérieurs et
au conditionnement, conduisant a la génération dgmaaede quantité de cytokines
pro-inflammatoires (TNF, IL-1, IL-6...) qui, a leuodr, stimulent l'activation des
CPA de I'hote. La translocation a travers la pardgestinale endommagée des
lipopolysaccarides (LPS) et autres produits bastériva stimuler le systeme
immunitaire inné et accroitre la cascade des ayeskiet chimiokines pro-
inflammatoires.

Etape 2-es lymphocytes T du donneur apres migration desm®rganes lymphoides
secondaires sont stimulés par les CPA résiduekeBhdte générant des puissants
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (CD#nais aussi CD3. Les lymphocytes T du
donneur sont également différenciés vers une galéon Thl et Tcl avec production
des cytokines (notamment linterférgn-IFN-y) responsables de I'activation des
monocytes/macrophages. Apres la disparition des G@®Ahbte, les CPA dérivées
des CSH greffées entretiendront la réponse allogéni

Etape 3-attaque des tissus cibles du receveur directempantles CTL (voie
cytotoxique directe) et indirectement par les cyteki (voie des cytokines pro-
inflammatoires).
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2) L’effet du greffon contre la maladie maligne (GVL) :

Sans méconnaitre la contribution des lymphocytesddy cellules NK et autres
effecteurs, I'effet anti-tumoral du greffon peutreéexpliqué par la reconnaissance de la
tumeur par les lymphocytes T du donneur. Le rokeldenphocytes T a pu étre démontré par
transfert adoptif des clones anti-leucémiqees’. Un mécanisme de reconnaissance direct

semble impliqué.

Différents types d’antigénes peuvent étre des sitks effecteurs de la GVL tels que
les mHA d’expression restreinte sur les cellulen&®poiétiques en particulier HA-1 et HA-
2 53435 %6 BCL2AT" et HB-1*® ou des antigénes associés & la tumeur (TAA) ou

surexprimés par celle-ci (ex : protéinase 3 des L&MMC, *° idiotypes du myélome).

A coté des réponses cytotoxiques T COB-a-vis des mHA et TAA, des réponses
dépendantes des lymphocytes T CB4nt également impliquées dans la genése detl'effe
GVL®. Alors que certains mHA sont restreints aux mdEsHLA de classe | (cibles de
lymphocytes T CD¥, d’autres sont restreints aux molécules HLA dessé Il (cibles des
lymphocytes T CD% ° ®%. Les plus connus sont les mHA localisés au chromesY (HY)
apportant une explication probable a I'effet GVLsekvé au décours des greffes dites « sex-
mismatch ». L'impact de la différence de sexe edtmeneur et receveur a été démontré chez
des patients de sexe masculin ayant recu une effegx partir d’'un donneur de sexe féminin
°5 626364 par ailleurs, l'intérét des mHA restreints aux éeoles HLA de classe Il réside
dans la coopération cellulairf® entre lymphocytes T CD4(inducteur/helper) et CD8
(effecteur), une CPA présentant les deux types ldA assurant I'appariement des 2 types de
lymphocytes T°.

Il est actuellement bien établi que les cellules plssedent la capacité singuliere
d'exercer un effet GVL sans GVHD via leurs récemewppelés «Kkiller Cell
Immunoglobulin-like Receptors » ou KI®R. L e mécanisme de reconnaissance des cellules
tumorales par les cellules NK s'effectue soit \@a técepteurs inhibiteurs (KIR) ou des
récepteurs activateurs tels que le « NKG2D » ligaowar les molécules HLA classe | ou des
molécules de stress exprimées par les cellulestéde ou bien par les cellules tumorales (Fig
2)

En situation d'allogreffe haplo-identique, le r@etentiel anti-tumoral des cellules

NK, est actuellement bien démonffé L es molécules HLA exprimées chez le receveur et
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absentes chez le donneur constituent le ligand kiRt de I'effet GVL notamment dans les
leucémies aigues myéloblastiques allogreffées wratgdn haplo-identique avec mismatch
HLA-C group 2° En effet I'incompatibilité entre le recepteur KIBSsles molecules CMH
classe | semble jouer un rdole déterminant danodiaffe comme lillustre une nette
diminution du taux de rechute des leucémies aigugéloblastiques?® cependant non
confirmé dans les leucémies aigues lymphoblastifjusks).

L'analyse de 2 grands registfs "*ont montré que la présence d'un KIR plus actif
chez le donneur est associée a une amélioratita sigvie sans progression et une baisse du
taux de rechute. Afin d'optimiser l'effet GVL de®imcoles sont en cours consulatble sur : .

www.clinicaltrials.gov permettant de tester la potentialisation des leslluNK par

l'administration d'IL15 ou par une combinaison oyatie entre le génotype KIR et le génotype
HLA.

Cellule
tumorale
MIC .
" @ CMHI L.IL;BF‘ i j
] - E!-s ) VD Erans .
IFN-y, TNF-cr, . % Granzymes,
GM-CSF \ - Hﬁ < perforines
W, ASL < Wil AL
. S KIR _A\.'L« == N ﬁ
NKG2D/
DAFPTO
Cellule NK
H"NJY f IFN-ox, ||'N—B,

J 1L-12

Cellule
dendritique

Figure 2. Mécanismes d'action des cellules Natural KillersKiNsur les cellules
tumorales (Tougeron et &ulletin du Cancer, 2013, 100, 283-94.es cellules
NK expriment des récepteurs inhibiteurs (KIR) et dEsepteurs activateurs (NKG2D)
qui lient les molécules du CMH de classe | et diffiies molécules de stress exprimées
par les cellules infectées ou par les cellulesgnab. Si I'équilibre est en faveur des
KIR celui-ci conduit a I'activation des cellules N&t la lyse de la cible via divers
mécanismes : le systeme perforine granzyme, lessviéas/FasL, TRAIL/TRAIL-R ,
IFN-y et le TNFe.

KIR : Kkiller cell immunoglobulin-like receptor ; IFN interferon ;TNFe : tumour
necrosis factor-alpha ; GM-CSF : granulocyte-macagehcolony-stimulating factor ;
TRAIL-R : TNF-related apoptosis-inducing ligandceptor ;CMH : complexe majeur 17
d’histocompatibilité.




3) Interactions entre GVL et GVH :

Weiden et al. ont observeé, dans une étude réalisk®@9, un taux de rechute moindre
chez les patients allogreffés pour une leucémieéaimyant présenté une GViUn effet
protecteur de la GVH, qu'elle soit aigué ou chroeigaontre la rechute a été également

observé dans d’'autres étudées'.

Toutes ces réactions immunologiques (GVL et GVH)liquent les lymphocytes T du
donneur et sont apparemment interdépendantes lde staite que toute manipulation du
greffon visant a modifier l'intensité de 'une ditem elles conduira inévitablement a modifier
l'intensité de l'autre. A titre d’exemple, la déptin ex-vivo du greffon en cellules-T peut
atténuer, voire prévenir, la GVH mais, en méme tnppovoquera un retard dans la
reconstitution immunologique post-greffe responsalfun taux élevé de rechute et
d’infections opportuniste&. Dans une étude comparant 35 allogreffes non Tétiées & 36
greffes T-déplétées, Maraninchi et al. ont retroundaux de rejet de greffon et de rechute de
la maladie sous-jacente statistiguement supérimais un taux de GVH aigué nettement
inférieur chez les patients recevant un greffonéplété par rapport a ceux recevant un

greffon non manipulé&.

En 1990, Horowitz et al, ont apporté, dans uneectlidregistre international (IBMTR)
incluant un nombre important de malades, la cordirom de I'effet GVL en montrant un taux
de rechute plus élevé chez les patients allogréffpartir d’'un donneur syngénique ou d’un
greffon T-déplété. Certaines études suggérent que la déplétion drefton réduise de facon
plus marquée la GVH aigué que la GVH chroniffe.

Bien que la GVH puisse avoir un effet adjuvant BurGVL, "® certaines données
cliniques et expérimentales laissent a penser gs@eux effets sont médiés par des clones T

différents’’ "8

Plusieurs équipes ont publié des travaux visaeéorcer I'effet GVL par I'utilisation

de greffon T-déplété suivie soit par une adminiitrade cellules NK alloréactives ®. soit
par une réinjection de lymphocytes T « allo-regtep dirigés contre des antigénes mineurs
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d’histocompatibilité et dont I'expression seraihiiée aux seules cellules hématopoiétidies,
79 80 81 82 Toutefois, I'orage cytokinique peut induire I'eession des ces antigénes sur
d'autres cellules que les cellules hématopoiétigekss que les cellules épithéliafé<, ce
qui peut expliquer les résultats discordants coradrles alloantigenes HA-1, cibles d’'une
GVL mais aussi d'un effet GVF.>>%08°

Afin de dissocier I'effet GVL « bénéfique » de lavB, plusieurs approches ont été
essayées. Ainsi, I'équipe de Besancon a déja psbhéexpérience en testant la T-déplétion
conditionnellein vivo en présence de GV D'autres équipes ont rapporté les résultats d’une
délétion spécifiquex vivodes lymphocytes T alloréactifs dans le cadre desCSH 2 ou

d’induction d’une anergi&'.

Les données présentées ci-dessus indiquent quantegnes impliqués, les clones
lymphocytaires T et les mécanismes d’induction d&sonses effectrices ne sont que
partiellement communs aux effets GVH et GVL. Desuléts prometteurs d’élimination ou
d’inactivation des lymphocytes T alloréactifs orfjad été obtenus. Il apparait aussi que la
GVH exerce au minimum un effet adjuvant sur la niggoGVL et qu’une réponse alloréactive
infraclinique ou cliniquement acceptable et comtblé peut non seulement favoriser le
contrble des cellules leucémiques (qu’elles expmimdes alloantigénes ubiquitaires ou
restreints) mais aussi renforcer I'action des ctospécifigues des antigénes tumoraux par

l'intermédiaire des cytokines pro-inflammatoiressaiproduites.

Dans l'attente que les procédures d’inductiorvitro de clones anti-leucémiques non
alloréactifs ou de déplétion a la demande des sgmimdésirables soient disponibles pour un
usage de routine, on peut se demander commeninpasition du greffon non manipulé peut

influencer I'évolution de la greffe et son effetmmanothérapeutique.
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B) Réles des lymphocytes T naifs et mémoires en &CSH

1) Immunité hétérologue

Les deux populations lymphocytaires T Csli CD8 sont trés hétérogénes. Si a la
naissance la quasi-totalité des lymphocytes T @&sentres vite en contact des antigenes il y
a génération des cellules effectrices et mémoikes. lymphocytes T effecteurs sont
immédiatement actifs et peuvent se disséminer dass tissus peériphériques mais
disparaissent en tout ou partie apres éliminateahtigene tandis qu’une population de

lymphocytes T mémoire persiste.

A distance d’une infection aigué, coexistent doanglle compartiment lymphocytaire
périphériqgue des lymphocytes naifs T et des lymytescT mémoires qui s’accumulent
avec I'age suite aux expositions antigéniques.dpentoire des sous-populations naives est
extrémement diversifié (estimé & plus de 20 £ d@ spécificités pour les lymphocytes
CD4" chez 'hnomme) alors que celui des sous-populatimésnoires est évidement plus

limité (environ 0.1-0.2 x 19.%8

En absence d’exposition antérieure a des alloarggméon s’'attend a ce que les sous-
populations lymphocytaires T naives soient respulasade la réponse allogénique, et
effectivement on estime que les sujets sains omhains 0.25 x 1Dclones allogéniques
distincts®* #°. Cependant, plusieurs arguments plaident en faeudle des lymphocytes T
mémoires dans I'alloréactivif® D’'une part, on peut détecter des lymphocytes drégictifs
avec un phénotype « mémoire » chez des sujets xposés & des alloantigén&s™ et
d’autre part, certaines observations cliniqgues igoaht l'influence des expériences
immunologiques passées du donneur : le risque dd &¥ccroit avec I'age du donneur,
mais aussi le nombre de grossesSeke chimérisme materno-foetal peut entretenir les
clones mémoires chez la méfenais aussi immuniser les enfants contre les argg@on
génétiquement hérités de leur nitginfluence du passé immunologique a pu étre
démontréen vitro par la mise en évidence d’une réactivité croisgse akllules T CDZou

CD8" anti-EBV, % *7 anti-CMV *8 ®° ou anti-HSV!?° 1% vis-a-vis de cellules allogéniques et
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qui peut caractériser 1 & 10% des clones ‘Cépkcifiques de I'agent infectiedX? La
survenue de la GVH pourrait donc étre favoriséelgagactivité accrue des lymphocytes T
éduqués du donneur vis-a-vis des tissus ciblegckveur (immunité hétérologue) d’autant
plus que les cellules T mémoires possedent un sBadtivation inférieur au seuil
d’activation des cellules naives et une capacit&tionnelle généralement plus rapide a

mettre en ceuvre et plus diversifiée

Dans une étude de notre laboratoire, nous avorfgro@l’ impact des caractéristiques
du donneur (age, sérologie..) sur la compositiogreéffon. Bien que le sexe du donneur, le
nombre de grossesses, le passé infectieux et taesda CSH conditionnent la composition
du greffon, aucun facteur prédictif des proportioes sous-populations lymphocytaires T

n'a été retrouvé®

Les réponses allogéniques post-greffe sont donceptibles, selon le passé
immunologique du donneur, d'impliquer des lymphesyT naifs et ou des lymphocytes T
mémoires ayant des réactivités croisés avec leardibenes de I'hote. Cette hétérogénéité
est encore accrue si I'on prend en compte le faé Lon définit maintenant plusieurs
catégories de cellules T mémoires, caractériséas Ilgars profils de marqueurs
membranaires, leurs répertoires clonotypiques, sleaptitudes migratoires, leurs
domiciliations et leurs fonctionnalités (productide différentes cytokines et chimiokines ;

cytotoxicité immédiate ex vivo» ou seulement apres stimulation).
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2) Hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle dégmphocytes T CD4 etCD8"
du compartiment lymphoide périphérique (CLP):

Répartition, migration et fonction de la population T

Chez un sujet sain, les Ly T (CD3) représentent 60B8% de I'ensemble des cellules
monocytaires et 80 a 90% de la population lymphaioyttotale avec des variations
individuelles notable (Fig 3). Les lymphocytes Bg@s en périphérie sont soit de phénotype
CD4+ , (2/3), soit CD8+ , (1/3) expriment pour lajorité d’entres eux le TGER (>90%);
la population CD4-CD8- minoritaire dans le sangcwiant (<10%) exprime en grande
partie TCR:3 1%

Figure 3 : Répartition des différentes sous-populations lynepteires. Les
Ly T constituent 80 & 90% de la population lymphaag. La majorité des
TCD4+ et TCD8+, ont un TCRif et une minorit¢ un TCR. Cette

population est CD4-CD8-. (D’aprés Immunobiology,"7édition Galand

Science 2008).
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Les TNs, & la sortie du thymus expriment faiblemiestmolécules d'adhésidfr, ces
lymphocytes peuvent étre autoréactifs s’ils ont ppBaaux processus de sélection négative
dans le thymus en interragissant avec les antigéloes ils sont spécifiques. Ces TNs
autoréactives sont elliminés soit par délétion alenou rendues anergiqu®s'®’ Les
lymphocytes survivants exerceront des fonctionsotfices de nature extrémement diverses,

ils se déclinent en différents sous-populations, ly T auxilliaires '

et les Ly T
cytotoxiques (CTL) qui exercent leur activité par orécanisme d’exocytose (systeme
perforine-granzyme) ou par l'intermediaire de malés membranaires ou solubles ( Trall...)
19 Drautres cellules exercent une fonction régutatrivisant & controler la réponse
immunitaire et/ou a prévenir les désordres automsn Les fonctions régulatrices sont
acquises dans le thymus pour les Ly Treg natu@i¢, CD25+, Foxp3+) ou sont générés
en périphérie pour les T régulateurs indiifs*. Le répertoire immunitaire est constamment
modifié par I'exposition aux antigenes environnetagr. Chez I'adulte 40 a 50% des LyT
périphériques ont un phénotype mémoire généré air pde TNs dans differentes
circonstances: exposition aux Ags bactériens oauxir aux transfusions ou encore apres
transplantation ou suite & une gross&dsé’induction du phénotype memoire requiére
linterraction avec la CPA. Les TNs donnent a l&miere division un nombre égal de

lymphocytes mémoires et de lymphocytes éffectdiig 5).

Naive T cells require signals from
contact with self-peptide:self-MHC
complexes, and the cytokines IL-15 and
IL-7 for survival
A B
L4 A cytokines
self peptide TCR
APC ) ) )
= Figure 5 La survie des lymphocytes naifs
Naive T cell encounters antigen en périphérie est tributaire du contact avec
des Ag du soi et de la presence des
cytokines IL7 et IL15 .Dés leur premére
rencontre avec un Ag étranger présenté par
AP la CPA le lymphocyte naif donne un
= =\, nombre égal de lymphocyte mémoires et
Most activated Some activated effecteurs. ‘
T cells become oo S (D'aprés Immunobiology, 7 édition
@ or cells - 3 .
o le A Galand Science 2008).
[N
target
cell
<X = ~ -

Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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a) Les lymphocytes T CD4u CDS§ naifs
D’un point de vue conceptuel, la définition des phrocytes T naifs est claire : il

s’agit de lymphocytes T libérés par le thymus, ersggant le compartiment lymphoide
périphérique et y circulant en permanence dantetisg d’'une stimulation antigénique par
des CD matures dans les organes lymphoides secemd&u point de vue de leur
immunophénotype, plutdt, la caractérisation est gdifiile.

On a longtemps cru que les isoformes de haut diadepoids moléculaire de la
tyrosine-phosphatase pan-leucocytaire CD45 (CD4BRAMSRO chez I'Homme)
pouvaient suffire a différencier les lymphocytesdifs des lymphocytes T effecteurs et/ou
mémoires. En effet, [I'activation Ilymphocytaire d&athe une commutation
CD45RA - CD45R0O qui survient aprés la premiére mitose, asigrie passage d'un
phénotype naif a un phénotype “éduqué”. La démnatnen d’'une possibilité de
commutation rétrograde CD45RQ CD45RA a bouleversé l'interprétation de beaucoep d
résultats acquis™® Par conséquent, ni la population CD45Rui contient des cellules
éduquées rétrocommutées) ni la population CD45ROpeuvent étre totalement assimilées
respectivement aux cellules naives et aux celkffestrices ou mémoires. Ces observations
faites initialement sur la population T CD8nt été étendues a la population CD#éme si

le contingent des cellules non naives QCIBRA" y est beaucoup plus réduit.

Il est donc nécessaire d'associer au marqueur CB48Rwutres marqueurs
membranaires, parmi lesquels des récepteurs de ciliation et des récepteurs de

costimulation ont été les plus utilisé4

Reflétant leur domiciliation itérative dans les amgs lymphoides secondaires,
guidées par les molécules d’adhésion et les chimisk*™® *'® les lymphocytes T naifs
expriment les molécules CD62L et CCR7 . La sélecteucocytaire CD62L (molécule
d’adhérence aux glycanes des cellules endothél@albsides) et le récepteur CCR7 des
chimiokines constitutionnelles (CCL19, CCL21) deggames lymphoides secondaires
figurent parmi les molécules essentielles a la atign trans-endothéliale des cellules T
recirculantes au niveau de I'endothélium hautenspeicialisées cuboide appelées (HEV)

(High Endothelial Venules) du ganglidl (fig 4).Rappelons que le trafic des lymphocytes
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T vers les organes lymphoides secondaires et laicdiation semble jouer un réle
déterminant dans l'initiation de la GVH aigtfe®” comme dans toute réponse immunitaire

primaire.

Figure 4.La migration des
lymphocytes naifs vers les tissuis
lymphoides secondaires (OLS), gst
guidée par les molécules d’adhésion|et
les chimiokines. Leur accés fa
l'intérieur des OLS s'effectue all
niveau des structures endothéliales
hautement spécialisées appelées HEV
(High Endothelial Venules).

(D’aprés Immunobiology, 7*° édition

‘ Galand Science 2008)
j ; i medulla
: ;’ sinus

efferent artery vein
lymphatic

Les lymphocytes T naifs expriment également leemudés de costimulation CD28
et CD27 : le récepteur CD28 a pour ligand les mogsc CD80 et CD86 exprimées a la
surface des cellules présentatrices d’antigeneremtliors de la présentation antigénique,
cette interaction moléculaire délivre le princigad-signal d’activation lymphocytaire T
permettant I'expansion clonale par l'intermédiade I'lL-2, la survie cellulaire, et la
prévention de I'anergie. Le récepteur CD28 influeatement ou indirectement sur les
processus engendrant la mémoité **°. La molécule CD27, membre de la famille des
récepteurs au TNF (TNFR7) et interagissant avec ligamd CD70, est également une
molécule de costimulation dont le réle dans la cgtien des cellules mémoire semble

déterminant®®

Les travaux de Sallustt **° de Callan'** et de Farbel?* indiquent que les
lymphocytes T naifs se définissent par leur coesgiom de I'isoforme CD45RA, de CCR7
(et CD62L) et de CD28 (et CD27) en lI'absence d’egpion de récepteurs de chimiokines
inflammatoires tels que CXCR3 ou CCRA4.

Chez les sujets sains étudiés a distance de tosbdapiinfectieux aigu, donc

correspondant aux donneurs de CSH, la proportiotymghocytes CD4 ou CDS8 naifs
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(CD45RA'/CCR7/CD28") diminue avec 'agé? et leur taux de renouvellement est lent
124

b) Les lymphocytes T CD4+ ou CD8+ mémoires
Les travaux récents permettent d’identificatiomaains de trois sous-populations de

cellules non naives que I'expression de CD28 ou Tp&met encore de les subdiviser
125126

Les cellules T “ mémoire centrale ” (Tem)
Elles se définissent comme CD45RACCR7, majoritairement CD621, CD27 et

CD28'". La présence sur ces cellules éduquées des meséCa@R7 et CD62L leur confére
la capacité de retourner dans les organes lymphaideondaires. Dans le compartiment
CD4", elles renferment des précurseurs des celluleseTh2*!’ et leur petit contingent
CD28™ contient des précurseurs cytotoxiqlréDans le compartiment CDgces cellules
peuvent exercer des fonctions effectrices immeésligeecrétion d'IFN¢ et de TNF,

présence de perforin&y> 127126128

Les cellules T “ mémoire effectrice ” (Ew) et les cellules T de “différenciation
terminale” (T 1p)

Elles se caractérisent par I'absence d’expressianréeepteurs de domiciliation
lymphoide (CCR7 et CD62L) et renferment une popamavariable de cellules CD28 ou
CD27°Y Elles exercent des fonctions effectrices immédiaf{production rapide de

cytokines, expression de perforine et de granzyfastions cytotoxiquesx vivQ.

L’absence d’expression de CD28 semble étre la gigaa’un potentiel cytotoxique
125129130 ot pour les lymphocytes T CH4d'une plus grande capacité de production de
I'IFN-y qui est, par contre, produit par les cellules CD28 CD28% dans le cas des

lymphocytes T CDg!#t 125128131

L’expression de CD45RA subdivise ces cellules dacefurs mémoires CD45R¥
majoritaires dans le compartiment CD4et en cellules T qui expriment
I'immunophénotype CD45RACCR7°YCD62L"°YCD28'° surtout parmi les cellules T
CDS8’ circulantes Elles correspondent a des cellulepgdirition tardive au cours d'une

réponse immunitaire. Elles sont diversement désgren tant qu’effecteurs persistants,
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effecteurs mémoires CD45RATevra) OU effecteurs mémoires en différenciation terngina

T1p. Leur capacité proliférative résiduelle est dieangnt appréciée et reste discutée.

Les cellules T mémoires s’opposent donc par leyracié de domiciliation
lymphoide, la rapidité d’expression de leurs famtsi, mais aussi par leur répertoire (les
lymphocytes T CD4 Tcy et Tewm différent par leurs clonotype$? **2 et leur taux de

renouvellement, (lescly CD4™ ou CDS8 se renouvellent plus lentement que leg ®u Trp)
124133

La représentation des différentes sous-populatio@moires differe selon le
compartiment CDZ4ou les &y prédominent, ou le compartiment CD&l les cellules gy

et Trp sont plus abondantes. Ces proportions relatizssissent avec I'agé®

La distribution des lymphocytes T mémoires entre diéférentes sous-populations
varie selon la nature de I'agent infectieux, notantren fonction du type d’antigene, de la
charge antigénique et de sa persistance dansitisrga®** Dans le cas des virus du groupe
herpes responsables d’infections chroniques susceptitiise présents chez les donneurs,
le virus EB induit principalement des cellules ygpet Tey, sauf contre son antigene lytique
ou il s’agit de cellules de typerd. Le CMV induit principalement des cellules mémside

type Tem et Trp, CD28™®%y compris au sein du compartiment CD#: 126128135130
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Cooperation ly T / CD et polarisation de la réponsénmunitaire

En dehors de leur rble sentinelle, les CDs jouentdle de chef d'orchestre de la
réponse immune, contrdlant ainsi son orientatiospatdevenir. La CD se caractérise par une
propriété de plasticitté majeure, Ilui permettant deécoder les signaux micro-
environnementaux et de les traduire pour une maduolae la réponse T. En fonction des
stimuli recu, les CDs activées sont capables deum®din grand nombre de cytokines
comme 1’IL-1, I'lL-4, I'lL-6, I'lL-10, I'lL-15, I'l L-16, I'lL-17, le TNFo, I'lFNo et 'IFNy
136 Dans cette plasticité par ailluers trés complegetains facteurs jouent un role décisifs tel
que certains facteurs qui sont les cytokines pflashmatoires et le type d'antigetié Bien
gue les Ags issus de de pathogénes se situgntissesouvent dans les tissus non lymphoides,
L’initiation des réponses immunitaires T et B ail@ans les organes lymphoides secondaires

(OLS)(ganglions lymphatiques, rate, tissus lympheiagsociés aux muqueusts)

Dans les tissus les TNs recirculent dans les zdneles CDs dotés de grandes
capacités viennent au contact des TNs avec lesisi€gopérent. L'une des signatures de la
coopération entre le lymphocyte T et la CD (ou @¢oatitre CPA) est la formation d’'une

synapse immunologique entre les 2 variétés de esl(filg 6)**°

T cell

CD2 LFA-1 FA1 AN

Figure 6. Representation constituée par une
synapse immunologique entre le Ly T et la CD.
(D’aprés Immunobiology, “7*° édition Galand
Science 2008).

DC-SIGN
ICAM-1 (CD209)

antigen-presenting cell (APC)

Figure 817 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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En interagissant avec les TNs, la CD induit selenchs soit des lymphocytes
effecteurs soit des lymphocytes tolérants. Leskiyts sécrétées dans le microenvironnement
et le type de molécules de co-stimulation sollestéors de cette interaction contribuent au
devenir des Ly. En retour ces dernieres recoisteatsignaux d’activation qui passent pour la
plupart par des molécules de la superfamille du TNiFfme les molécules CD40 et RANK
qui ont comme ligand le CD40L (CD154) ou TRANQENTrelated activation induced
cytokine'* (fig 7).

APC stimulates effector CD4T cell,
‘which in turn activates the APC

Figure 7. La CPA qui présente I'Ag aux ly
TCD4, recoit au retour des signaux
d'activation. L'activation des TCDS8
requiére une aide supplémentaire provenant
des TCD4 effecteurs reconnaissant les
mémes Ags. )

(D’aprés Immunobiology, /¢ édition
Galand Science 2008).

activate

MHC 1

antigen-presenting cell

Suite a ces stimulations la survie des CDs matesesnajorée ainsi par I'expression par ces
cellules de molécules de co-stimulation comme BZR286), par la production de chimiokines et de
cytokines™.

Il est néanmoins important de préciser que, les @Dstade mature favorisent la réponse T
CD4+ et TCD8+, alors qu’a I'état immature ellestsimhérogenes du fait d'une plus faible expression
des molécules de co-stimulations et une faible ésiécr de cytokines inflammatoires elles sont

incapables d’activer les Ly T et dotées d’un poudei phagocytose (fig 8§2 1*°

29



Activated APC expresses CD40 and
4-1BBL, which co-stimulates
naive CD8 T cell

Figure 8. En se liant a CD40L la

molécule CD40 exprimée par la CPA
induit I'expression par celle-ci des molécules
CD80/CD86 (B7). Le Ly TCD4 contribue
aussi a la différentiation du TCD8 par le
biais de I'lL2. ‘

(D’aprés Immunobiology, " édition
Galand Science 2008).

La stimulation des CDs via le CTLA-4lg entraine Uib&ration de l'indolamine 2,3-
dioxygenase (IDO) et la déplétion du tryptophartebant ainsi la prolifération T (fig9). Les
Tregs profondément impliquées dans le contrdle ré@®nses immunitaires adaptatives
peuvent entraver la maturation des Ctfs . La maturation des CDs plasmacytoides (CDp)
via le CD40L entraine la polarisation des T CD #£tsve profil Th2 avec libération de I'll-4
et de L'II-5.

CTLA-4 binds B7 more avidly than
does CD28 and delivers inhibitory
signals to activated T cells

antigen-presenting cell ) . .

Figure 9. Le signal d'expansion et de

h_ Il I I [} gz . . . . .

I I 1 prolifération des Ly T naifs est induit via

la molécule de co-stimulation CD28 suit a

gl MHC son interaction avec la molécule B7
e class 11

exprimées sur la CPA. Une fois activées,

Nl Il
I 1L

o

TCR <Da les cellules T expriment le CTLA4 a la
cDz2s8 I%] E CTLA-4 membrane qui délivre un signal négatif a
| — =1 — la cellule (feed back ).
i S L L T o (D’aprés Immunobiology, 7 édition
@ @ @ Galand Science 2008).

activated T cell

Figure 8-22 Immunobiology. 7ed.(© Garland Science 2008)
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Un nombre croissant d'outils thérapeutiques ciblees échanges est actuellement
utilisé dans le domaine de la thérapie cellulair@.compréhension fine des mécanismes
moléculaires inducteurs d'anergie des lymphocyteg6le de la voie NFAT, des Diacyl-

Glycerol Kinase...) laisse entrevoir la possibilite diévelopper de nouvelles armes

thérapeutiques

3) Les lymphocytes T naifs et §y sont les principaux responsables de I'induction
d’'une GVH expérimentale.

Des expériences du transfert adoptif menées chepuds par Adams et #° en
2003 ont montré qu'au-dela d’un seuil {i®llules), des lymphocytes T Cb&émoires
accumulés suite a diverses infections virales aipremiéere allogreffe étaient capables de
s'opposer a l'établissement d'une tolérance a uhegraffe de peau. De maniére
surprenante, les cellules T CDignpliquées dans ce processus possédent les catqtes
phénotypiques de cellules mémoires centrales {GII62L") et non de cellules mémoires

effectrices (CD8 CD62L™9.

L’année suivante, Zhang et ‘dfont rapporté une expérience également chez la
souris ou ils démontrent que la population T CD8 forte expression de CDA44,
contrairement a la population naive CEf44était incapable de déclencher une GVHD mais
gardait sa capacité d’induire un effet GVL.

Des travaux, conduits chez la souris par Andersbraleont montré que les
lymphocytes T CD% mémoires CD621*? n’étaient pas impliqués dans la survenue de
GVH.'’ Dans un autre modeéle, Chen et 4P ont montré qu’un transfert adoptif des
lymphocytes T CD621*® n’induisait pas de GVH, mais gardait la possiéititexercer un
effet GVL Cette différence a été attribuée au faite les lymphocytes T CD6X?
n‘entrainaient qu’une réponse allogénique aboffiveLe potentiel alloréactif des
lymphocytes T avec un profil naif CO&D45RC" encore une fois a été mis en avant dans
un modéle de GVH chez le raf
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4) La reconstitution immunitaire post allogreffe

Les compartiments lymphocytaires B et T restentdeorent affectés dans les mois
qui suivent une lallogreffe, alors que I'immuniiénée se reconstitue beaucoup plus
précocement®, la reconstitution du compartiment T périphériquétale fait sur douze a
vingt-quatre mois et emprunte deux voies princigalea premiére implique I'expansion
post-thymique des lymphocytes T matures du doneeules lymphocytes T résiduels du
receveur™? (fig 10) alors que la seconde est assurée paE$4$ du donneur, emprunte le
thymus du receveur et les cellules environnementdie la moelle osseuse pour les
lymphocytes B.

Les caractéristiques phénotypiques et fonctionsetlles lymphocytes de ces deux
voies comportent de multiples différences. Les lyogybes T résiduels du receveur,
minoritaires, jouent un réle marginal dans la restoution du compartiment T, en fait, les
acteurs majeurs de cette reconstitution sont lephpcytes T matures du donneur injectées
avec le greffon. Cette reconstitution varie avégd du patient, plus de 6 mois pour les
sujets ageés de moins 30 ans (tout particulieretesneénfants et adolescents), et plus de 12
mois, pour les autres.

Les lymphocytes, issus de la voie dite thymo-indéipate, sont majoritairement T
CD8+; ils ont un répertoire restreint, ne sont palgrants vis-a-vis des antigenes du
receveur et comportent des fractions oligoclonalesg clonales, qui sont probablement le
fruit de stimulations allogéniques ou médiées paratgents infectieux (CMV, EBV...). lIs
sont en revanche non tolérants vis-a-vis des arggy@le I'hbte, agressent les tissus du
receveur et induisent une GVHDréft versushost disease

La déplétion du greffon en lymphocytes T prévienGVHD, mais expose au risque
de complications infectieuses séveres (que majosr pilleurs le traitement
immunosuppresseur) et de récidive tumorale parepaet 'effet GVT. Concernant les
lymphocytes issus de la voie thymo-dépendanteceltsles proviennent des progéniteurs
hématopoiétiques du donneur, elles s’expandenbdiaians la MO puis dans le thymus du
receveur, ou elles se différencient et bénéficddnhe éducation assurée par les cellules
épithéliales thymiques (TEC) ainsi que par les @RAeceveur et du donneur.

Ainsi, les lymphocytes T néoformés TREC+ ne samégalement détectés qu’apres
le 3e mois post-allogreffe. lls donnent naissandesalymphocytes T naifs CD4+ ou CD8+,
fonctionnels, exprimant le TC&3 ouyd, au répertoire diversifié. lls sont tolérantseghrd

des antigénes de I'hote et du greffon. Le thymusgg aussi des Treg qui contribuent a la
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régulation de la réponse immunitaire ainsi qu’apfavention des manifestations auto-
immunes et probablement du rejet de greffe. De memb facteurs influent sur la
néogénération de lymphocytes T, donc sur la voimtdépendante:
La richesse du greffon en progéniteurs médullairmgéamment en cellules de
phénotype BM Lin-/Sca-1+/c-kit+/Flt3hi,
L'age du patient (la reconstitution est ralentierer®0 et 60 ans, et particulierement
faible apres 60 ans),
L e conditionnement,
La GVHD™®

En fait, certains de ces facteurs, notamment &tetnents de conditionnement, alterent
la qualité du microenvironnement médullaire et tiyume *>% Ainsi, la radiothérapie engendre
des lésions de la matrice intercellulaire et induie apoptose des TEC par un mécanisme
p53-dépendant. Elle lese aussi la compositioncHigecture et les fonctions de I'épithélium
thymique, contribuant lourdement au défaut de nasitm des thymocytes doublement
positives (DP) et doublement négatives (DN). Unisdsamarquée du niveau d’expression des
transcrits d’IL-7 est observée jusqu’au 28e jowstgalogreffe.

Chez 'Homme, un essai de phase | testant I'adinatien d’'une forme recombinante
de I'lL-7 humaine (rhIL-7) a induit, chez cing d&ig patients analysés, une augmentation des
TREC, ainsi que des lymphocytes de phénotype T &DdD8 aussi bien naifs et mémoires
155 Divers désordres, autres que ceux induits parcdaditionnement, entravent la
reconstitution optimale de I'immunité T notament@¥H aigué™®®. Toujours chez la souris,
lIL-11 préviendrait la GVHD et favoriserait la lypmopoiese T et l'inhibition de I'lL-6 &
I'aide d’un anticorp spécifique préviendrait la GBHout en préservant I'effet GVT°'.
Divers désordres immunologiques, notamment autotinensont observés apres allogreffe
de CSH, notamment en cas de GVH chronitpiePlusieurs mécanismes sont mis en cause
dans leur survenue, parmi lesquels la perte preigeesle I'expression du gedWdRE par les
MTEC a laquelle s’associe une altération du répertbés lymphocytes T conventionnels et
du développement des Treg, autant de caractéestiqui marquent le passage de la forme

aigué a la forme chronique de la GV#D
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Figure 10 Représentation schématique de la reconstitutiotodypartiment lymphocytaire T apres allogreffe de
CSH. Deux voies principales concourent a cettenstation. La voie thymo-indépendante est emprimar

les lymphocytes T résiduels du receveur et les houptes T matures du donneur. Les premiers peuneuire

un rejet de greffe et les seconds une réaction réffog contre I'héte (GVHD) susceptible d’entravier
thymopoiese. Ces derniers, de diversité restreshtenajoritairement composés de lymphocytes T CD8+,
exercent aussi un effet antitumoral (GVT). La vtliiwmodépendante, difféerée dans le temps, génére des
lymphocytes T au répertoire diversifié, tolérantsarvis des antigénes du receveur et du donnaenger W et

al. Blood 2011;117:6768-6776).

5) La problématique « valeurs absolues et ratios »ed sous population T et
GVHD

La contenance 10 fois plus importante en lymphacyedes greffons d’origine
périphérigue n'est pas obligatoirement associéeaasrudescence d'incidence de la GVH
aigué™® Beaucoup de divergences ont été rapportées, elsemhgeurs I'utilisation des
CSP entraine une diminution de l'incidence de laHBWia leur polarisation TH2 chez
I'nomme les résultats demeurent tres controversigjypan dispose seulement de deux
essais randomisés publiés, le premier a permisédeoutrer une incidence accrue de la
GVHD aigué'® et le second en terme de GVHD chroni§ifeLa contenance relative
(proportion) des différentes sous populations senddoir plus d'intérét que la valeur
absolue de chacune d'ellé§® En effet dans certaines études réalisées sur degles
murins les signes cliniques et les dommages deanesgcibles semblent étre liés non
seulement au profil mais au ratio TH1/THE?Chez 'homme le ratio TH17/Treg a été
incriminé dans la modulation de la GVHD aigué ehdalusieurs types de maladies

inflammatoires®®
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C) Axes de recherche dans notre laboratoire

Entre 2003 et 2006, nous avons analysé la compogits greffons de moelle osseuse
et de cellules souches périphériques mobilisées G&SF, immédiatement avant leur
réinjection au receveur. Par ailleurs, nous avoins de fagon prospective les receveurs afin
de pouvoir rechercher les éventuelles relationgeemd composition du greffon en
lymphocytes T naifs et mémoires, 'émergence degphocytes circulants chez le receveur et

les événements post-greffe.

La comparaison de la composition du greffon et éesnements post-greffe a été
réalisée chez nos 62 premiers couples donneur/neicetv@ été publiée en 2006. Nous avons
pu démontrer qu’une proportion élevée de lymphacjte€D4+CCR7+ dans le greffon était
un facteur de risque indépendant de la survenugéleocité et la sévérité de la GVH aigué
dans le cas des allogreffes a partir d'un donnéud-ebmpatible. Nous avons pu, par ailleurs,
confirmer ces résultats in vitro dans un modéle ddture mixte lymphocytaire

unidirectionnelle:®®

Nos résultats ont démontré pour la premiere foiprieuve de I'implication de la
fraction lymphocytaire T CDLCR7 (composée de lymphocytes T naifs et dg)Tdans la
GVH aiguéin vivo chez 'homme. L’abondance de cette fraction neldermpas, par ailleurs,

interférer sur les autres complications post-greffamment I'effet GVL.

Ces résultats, avec les données de la littérat(fé® 169 149 150 170171 a5 55rtent un
support au concept attractif de greffes a partundgreffon pauvre ou spécifiquement
appauvri en lymphocytes T CD@CR7 tout en perfusant des lymphocytes T mémoires
CD4'CCR7"? exposant moins au risque de déclencher une GVitaitpis dotés d’activité

anamnestique antiinfectieuse.

Le maintien de I'effet antitumoral (GVL) malgré gneffon relativement pauvre en
lymphocytes T CDACCR7 peut se justifier par le fait que la proportionagdiules naives et
mémoires CDZ est indépendante de la composition du greffon ellules NK et autres
cellules cytotoxiques (CD3 plus impliquées dans l'effet GVL, méme si un minim de

lymphocytes T CD4helper reste indispensable.
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Nous estimons que le fait de recevoir un greffonteeent une proportion élevée de
lymphocytes T CDACCR7 est une condition nécessaire mais non suffisater e
développement d'une GVH aigué dans la mesure aigeed0% de patients ayant recu une
proportion tres élevée de ces cellules n'ont pagldgpé de GVH aigué et a I'inverse, aucun
des malades ayant recu une proportion faible < 65%b6° percentile) n’a présenté de GVH
aigué. Toutefois, le risque de développer une Gigdéreste proportionnel au pourcentage
de lymphocytes T CD€CRY7.

Les lymphocytes Iy CD4'CD25 jouent un réle dans la tolérance a la greffe et
devraient s'opposer & l'installation d’'une GV notamment celles exprimant le récepteur
CD62L ou CCR73174 173176 Ngus n'avons pas analysé dans les greffons lgoptions des
lymphocytes Toq Une proportion élevée de ces derniéres peutadrepexpliquer I'absence
de GVH aigué chez certains patients avec un greiftte en lymphocytes T CDECR7'.

L’ensemble de ces données nous a conduit & énibitpethese que le contenu global
du greffon en cellules T naives, mémoires centralésu meémoires effectrices pourrait
influencer la survenue et la sévérité des complinatpost-greffe notamment la GVH aigué.

Nos résultats, ont été confirmés par une étude kiemmel’’ Une autre étude chez
la souris a démontré que l'absence de CCR7 étaporsable d'une absence de
I'alloréactivité dans le sens de la GVH tout en emwant un effet GVL contre une allogreffe
d’'une ligne tumoralé’®

Afin d’assoir le concept dallo-CSH a partir dun greffon pauvre ou
spécifiguement appauvri en lymphocytes T CDZCR7", il nous a paru nécessaire :

* (1) de confirmer nos résultats cliniques de l'impet de la composition du

greffon sur les complications immunologiques postrgffe sur une cohorte plus

importante de malades.

@ (2) d’explorer in vitro I'alloréactivité propre a chaque S/ population

lymphocytaire T dans un modele de compatibilité HLAfaisant intervenir des

différences uniqguement au niveau des antigenes muns.

@ (3) de vérifier de I'absence d’altération de la rgonse anti-infectieuse aprés

déplétion.

* (4) enfin le maintien de I'immunité anti-tumorale (projet en perspectif pour

notre laboratoire).
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Ces résultats ont fait I'objet de la rédaction de 3nanuscrits dont sont 2 sont sous
presse et 1 qui est accepté pour publication.

- Le premier est soumis a Pathologie Biologie Paret en révision mineure signée
en T auteur.

- Le second soumis a European Journal of Hematologgt en cours de révision
signée en & co-auteur.

- Le troisieme article soumis a Bone Marrow Transpntation, et accepté et signée

en X auteur.
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TRAVAUX PERSONNELS
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Nous allons présenter successivement nos travaweawamnt :

1) L’'impact de la composition du greffon en lymphosyfe naifs et mémaoires sur le

devenir de la greffe (cohorte de confirmation)

2) L’alloréactivité propre de chaque sous-populatigmphocytaire T in vitro dans
une situation de compatibilité HLA

3) Maintien de de la réponse antivirale aprés dépiépartielle et sélective des
lymphocytes T CDACCRY'.

A) Impact de la composition du greffon sur le deveinde l'allogreffe
(cohorte de confirmation

Entre janvier 2008 et décembre 2010, nous avongsgnk composition des greffons
de moelle osseuse et de cellules souches péripleérigobilisées par G-CSF, immédiatement
avant leur réinjection au receveur. Par ailleumjsnavons suivi de fagcon prospective les
receveurs afin de pouvoir rechercher les éventuediations entre la composition du greffon

en lymphocytes T naifs et mémoires et les événenmarst-greffe.

1) Critéres d’Inclusion / Exclusion

Donneurs
1) Tous les donneurs consentants de CSH (MO ou CSR)isolus. Les analyses

immunophénotypiques se font sur une aliquote dé&. prélevée sur la poche destinée
au receveur. Pour les donneurs lillois, I'étude slmss-populations lymphocytaires T
du sang périphérique est réalisée sur le prélevenestiiné a compléter le typage
HLA au niveau allélique.

2) Sont exclus :

- Les sangs placentaires
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- Les greffons issus de donneur syngéniques
- Les greffons ayant été congelés
- Les greffons T-déplétés

Receveurs
Tous les receveurs d’allo-CSH dont les greffonspanétre analysés

2) Suivi Clinique

Les patients sont suivis prospectivement, pendaok é&ns, en particulier pour les données
suivantes :

* Immunosuppression post-greffe

» Prise ou rejet de greffe (date de survenue, traitepévolution...)

* GVH aigué (date de survenue, grade maximum, traiten@volution)

* GVH chronique (date de survenue, grade maximurntetnant, évolution)

* Rechute de la maladie sous-jacente (date, traiterdewenir)

* Infections graves (virus, parasites, infectiongyiqoes..)

L’étude de suivi est conduite en considérant laisuglobale (temps écoulé entre la
greffe et le décés quelle qu’en soit la causekuevie sans évenements (survie depuis la
greffe sans évidence de rechute) et la mortake di la transplantation (déces sans évidence
de rechute). L’analyse de la GVH aigué porte swélai d’apparition (censure a 100 jours ou
a la date de déces) et la sévérité (grade | &’Ales différences de probabilité de survie sont
estimées par la méthode de Kaplan-Me§&Pour chaque paramétre, les analyses univariées
sont faites par test Log-Rah¥, les analyses multivariées selon le modéle prapumt! de
Cox 182

Ce projet a été examiné par le CCPPRB de Lille (Z38)3qui a estimé que « cette
étude n’entrainait aucune contrainte pour les peipuisqu’elle concernait des prélévements
déja disponibles. Elle ne rentre donc pas dansatirecde la loi Huriet ». Toutefois, les
donneurs et les receveurs (ou les parents poumlasurs) ont signé un formulaire de

consentement éclairé avant l'inclusion dans I'étude
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3) Suivi biologique de routine

e Chimérisme sur lymphocytes T du sang périphérique
» Biologie standard

e Antigénémie CMV, PCR virales et antigénémie asfierg

4) Calendrier du suivi immunologique

Lors de l'allogreffe de CSH :
Un échantillon de 1 mL de la poche injectée (auimarm 2% du volume) est expédié

au laboratoire pour immunophénotypage.
L’ensemble des prélévements est acheminé a tempg&ratnbiante et analysé au

laboratoire d’Immunologie dans les 24h.

5) Etude immunologique

- Les analyses sont effectuées sans étape d’isontesiee cellules mononucléées, pour
éviter I'introduction d’un biais dans la distriboiti des sous-populations lymphocytait®s.

- Tous les échantillons sont étudiés sans dilupicialable a I'exception des CSP qui
sont étudiées apres une dilution au 1/10° aveamipon phosphate salin.

6) Choix des marqueurs

L’expérience du laboratoire nous conduit a préféaecombinaison des marqueurs
CD45RA et CCR7. L'expression de CD62L sur les d¢edlulcy et Tem est en effet plus
hétérogéne puisque certaines lymphocytes CD45RER7 peuvent avoir perdu
I'expression du CD62L et, inversement, certainsgiiocytes CCR?9 peuvent encore garder
I'expression du CD62E*2° Ces marqueurs sont combinés avec I'étude du EwefD28.
La perte d'expression du marqueur CD28 est pami@rhent associée aux fonctions

cytotoxiques'® 12> 126
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7) Manuscrit #1

Impact de la composition du greffon sur le devenides patients aprés une allogreffe d
cellules souches hématopoiétiques : corrélation eat proportion des lymphocytes T
CD4+ du greffon exprimant le CCRY7 et la survenue dine GVH aigué.

()

Cet article a été soumis a la revue Pathologie-Bajie. Il a été accepté.

* Les références citées dans l'article sont listéésfin de I'article et non pas a la fin de lagh.
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Résumeé

Dans une précédente étude prospective portantzsuoo@ples donneur/receveur nous avons
pu étudier l'impact de la composition du greffon aslules T de phénotypes naifs et
mémoires sur le devenir des receveurs d’allogredffgzartir d'un donneur HLA-identique
apparenté ou non; et nous avons pu démontrer quotoportion élevée de lymphocytes T
CD4'CCR7 dans le greffon était un facteur de risque deulvesue, la précocité et la
sévérité de la GVH aigué, sans influence sur la GWidnique ou la rechute.

Nous confirmons dans cette seconde étude nosatsaktte fois-ci sur une cohorte de 137
malades consécutifs et suivis de fagon prospective.

Nos résultats constituent une étape importanteesant le concept d’'une T déplétion partielle
et sélective du greffon en lymphocytes T CO€R7 dans le but de réduire le risque de GVH
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aigué sans diminuer le potentiel d'effet GVL du fige notamment chez les donneurs
présentant un taux élevé de lymphocytes T O¥dfs et/ou mémoires centrales .

Abstract

In a previous prospective study on 62 patients whderwent an HLA-matched allogeneic
stem cell transplantation we have observed thatgotiom of donor-derived CCR7+/CD4+ T
cells in the graft provided a predictive indicatoir acute GVHD without interfering on
chronic GVHD and relapse rate. Here we presentesults on a confirmatory cohort of 137
consecutive patients. Indeed, patients who receawek than 76% of CCR7+/CD4+ T cells
in the graft developed more often acute GVHD b ibw or high grade than those how did
not.

Determination of the CCR7+/CCR7neg ratio of CD4+cdlls in the graft provides a
predictive indicator of acute GVHD and could hedpdefine strategies of partial selective T-
cell depleted transplantation.

Introduction

L’allogreffe de Cellules Souches Hématopoiétiquem{CSH) est le seul traitement curatif
d'un certain nombre de maladies hématologiques gmedi. Véritable immunothérapie
adoptive, cette approche est destinée a prévengclaute d’'une hémopathie maligne grace a
la réponse immunologique du greffon contre la mealéeffet GVL, Graft Versus Leukemia),
dans lequel les lymphocytes T apportés par le gnesont déterminants.[1-4] Ces derniers
peuvent aussi compromettre le devenir du patienin@uisant une réaction du greffon contre
I'héte (GVH, Graft Versus Host). Toutes ces réadiommunologiques impliquent les
lymphocytes T du donneur et sont interdépendamties elles.

L’analyse des populations lymphocytaires interverdans la GVL, la GVH et la prise de
greffe doit prendre en compte I'état de maturagbde différenciation des cellules présentes
dans les greffons. Les données de la littératureuelement disponibles portent
essentiellement sur le réle respectif des popudatipmphocytaires T majeures (lymphocytes
T CD4" et CD8) dans la survenue de la GVH et/ou la prise defgrg-7] mais sans
différencier le role des cellules T naives ou méewiOn peut, en effet, se demander si ces
deux catégories de cellules (naives et mémoirddpanéme potentiel d’alloréactivité et si ce
potentiel différe selon qu’on considére le compaemt CD4 ou le compartiment CD8

Du point de vue de leurs immunophénotypes respgetdifcaractérisation est plus difficile. Il
est nécessaire d’associer au marqueur classique RAd3utres marqueurs membranaires,
parmi lesquels des récepteurs de trafic cellutidomiciliation (CCR7 et CD62L) ont été les
plus utilisés.[8] Les travaux de Sallusto, de Gul&t de Farber,[8-10] indiquent que les
lymphocytes T naifs se définissent par leur coesgiom de I'isoforme CD45RA, de CCR7 (et
CD62L) et de CD28 (et CD27) en l'absence d’expmsgie récepteurs de chimiokines
inflammatoires tels que CXCR3 ou CCR4. A cbté desphocytes naifs, on dénombre au
moins trois sous-populations de cellules non na@esavoir les cellules T “mémoire
centrale” (&twm), les cellules T “mémoire effectrice” W) et les cellules T de
“différenciation terminale” (TTD 7).

Suite a une premiére étude (cohorte exploratoieed2l allogreffes réalisées dans le service
des Maladies du Sang, nous avons pu étudier I'intjgala composition du greffon en cellules
T de phénotypes naifs et mémoires sur le devemsirreleeveurs d’allogreffes a partir d'un
donneur HLA-identique apparenté ou non et nous @ymn démontrer qu’une proportion
élevée de lymphocytes T CBDACR7 dans le greffon était un facteur de risque de la
survenue, la précocité et la séveérité de la GVi@igans influence sur la GVH chronique ou
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la rechute. A noter que les valeurs absolues desgopulations lymphocytaires T n’avaient
aucun impact sur le devenir des patients notamreantle développement de la GVH
aigué.[11]

Dans une autre étude, nous avons montré que laniap de lymphocytes T CDECR7
présentait une grande variabilité interindividuellenais que les caractéristiques
démographiques et le statut sérologique du donmenaient pas d’influence notable sur la
richesse du greffon en lymphocytes COER7.[12]

Afin de confirmer notre premiere étude, nous avoosduit une seconde étude sur une
nouvelle cohorte de 137 malades consécutifs etissuig facon prospective (cohorte de
confirmation).

Notre but étant de valider a terme le concept dTrdéplétion CD2 partielle et sélective.
Cette derniere approche est basée sur I'hypotrgspiine simple réduction du pourcentage
des lymphocytes expriment le CCRau sein des lymphocytes T CDdu greffon pourrait
suffire a réduire le risque de GVH aigué sans diminle potentiel GVL du greffon
notamment dans le cas des donneurs chez qui lpsrtioms des lymphocytes T CD4aifs
et/ou mémoires centrales sont abondantes.

Patients et Méthodes

Entre janvier 2008 et décembre 2010, nous avonkyssn#éa composition des greffons de
moelle osseuse (MO) et de cellules souches pérqplesr mobilisées par G-CSF (CSP),
immédiatement avant leur réinjection chez 137 reges: Par ailleurs, nous avons suivi de
facon prospective les receveurs afin de pouvoingether les éventuelles relations entre la
composition du greffon en lymphocytes T naifs etoies, les événements post-greffe.[13,
14] Ce projet a été approuveé par le CCPPRB de (@R03/86), et tous les receveurs (ou les
parents pour les mineurs) ont signé un formulairea®esentement éclairé avant la greffe.
Afin d’avoir une population la plus homogeéne poksihous avons exclus de I'étude les
patients ayant recu du sang placentaire, les grefsus de donneur syngénique, les greffons
ayant été congelés et les greffons T-dépléésiva Les caractéristiques des patients et
donneurs sont résumé dans le tableau 1.

Un échantillon de 1 mL de la poche injectée (auimarm 2% du volume) est expédié au
laboratoire a température ambiante et analysé ldar¥h. Les analyses sont effectuées sans
étape d’isolement des cellules mononucléées, paterd’introduction d’'un biais dans la
distribution des sous-populations lymphocytaired.[ld&us les échantillons sont étudiés sans
dilution préalable a I'exception des CSP qui sduti&es apres une dilution au 1/10° avec du
tampon phosphate salin. L’expérience du laboratwings conduit & préférer la combinaison
des marqueurs CD45RA et CCR7. L'expression de CD#izlles cellules dv et Tem est en
effet plus hétérogéne puisque certains lymphoc@B45RA™CCR7 peuvent avoir perdu
I'expression du CD62L et, inversement, certainsgiiocytes CCR?? peuvent encore garder
I'expression du CD62L.[8, 10] Tous les immunomaggs lymphocytaires ont été réalisés
sur sang total et analysés dans les 24h suivgnglévement. Les immunophénotypages ont
été réalisés par immunomarquage multiple (voirc@ibl2) avec les anticorps suivants : anti-
CD45 (PC7), anti-CD3, anti-CD4 (Fitc), anti-CD8 (@Panti-CD19 (Pc5), anti-CD56 (Pe),
anti-CD3 (Fitc), anti-CD16 (Pe), anti-CD45RA (Fitde la Société Beckman-Coulter, anti-
CD3 (Pc7), anti-CD56 (Fitc) et anti-CD4 (Pc7) deSlaciété Becton Dickinson et I'anticorps
anti-CCR7 (Pe) de la Société R&D. Pour les CSResaamrcubation de 100 pL de I'échantillon
avec les anticorps pendant 10 minutes, une lysemaiisée a l'aide d’'un automate TQ-
PrepTM — Coulter (Solution ImmunoPrepTM Reagent t&ys Beckman Coulter) est
effectuée. Pour les prélevements médullaires, somral’'une fragilité cellulaire, la lyse des
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globules rouges a été faite par 1 mL de VersalBseKman-Coulter) suivi par une agitation
de 30 secondes (vortex) puis une incubation de iOantempérature ambiante. Apres cette
étape de lyse, deux lavages en tampon isotoniguenéoassaires avant lecture au cytometre
en flux (FC500, Beckman Coulter).

Analyses statistiques

L’étude de suivi est conduite en considérant laisuglobale (temps écoulé entre la greffe et
le déces quelle qu’en soit la cause), la survies saenements (survie depuis la greffe sans
évidence de rechute) et la mortalité liée a lasippéantation (décés sans évidence de rechute).
L’analyse de la GVH aigué porte sur le délai d’afifman (censure a 100 jours ou a la date de
déces) et la sévérité (grade | a IV ou grade I{\G] Les différences de probabilité de survie
sont estimées par la méthode de Kaplan-Meyer. Rbaque parameétre, les analyses
univariées sont faites par test Log-Rank, Mis at gdar population lymphocytaire T
CD4'CCR7 qui a été systématiquement incluse, seuls lesdestivec une valeur de p< 0.15
en univariées, ont été considérés pour les analgsdtivariées. Ces dernieres ont été
effectuées selon le modele proportionnel de Col i lbgiciel IBM SPSS statistics v19 a été
utilisé.

Résultats :

Etude des greffons

Le tableau 3 représente la répartition des sous laiigms lymphocytaires T en valeurs
absolues et pourcentages pour I'ensemble des gseffois en fonction du type du greffon a
savoir les greffons médullaires et les CSP. Alarguantité des lymphocytes T prélevée dans
les CSP était trés supérieure a celle prélevée lagegreffons médullaires, il n'y avait pas de
différence qualitative entre les deux types de fgnsf lorsque I'on a comparé les
pourcentages.

Devenir des patients

A la date de l'analyse, les taux de survie globaleyie sans événement, rechute étaient
respectivement de 65%, 53% et 27%. Cinquante-datiars (38%) ont développé une GVH
aigué dont 44 patients (32%) de grade II-IV et a0gnts (15%) de grade llI-IV. Trente-sept
patients (27%) ont rechuté apres la greffe.

Analyses univariées

Le tableau 4 résume les résultats des analysesrié@isaen terme de survie globale, survie
sans événement, rechute, GVH aigué de grade I-IN-idU

Tous les facteurs suivants n‘avaient pas d’'impacties devenir des patients a savoir age du
receveur, le diagnostic de I'hémopathie sous-jagefibrigine du greffon, le type de
conditionnement et l'utilisation du sérum anti-lyngeytaire.

Alors que le statut a la greffe influencait la sargiobale (p=0.03), la survie sans événement
était influencée par le type de conditionnemen(P2). Aucun facteur n’a été identifié pour
influencer I'incidence de la rechute. L'incidencelddsVH aigué était influencée par le sexe
du receveur et le type de donneur (apparenté vexsuspparenté) et surtout par la présence
d’une proportion > 76% de cellules lymphocytair€TR7/CD4 dans le greffon (p=0.05 et
0.022 respectivement pour la GVH aigué de gradé &l 1l-1V). A noter que nous n'avons
pas trouvé d'impact sur la GVH aigué des sous majouls CD4 naive et Ey lorsque ces
deux populations ont été étudiées séparément.
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Analyses multivariées

Le tableau 4 résume les résultats des analysesvamiges en terme de survie globale, survie
sans événement, GVH aigué de grade I-IV ou ll-I\acén facteur n'a été retrouvé pour
influencer 'incidence de la rechute de la malaias-jacente.

La survie globale était influencée par le statuladenaladie a la greffe (p=0.028), la survie
sans événement était meilleure chez les patieiatst agcu un conditionnement myéloablatif
(p=0.013). Une proportion élevée de lymphocytesORZ/CD4" ainsi que le donneur non
apparenté étaient les deux facteurs influencardativggnent la survenue d’une GVH aigué de
grade I-IV. La proportion des lymphocytes T CCRD4" n’avait aucun impact sur le
devenir des patients par ailleurs notamment susdgie de rechute.

Discussion

Nous avions déja observé dans une premiere étymerattice qu'une proportion élevée de
lymphocytes T CDACCR7 dans le greffon était un facteur de risque inddpah de la
survenue, la précocité et la sévérité de la GVHi@igans le cas des allogreffes a partir d'un
donneur HLA-compatible.[18] Nous avions pu, pateaits, confirmer ces résultats in vitro
dans un modéle de culture mixte lymphocytaire waalionnelle. Cette nouvelle étude de
confirmation, valide nos premiers résultats dane ptus grande série de malades. Nos
résultats apportent pour la premiere fois, a natrenaissance, la preuve de l'implication de la
fraction lymphocytaire T CDLCR7 (composée de lymphocytes T naifs et dg)Tdans la
GVH aigué in vivo chez 'homme. Un pourcentage élale cette fraction au sein des
lymphocytes T CD4ne semble pas, par ailleurs, interférer sur leseauwtomplications post-
greffe notamment l'effet GVL. A noter que les vakuabsolues des sous-populations
lymphocytaires T, n'avaient pas d’'impact sur le efev des patients notamment en terme de
GVH aigué confirmant notre constations initiale.[18]

Nos résultats, ont été confirmés par une autreeétimtz la souris qui a démontré que le
manque de CCR7 était responsable d’'une absencalldeghctivité dans le sens de la GVH
tout en conservant un effet GVL contre une alldgrdfune lignée tumorale.[19]

Bien que la GVH puisse avoir un effet adjuvantlauGVL,[20] certaines données cliniques
et expérimentales laissent a penser que ces ddats efont médiés par des clones T
différents.[21-23]

Afin de dissocier l'effet GVL de la GVH, plusieuapproches ont été essayées. Ainsi,
'équipe de Besancon a déja publié son expériendestant la T-déplétion conditionneite
vivo en présence de GVH.[24] D’autres équipes ont rdappes résultats d’'une déplétion
spécifiqgue ex vivo des lymphocytes T alloréactifs dans le cadre desC&H[25] ou
d’induction d’'une anergie.[26] Les deux populatiopsiphocytaires T CD4ou CDS sont
tres hétérogénes et peuvent étre divisées schématent en lymphocytes naifs et
lymphocytes mémoires. D’'un point de vue conceptiaetiéfinition des lymphocytes T naifs
est claire : il s’agit de lymphocytes T libérés parthymus, ensemencant le compartiment
lymphoide périphérique et y circulant en permanedees l'attente d’'une stimulation
antigénique par des cellules dendritiques matuaes des organes lymphoides secondaires.
L’ensemble de ces données nous a conduit a énfibgmthése que le contenu global du
greffon en cellules T naives, mémoires centraldsuemémoires effectrices pourrait
influencer la survenue des complications post-grefftamment la GVH aigué.

Nos résultats, avec les données de la littérafG[L] apportent un support au concept
attractif de greffes a partir d'un greffon pauviegpécifiquement appauvri en lymphocytes T
CD4'CCR7 tout en perfusant des lymphocytes T mémoires T 'CBR7"*® exposant moins
au risque de déclencher une GVH aigué mais doaesidité de mémoire antiinfectieuse.

47



La raison pour laquelle les lymphocytes T mémoi@SR7" seraient moins aptes a
déclencher une GVH aigué n’est pas clairement iétaBlusieurs hypotheses peuvent étre
envisagées essentiellement, I'absence d’expressianolécules de domiciliation telles que
le CCR7 et le CD62L, garants du trafic cellulairdre le sang périphérique et les organes
lymphoides secondaires (OLS), peut en partie exglida défaut de déclenchement du
processus de GVH aigué par les lymphocytes T neifslcw.[32-37] Un répertoire
clonogénique plus restreint des lymphocytes T méssaCCR7°9 peut également expliquer
lincapacité de ces derniers a déclencher une GVguéaen dehors de limmunité
hétérologue. Arstila et al.[38] ont montré, chezolhme, que les lymphocytes
CD4'CD45RA™ ont un répertoire environ cent fois moins divéésifjue les lymphocytes
CD4'CD45RA’, mais cette étude n’a pas distingué les cellulBg"CD45RA*en TCM
Tcu.€t en Em. Enfin, une troisieme possibilité, non exclusiwes gorécédentes, serait que les
lymphocytes CD4 mémoires CCR7? aient un potentiel d’expansion clonale plus linttée

les Tcm et les lymphocytes naifs, ce qui limiterait d’anitdeur potentiel agressif chez le
receveur. En effet, Sallusto et al.[8, 10] ontoete des téloméres plus raccourcis dans les
lymphocytes T CDACCR7"Y Ceux-ci peuvent étre conduits vers la sénescepliative
sous linfluence des stimulations antigéniques tEgm liées aux infections virales
chroniques.[39, 40] Au contraire, les lymphocytas, Tconservent un potentiel réplicatif
conséquent surtout en présence de CD qui potesetiglir capacité de réponse.[41, 42]

Le maintien de I'effet antitumoral malgré un greffaiativement pauvre en lymphocytes T
CD4'CCR7 peut se justifier par le fait que la proportioncgdiules naives et mémoires CD4
est indépendante de la composition du greffon dales NK et autres cellules cytotoxiques
(CD8") plus impliquées dans l'effet GVL, méme si un miom de lymphocytes T CD4
helper reste indispensable. Nos résultats ont egele été vérifié in vitro dans un modéle
murin ou non seulement la diminution de l'incidemigela GVH a été observée mais aussi la
préservation de I'effet anti-tumoral malgré I'igdition des greffons provenant des souris KO
pour le CCR7.[19]

Nous estimons que le fait de recevoir un greffomte@oant une proportion élevée de
lymphocytes T CDACCR7 est une condition nécessaire mais non suffisater e
développement d’'une GVH aigué dans la mesure i geed0% de patients ayant recu une
proportion trés élevée de ces cellules n'ont pagldgpé de GVH aigué et a I'inverse, aucun
des malades ayant recu une proportion faible < 65%b° percentile) n’a présenté de GVH
aigué. Toutefois, le risque de développer une Gigdéreste proportionnel au pourcentage
de lymphocytes T COLCR7'.

Les lymphocytes T régulateurs,{ CD4'CD25" jouent un réle dans la tolérance a la greffe
et devraient s’opposer a l'installation d’'une GVB[hotamment ceux exprimant le récepteur
CD62L ou CCR?7.[43-45] Nous n'avons pas analysé dessgreffons les proportions des
lymphocytes Toq Une proportion élevée de ces derniéres peutadrepexpliquer I'absence
de GVH aigué chez certains patients avec un greftite en lymphocytes T CD@CR7'.
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Table 1: Caractéristiques des donneurs et receveurs

Caractéristiques
Age du receveur a la greffe, médian ans (extrémes) 48 (7-67)
Diagnostic nombre (%)
Leucémie aigué 66 (48)
Syndrome myéloprolifératif 19 (13)
Syndrome Lymphoproliferatif 52 (37)
Sexe match, no (%)
D masculin — R masculin 52 (38)
D masculin — R féminin 28 (20)
D féminin — R masculin 28 (20)
D féminin — R féminin 26 (19)
Type du donneur, no. (%)
Fratrie HLA-compatible 71 (52)
Non-apparenté HLA-compatible (10/10) 56 (41)
Non-apparenté HLA-différent (9/10) 10 (7)
Sérologie CMV (%)
D positif — R positive 28 (20
D positif — R négatif 24 (18)
D négatif — R positif 25 (18)
D négatif — R négatif 60 (44)
Greffon, no. (%)
Moelle osseuse 105 (77)
Cellules souches périphériques 32 (23)
Type de Conditionnement, no. (%)
Myéloablatif 80 (68)
Atténué 58 (42)
Sérum anti-lymphocytaire, no. (%)
Oui 24 (18)
non 113 (82)
Irradiation Corporelle Totale
Oui 55 (40)
Non 82 (60)
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Tableau 2 Définitions des sous-populations lymphocytaires.

Sous population Marqueur repére*  Marqueurs complémataires

Populations générales

T Totale CD45 CD3'

T CD4 CD45 CD3'CD4" CcD8™

T CDg CD45' CD3'CD4™9CDg" "

T CD56 CD45 CD3" CD56' CD167/CD16™¢
Natural killer CD45 CD3™CD56 CD16/CD16™
Lymphocytes B CD19

Population CD4'+

Naive CcD4 CCR7 CD45RA
Mémoires centrales ¢f) CD4" CCR7 CD45RA™9
Mémoires effectrices &) CcD4 CCRT7"°9CD45RA™?
Différenciation terminale (Jp) CcD4 CCR7°9CD45RA

Population CD8+ **

Naive cDgro CCR7 CD45RA’
Mémoires centrales ¢fy) cpgriont CCR7 CD45RA™?
Mémoires effectrices ) cpgriont CCR7®YCD45RA™?
Différenciation terminale (fb) cpgiant CCR7"°YCD45RA’

* utilisé pour conditionner I'analyse sur les cédl d'intérét, en association avec les parametesitle et de structure (Forward et side
scatter) ;. ** Seulement les cellules exprimantant niveau de CD8 (C8™) ont été considérées comme des lymphocytes TD4'
et CD8 naives et mémoires ont été subdivisés en CBRED28%,
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Table 3. Numération et répartition en pourcentage des-popsilations selon l'origine du greffon

Population générale Moelle osseuse SCP p
médiane (IQR, 25-75%) = médiane (IQR, 25-75%) médiane (IQR, 25-75%)
CD34'cells (16/kg du receveur) 3.8(2.7-5.2) 3.8 (2.6-4.5) 5 (3.1-6.3)
Lymphocyte
Numération (1&mma3) 4.4 (1.7-69.7) 2,0 (1,6-24,8) 306,2(3,2-442,6) = <0.001
Valeur 16/par kg du poids du receveur 53.7 (29.4-181.1) 28,1(28- 109,9) 697,5(50,9-1085,9 <0.001
Lymphocytes CD3
Valeur 10/par kg du poids du receveur 37.0 (20.1-123.1) 19,6 (18,5-77) 517,1 (30,1-793,2) 0.001
Pourcentage 72 (66-75) 71,5 (66-75) 75 (68-78) 0.191
Lymphocytes CD4
Valeur 16/par kg du poids du receveur 13.8 (8.0-56.1) 7,8 (7,3-29,3) 235,3 (115-376,6) = <0.001
Pourcentage 41 (35-45) 40 (35-44) 43 (36-48) 0.244
Sous-population %
CCR7 76.0 (69.4-82.2) 80,8 (67,9-80,7) 71 (70-83,3) 0.350
Naive 45.0 (34.7-55.7) 50,5 (35,4-55,2) 37 (33,5-55,1) 0.552
Tem 29.3 (21.4-35.6) 29,7 (21-35,4) 34 (24,5-38,7) 0.214
CCRT7nég 24.0 (18.0-31.0) 19,5 (19,7-33,1) 29,5 (16,7-30) 0.280
Tewm 21.5 (15.0-27.8) 17,5 (16,2-9,1) 25,5 (13-26,8) 0.258
T 1.8 (1.0-3.0) 1,5 (1-3) 3,5(0,8-2,2) 0.075
Lymphocytes CD8
Valeur 16/par kg du poids du receveur 11.5 (6.2-42.7) 6,5 (5,7-25) 153,2 (9,3-253,1) | <0.001
Pourcentage 32 (27-36) 33 (27-37) 40 (28-35) 0.572
Sous-population (%)
CCR7 48.6 (35.8-28.0) 47(31,6-57) 46,6(39,6-58,8) 0.192
Naive 42.0 (28.9-53.3) 39,4(26,9-51,8) 39,4(32,3-53,9) 0.441
Tem 5.2 (2.7-9.3) 8,6(2,6-8,4) 7,2(3,6-12,1) 0.077
CCRT7nég 51.4 (42.0-64.2) 53,1(42,3-68,4) 53.5 (41,3-60,4) 0.192
Tewm 24.8 (15.0-15.5) 31,7(15-35,8) 18,6(13-33,6) 0.274
T 24.2 (14.9-34.4) 21,1(16,6-33,9) 34,9(13,7-34,1) 0.315

Abréviation : Ty : central mémoire ; gy : effecteur mémoire ;b : différenciation terminale.
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Tableau 4. Analyses univariées. Pourcentages et gats du test Log-Rank

Survie Survie Rechute GVH aigué GVHD aigué
Globale sans 1-4 2-4
événemen
t
Caractéristiques initiales N % p % p % p % p % p
de
pts
Age du malade
<48 ans 67 70 .32 56 .66 32 .23 36 .20 26 17
> 48 ans 69 70 51 22 43 38
Sexe du receveur
Masculin 82 86 .15 49 .23 30 .22 44 0.09 39 .05
Féminin 54 66 60 32 29 22
Diagnostic
Syndromes myéloprolifératifs * 59 70 A1 57 11 28 .46 35 .46 30 .63
Syndromes Lymphoprolifératifs 77 62 51 26 40 34
Type de donneur
apparenté 70 70 .34 54 .99 27 .93 31 .05 24 .019
non-apparenté 10/10 66 60 53 27 45 41
Origine du greffon
MO 104 64 .34 51 .19 29 .30 38 .69 33 .46
CSP 32 72 63 28 37 28
Statut a la greffe
Répondeurs 89 71 .03 58 .07 27 45 37 .70 22 .96
Progressifs 47 55 45 28 40 22
Conditionnement
Myéloablatif 80 71 .07 61 .02 25 .22 28 .96 32 1.00
Atténué 58 59 43 29 28 33
Sérum anti-lymphocytaire
Non 113 68 .19 53 .99 32 .09 40 0.52 33 .92
Oui 24 54 54 4 29 29
Composition du greffon
Ratio TCD4 CCR7/TCD4CCRT*
<76 69 65 .80 51 53 29 .62 29 .05 22 .022
>76 65 66 56 26 47 42

GVHD: Graft-Versus-Host Disease; * Syndromes mygbfgratifs incluant les leucémies aigues myélsidenyélodysplasies et
I'ensemble des Sd myéloprolifératifs chroniques.Syndromes lymphoprolifératifs incluant les leucésaigués lymphoblastiques et
I'ensemble des syndromes lymphoprolifératifs chgqaes. SCP : cellules souches périphériques.MO ll&losseuse.
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Tableau 5. Analyses multivariées.

Survie Globale Survie sans GVH aigué 1-4 GVHD aigu2-4
événement
RR [95%Cl] p RR [95%Cl] p RR [95%Cl] p RR [95%Cl] p
Statut a la greffe
Répondeur 1
Progressif 1..92[1.07-3.44] 0.028
Conditionnement
Myéloablatif - 1
Atténué 1.87[1.14-3.08] 0.013
Type de donneur
intrafamilial - - - 1
Fichier 1.82[0.98-3.36] 0.057
Composition du greffon
CD4+CCR7+ - - 1 0.057 1 0.041
< 76% 1.73[0.98-3.03] 1.93 [1.03-3.62]
> 76%
RR: risque relatif.
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B) L’alloréactivité propre de chaque sous-populatn lymphocytaire T in
vitro dans une situation de compatibilité HLA

1) Justification de I'étude :

L’analyse des complications cliniques survenues dbe receveurs d’allogreffes de
SCH au regard de la composition en cellules T deaps (MO ou PBSC) a montré une
incidence et une sévérité accrues des réactions\é aigués lorsque la proportion en
cellules T CDACCR7 du greffon était élevé¥? Par leur expression du récepteur de
chimiokine CCR7, ces cellules peuvent corresposdiea des cellules T CDAaives soit
a cellules T mémoires centrales. Nos résultatslaenta l'influence globale de ces cellules
T, mais n’individualisent pas a ce jour un roleféréntiel de I'une de ces deux sous-

populations T.

Si nous voulons a terme moduler I'intensité deélaction alloréactive gouvernée par
les cellules T CDZCCR7 dans la perspective de mieux controler la réaa®GVH, nous
devons démontrer clairement ['alloréactivité accrexercée par ces contingents
lymphocytaires T et rechercher si elle concernéepeétiellement les lymphocytes T naifs
ou Tcm. Dans notre étude clinique, il s'agissait dansgjuasi-totalité des cas d’allogreffes
HLA-identiques, ce qui laisse supposer que le méoan des réactions de GVH aigués
reposait majoritairement si non exclusivement suir activation des cellules T alloréactives
du donneur déclenchée par l'alloreconnaissance atggénes mineurs du receveur

présentables par ses alléles HLA.

Notre premier objectif est ainsi d’évaluer I'impatitine réduction de la proportion de
cellules T CDACCRY7 sur l'intensité de la réponse alloréactdans un modeéle de réaction
lymphocytaire mixte allogénique (MLR) primairén vitro. Plusieurs raisons nous
conduisent & privilégier cette approche :

- lutilisation d’'un modele murin ne permettrait pasie évaluation facilement
transposable du potentiel des cellules T GQD@ER7 en raison de I'absence d’une

bonne concordance entre la classification phéngiypdes sous-populations T naives

56



et mémoires centrales chez 'Homme et chez la s@iriles différences entre la GVH
aigué humaine et murine expérimentale.

- la réaction lymphocytaire mixte implique majorigament I'activation directe des
cellules T CD4 et c'est cette réactivité directe en fonction 'éeat de différenciation
des cellules T CD4que nous voulons comparer.

- la corrélation établie entre les proportions ddutes T CD4CCR7 dans le sang
veineux périphérique et le prélevement médullairelelCSP mobilisées par G-CSF
d’'un méme sujet Iégitime une étude a partir désilesl T du sang périphérique

- enfin, quelle que soit la méthodologie employée poasurer la réponse alloréactive,
la pertinence de notre étude vitro exige de nous placer en situation de parfaite
compatibilité HLA.

Nous n’ignorons pas les difficultés inhérentes a tatle approche méthodologique.
Détecter une réponse alloréactiire vitro entre deux sujets HLA-identiques pose un
véritable probléme. La fréquence des cellules drédictives susceptibles d’étre activées par
les mHA est faible et généralement insuffisante pentrainer une réponse alloréactive
primaire facilement décelable contrairement auxucets mixtes lymphocytaires classiques
HLA-discordanteg® 1%

Pour étre capable de mesurer une réponse T allw&ads-a-vis des antigénes
mineurs, nous devons disposer d’'un modele de MILR pénsible. Plusieurs données de la
littérature permettent d’envisager son développement

- l'utilisation de cellules dendritiques matures stiamtes a la place de cellules
mononucléées du sang périphérigue dans des comimsaHLA-identiques a été
testée pour faciliter la présentation et la rectssamce de mHA®" Dans ces
conditions, il est possible dobtenir pour certainepaires de cellules
répondeuses/stimulantes une réponse primaire dbtectn vitro, d’intensité
proportionnelle au nombre de CD stimulantes, mémens ne peut exclure la
présentation d’auto-Ag.

- la caractérisation des antigénes mineurs présestaiar les cellules stimulantes est
aujourd’hui possible. La séquence des amorces géterminer par PCR-SSP les
antigénes mineurs est disponibiéet I'algorithme développé par I'équipe de Goulmy

(base de donnéeshttp://www.lume.nl/dbominoy permet de déterminer quels sont les

antigénes mineurs présentables dans le contexteddAcouple donneur/receveur.
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Pour mener a bien notre projet, nous avons conshgtétuden vitro dont le but est
d’avoir une meilleure appréciation des risqueslofatonnaissance entre deux sujets HLA
compatibles. Nous avons étudié 6 couples D/R aglast incompatibilités en antigénes
mineurs. Nous nous sommes intéresseés tout pa#tienlient aux antigenes mHA présents
sur le chromosome Y car certains d’entre eux sofggntables par les molécules CMH de
classe Il. Nous avons privilégiés donc pour notreid€ les couples donneurs
féminins/receveurs masculins HLA-identiques. Lesewveurs HLA-DQB1*0502/01 sont a

priori de bons candidat§’
Afin d’'induire une réponse primaire détectable endleux sujets HLA-identiques,

nous avons utilisé en tant que cellules stimulades CDs dérivées de monocyt&sLe

manuscrit ci-apres détaille la méthode de cultanpleyée ainsi que les résultats.
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2) Manuscrit #2

Naive subset develops the most important alloreagt response amon

human CD4" T lymphocytes in HLA-identical related setting.

Ce travail a été soumis a la revue European Journaf Hematology. Il a été accepté

* Les références citées dans l'article sont lisgéésfin de I'article et non pas a la fin de lagb.
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ABSTRACT

In longitudinal clinical studies, receiving a higlercentage of allogeneic donor-derived
CD4'CCR7 T cells which include naive and central memorysstbhas been correlated with
increased incidence and severity of acute GVHD. thédrenaive and central memory CDB
cell subsets contribute more or equally to alloimeuesponses is still unclear in human. The
aim of the present study was to investigate irouitie alloreactive response of purified naive,
central memory, and effector memory CD# cell subsets in HLA identical setting. By
coculturing monocyte-derived dendritic cells andifiest CD4" T cell subsets, from healthy
HLA-identical male and female sibling pairs, we fduat naive CDAZZCR7CD45RA" T
cells developed the highest proliferative respongpon stimulation by minor
histocompatibility antigens and were progressivelyven to produce high levels of
interferony, tumor necrosis factor, and interleukin-6. Compeedy, the central memory
CD4'CCR7CD45RA™ subset proliferated to a lower extent and prodweeyg low amounts

of pro-inflammatory cytokines while the CCRY effector memory CD% subset was
unresponsive.

This study demonstrates the superior capacity ofen€D4 T cells to mount a primary
alloreactive response as compared to central memarglls. Their proliferative response
associated with a pro-inflammatory differentiatiomakes them potential acute GVHD
inducers. These in vitro results in line with wiag have observed in clinical studies and may

also lend support to approaches of partial seledtigell depletion for GVHD prevention.

KEY WORDS: Naive T-cells, alloreactivity, GVHD, allogeneitem cell transplantation,

HLA-identical sibling.
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INTRODUCTION

Despite human leukocyte antigen (HLA) matching wtite donor, many stem cell
allograft recipients develop acute graft-versusthtisease (GVHD), in large part due to
minor histocompatibility antigens (mHAgs) dispaedi[1, 2] In this setting, mature donor T
cells are the primary cellular mediators of GVHD{ they are also essential for successful
engraftment and the curative graft-versus-leuke(@&L) effect. A critical step in the
initiation of GVHD is the presentation of alloarditgs by host dendritic cells (DCs) [3] that
migrate into secondary lymphoid organs.[4] Naive)(&nd central memory T-cells {%)
lack immediate effector function, but their expressof the lymph node homing receptors L-
Selectin (CD62L) and CC-chemokine receptor 7 (CCRIbws them to colocalize with, and
respond to, DCs within lymphoid organs, while efé@anemory cells (#v) are immediate
potent effectors which can migrate through extradiioid tissues.[5]

Experimental studies have associated the abilitygdace GVHD with the CD62LT-
cell subsets [6-8] and their efficient access toomdary lymphoid organs.[4, 9, 10] In
humans, two prospective studies sustain these iexpatial findings. In a 9/10 to 10/10 HLA-
matched setting, we demonstrated that the incideandeseverity of acute GVHD increased
with the relative proportion of CDECR7 T cells infused, while influencing neither relapse
rates nor other transplantation-related events.[Chhng et al. confirmed recently that
receiving a high dose of CD@D62L"CD45RA" T cells increased the incidence of acute
GVHD.[12] Detailed information is missing on theative frequency of CD4T cells capable
of responding to mHAg disparities within the naared the memory T-cell subsets, however.
Using monocyte-derived DCs derived from HLA-ideatisibling volunteers as stimulators,
we assessed comparatively the proliferative andtfomal response of individual CDZ cell

subsets.
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MATERIALS AND METHODS
Healthy HLA-identical sibling pairs

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) fromtsealthy HLA-identical sibling
pairs were collected after they signed informed enoh$orms approved by our institutional
review board. HLA identity was determined in ousdue Typing Laboratory at the generic
level for class | and at the allelic level for das, using sequence-specific oligonucleotide

hybridization.

Generation of dendritic cells (DCs) from monocytes

Monocytes were purified from total PBMCs by negatselection (Dynabeads Mypure
Monocyte, Dynal, Invitrogen) and then cultured iomplete medium (HEPES-buffered
RPMI-1640 with 10% heat-inactivated pool of humaB serum, 2 mM L-Glutamine, and
antibiotics) supplemented with rh IL-4 (15 ng/mmrhunotools) and rh GM-CSF (25 ng/mL,
Immunotools). After 5 days, rh TN&- (10 ng/mL, Immunotools), rh ILA (10 ng/mL,
PeproTech), rh IL-6 (10 ng/mL, PeproTech) and @gisindin E2 (1 pg/mL, Sigma-Aldrich)
were added for 3 days to mature the cells fully.tuvition of DCs was controlled by
immunophenotyping by their lack of CD14 expressamd their high expression of CD40
(Beckman Coulter), HLA-DR, CD80, and CD83 (Bectoickinson).

Cell sorting of CD4" T-cell subsets

PBMCs were first depleted of CD&ells (Dynabeads CD8, Dynal, Invitrogen). The
remaining cells were labelled with anti-CD4-PC5ti-&D45RA-FITC (Beckman Coulter),
and anti-CCR7-PE (R&D systems) and sorted out BI3A&€S ARIA (Becton Dickinson).
Purities of CD4 naive (Tv, CCR7 CD45RA), central memory (dy, CCR7 CD45RA™9,
and effector memory g, CCR7°? CD45RA™9 T-cell subsets were > 99% as determined
by reanalysis immediately after sorting.

One-way Mixed Lymphocyte Dendritic Cell (MLDC) Readions
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Purified CD4 Ty, Tem, and v subsets (1 x focells/well) used as responders were
cocultured with stimulator mature DCs from the otHéLA-identical sibling (1 x 16
cells/well) in complete RPMI medium in U-bottom @@ll plates (BD Biosciences) for
increased sensitivity to low precursor frequencigstologous DCs were used in control
cocultures run in parallel. After 5 or 10 days, MCBultures were pulsed for the lastH8
with .5 pCi/well (18.5 kBg/well) of {H]-thymidine and then harvested for microbeta
scintillation counting (PerkinElmer, Waltham). Fnesllogeneic stimulators derived from the
same donor as original stimulator were, or werg adtled on day 5 of MLDC reactions run
in parallel for a further 5 days.

Measurement of cytokine production

For interferony enzyme-linked immunosorbent spot assays (JAN-ISPOT), MLDC
cultures were initiated with 1.5 x 10 cells of each subset and harvested after 5 @rthgs
with or without add-back of allogeneic stimulatans day 5. Cells were washed twice and
1 x 1C viable cells were returned to culture for an addil 20 hr in immunospot plates
coated with a monoclonal antibody to IFNwithout addition of fresh stimulator cells. IFN-
spots were enumerated following the manufactumessuctions by using TB Scan software
(TB-SPOT TB, Oxford Immunotech).

For measurement of IFN-IL-10, IL-17A, IL-2, IL-4, IL-6 and TNF in day &nd 10
supernatants of MLDC cultures, BD Cytometric Beadrafs (Human Th1/Th2/Th17

Cytokine Kit, BD Biosciences) were used.

STATISTICS
The results are expressed as medians (range). fiéénfan two-way analysis on
ranks was used to analyze results of cocultures. @mplete block design. In case of

significance, the least significant difference amks was calculated to compare allogeneic and
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autologous responses and then the response of Ceell subsets across the allogeneic
MLDC cultures tested. The Kruskall-Wallis test wesed to compare the response of naive
CD4" T cells over sequential time points. SPSS softW&RSS, Chicago, II, v19) was used
for all calculations.

RESULTS
Naive CD4CCR7'CD45RA" T-cells develop the highest allogeneic proliferate

response.

The proliferative response of purified CD4aive, central memory and effector
memory T cell subsets was determined individuatiyprimary one-way MLDC reactions
among HLA-identical sibling pairs. Five of the dorpairs were brothers and sisters positive
for one known HY-restricting HLA class Il allele3dble 1).[13-15] T-cell subsets were
purified from the sister and DCs were derived frber HLA-identical brother, whereby
stimulator DCs could present at least unmatched tdYresponder T cells. Overall,
proliferative alloresponses were induced in fourtleése five pairs (Figure 1). In these
responsive pairs, naive CDZ-cells were consistently found to be the bespoaders; their
stimulation indices ranged between 1.75 and 3.8%\, w variability among the triplicates
(median coefficient of variation 12.4%). CDZ ¢y proliferated to a limited extent (median
stimulation indices: 1.10 — 2.85), albeit never hwihigher alloresponses than the
corresponding naive subset. No proliferative respamas observed with CDZgy. Absence
of precocious expansion and overgrowth of memohg eeas verified by daily microscopic
examination of MLDC cultures. The naive CD#®-cells stimulated by HLA-identical DCs
from a same-sexed sibling (MLDC #6, Figure 1) resjsal also, with a stimulation index of
1.96.

In all responsive sibling pairs, the naive CD#-cell subset was still found to

proliferate the most at day 10 in MLDC allogeneittares (P <.025 versusy/Tem), with or
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without add-back of allogeneic DCs on day 5 (P <v@Bsus Ew/Tewm; data not shown).
Absence of proliferative response with the siblxagyy #1 was neither attributable to a delayed
alloresponse, since thymidine incorporation on tidyemained the same as with autologous
DCs, nor to insufficient maturation of stimulato€B, as their expression of HLA-DR, CDA40,
CD80 and CD83 was as high as on DCs from the atbeors. T-cell viability by the end of
cocultures from pair #1 was also similar to thath# other MLDC cultures (> 90% for all
subsets, data not shown).

Responding naive CD4 T-cells develop proinflammatory cytokine-producingcapacities

To evaluate whether the naive T-cells that praiied in MLDC cultures acquired
functional capacities, IFN#-producing cells were enumerated in parallel expenits. Viable
cells harvested on day 5 from MLDC cultures ingthtvith naive CD4T cells yielded no or
only a few IFN+] spots, but CD4Tcy or Tegm did not produce more IFN- The number of
originally naive IFNtI-producing cells increased from day 5 to day 10 levkiill very few
were enumerated from the and Teyy MLDC cultures (P < .009 at day 10) (Figure 2A).

We extended this functional analysis by measurkigf, IL-10, IL-17A, IL-2, IL-4,
IL-6 and TNF in supernatants of MLDC cultures. Qalgrlevels of IL-2, IL-4, IL-17A and
IL-10 fell below the detection limits of the cytotne bead arrays (20 pg/mL). IFN-was
confirmed to accumulate in MLDC cultures of naivB4C T-cells, together with TNF and
IL-6 (Figure 2B). In supernatants of theyland Tem MLDC cultures, levels of these three
cytokines remained at values of 20 pg/mL or lovexen after add-back of fresh allogeneic
stimulators on day 5 of 10 days MLDC reactions gdait shown).

No cytokine production was detected in the MLDCtard #1 that did not respond by

proliferating.
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DISCUSSION

The main finding of this study is that the naive £2DCR7 CD45RA" T cell subset
dysplayed the most significant alloreactive respongas compared to central
CD4'CCR7CD45RA™ and effector CDZCCR7'*®CD45RA™ T memory cell subsets. Their
proliferative response associated with their préeamimatory differentiation makes naive
CD4" T cells potential GVHD and GVL inducers. To ourokriedge, this is the first study
investigated the alloreactive responses of huméwenh cells in in HLA-identical settings.
Our results are in line with what have been regbbte others.[6, 16]

In order to make our experiments as close as gdessibclinical conditions, we
decided to use HLA-identical sibling pairs. In aast to HLA-mismatched reactions, cultures
of HLA-matched pairs led to weak allogenic respendaat is why we preferred monocyte-
derived DCs as stimulator cells instead of thessieal” peripheral blood mononuclear cells,
which include a small amount of DC. Indeed, DCsragarded as the principal cells capable
of inducing naive T cell responses and as relesamulators for alloresponses in vivo.[3]
Obtaining sufficient numbers of purified DCs woulded drawing large volumes of blood
from healthy volunteers. Monocyte-derived DCs w#sed as stimulators since these cells are
known to highly express mHAgs.[17] These latter lamewn to be involved in primary one-
way MLDC reactions in HLA-identical cultures.

To ascertain at least one mHAg disparity, five gpi@esexed HLA-identical sibling
pairs (# 1-5) positive for HLA-DRB1*15:01 or HLA-DB1*05:02, which are known to
process HY peptides, were tested in the female nelgreto-male stimulator combination. T-
cell subsets were purified from the sister and D¥ese derived from her HLA-identical
brother, whereby stimulator DCs could present astleinmatched HY to responder T-cells.
Indeed, male-specific HY antigens are known to lmegssed by HLA-class Il molecules[13-

15] and are immunodominant mHAgs, being clinical§sociated with higher rates of GVHD
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but relative protection from relapse after HLA-ntad female to male allografts.[18-20] No
anti-HY blocking studies were performed, but autobabmHAgs may also be involved. Of
note, a positive response was also obtained widame-sexed pair (#6), suggesting that
stimulator cells may express currently non ideatifHLA class ll-restricted mHAgs. This
raises the possibility that our results may be gdized to at least some of the non-HY
mHAgs which are restricted to HLA class Il.

One-way MLDC cultures were established without tddi of exogenous growth
factors, to recapitulate as much as possible cttactions that lead to alloresponses in vivo,
in which case the responding cells produce IL-2 atiger growth factors by themselves.
MLDC cultures were run for 5 days and 10 days (withwithout add-back of allogeneic DCs
on day 5), based on reports in HLA-disparate reastshowing that unfractionated CDB-
cells undergo a proliferative burst across thisetspan [21] and cytokine production becomes
evident after about 5 days.[22] Likewise, memory4CO-cell responses depend on the
duration of the secondary stimulus.[23] Overall,tivese culture conditions, stimulations
indices of responsive pairs ranged similar to thiegmrted using unfractionated T-cells in
HLA-identical MLDC reactions.[24, 25] Using highjyurified naive CD2 T-cells, primary
proliferative alloresponses were induced in 5 dflBDC reactions. Not surprisingly, some
variability in responsiveness between the HLA-id=altpairs was observed, however with
low variability among triplicates.

In five of the six responder/stimulator combinatiolested, purified CD%central
memory cells were found to proliferate in respottsenHAgs presented by allogeneic DCs,
albeit less than the corresponding naive subset,nanproliferative response was detected
with CD4" effector memory cells, consistent with the dedrepgxpansion potential from
Tewm to Tem.[5] Daily microscopic examination of MLDC culturegrified that the observed

differences were not occasioned by precocious estparand overgrowth of memory cells.
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In contrast to what might be expected from memaiyssts, both CD4Tcym and Tew
cells produced low amounts of cytokines when exgdsalisparate mHAgs. Inasmuch as less
than 20 ng/mL of IFN-I and other cytokines accumulated in supernatank$L&C cultures
initiated with memory subsets harvested after 5Hnhdays, even after add-back of allogeneic
DCs by day +5, this suggests that recall allorespsrwere at most of low intensity, in
contrast with ongoing alloresponses initiated with naive subset. The relative contribution
of naive and memory T-cells has only been testedh wHLA-mismatched
responder/stimulator cell combinations. Some repooncluded that human CD62I-cells
contain much of the alloreactivity[16, 26], wheredisers reported on comparable alloreactive
frequencies in naive and memory subsets.[27, 28] lifhiked number of HLA-identical
sibling pairs tested does not allow ruling out thiically relevant memory CDO4T-cells
reactive to mHAgs can be found in some donorsasutegards the CD4T-cell population,
the evidence reported here conclusively shows rtiagt of the alloreactivity resides within
the naive subset.

The challenge of allogeneic stem cell transplaomafor treatment of hematologic
malignancies is avoiding GVHD without losing the G¥ffect. These opposite effects might
depend critically on different thresholds of T-cellbsets.[11, 12] The evidence presented
here that naive and to a less extent the centralaneCD4 T cells, contain most of the
alloreactivity to mHAgs strengthens the idea thateial selective depletion of CD@CR7'
T-cells from allografts that would transfer too rhuaf this subset to the recipient might be
clinically applicable to reduce the risk of acuteviD, without compromising the
immunologic efficacy of stem cell transplantation.
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Table 1. HLA typing results of the 6 sibling pairs.Five out of 6 sibling pairs (#1 to 5) were

male/female (M/F) pairs carrying one of known H¥trecting HLA-DR or HLA-DQ alleles (underlined).

Sib Pair # HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ

1 A01 BO7 CwO07 DRB1*15:01 DQB1*06:02
A29 BO8 DRB1*09:01 DQB1*03:03

2 A02 B44 CwO05 DRB1*10:01 DOB1*05:01
DRB1*11:01 DQB1*03:01

3 A01 B44 Cwil6 DRB1*15:01 DQB1*06:02
A30 B57 CwO06 DRB1*07:01 DQB1*02:02

4 A02 B27 Cwo01 DRB1*01:01 DOB1*05:01
A24 B62 CwO03 DRB1*13:01 DQB1*06:03

5 A03 BO7 CwO07 DRB1*15:01 DQB1*06:02
A24 BO8 DRB1*03:01 DQB1*02:01

6 A24 B44,Bw4  Cw05 DRB1*01:01 DQB1*05:01
A29 B60, Bw6  Cw03 DRB1*14:54 DQB1*05:03
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Comparative analysis of the allogeneic ptiferative response of naive and
memory CD4" T cell subsets.(A) Flow sorting criteria for purification of th€D4" naive
(Tn, CCR7CD45RAY), central memory (du, CCR7CD45RA), and effector memory
(Tem,CCR7 CD45RA) subsets used as responder cells. (B) Proliferatesponse of
individual CD4 T cell subsets measured at day 5 in MLDC allogenecultures. For each of
the five male/female sibling pairs (# 1 — 5), regpemcells were purified from the sister and
DCs were derived from her HLA-identical brother. FHoe female/female sibling pair, T-cell
subsets from one sibling were tested against D@s fier HLA-identical sister (# 6). Data
are graphed as stimulation index (ratio of cpmntividual allogeneic coculture wells to the
median of cpm in triplicate autologous coculturellsvgd< 2000 cpm in all pair tested).
Histograms present the median and error bars: rttedlex and larger stimulation indices of
triplicate cocultures. P = .002 by Friedman teststénulation index higher than 1.38 was
found to be significant at the .05 level in eaclr pasted by comparison of the allogeneic
versus the autologous cultures and is depicted dgshed line. Post hoc P values comparing

proliferative alloresponses of the three subsetshown.

Figure 2. Comparative analysis of cytokine productn of naive and memory CD4 T cell
subsets. (A) Purified CD4 naive, central memory, and effector memory subsedse
cocultured with HLA-identical DCs from sibling dorsofor 5 and 10 days. The frequencies of
alloreactive cells secreting IFN- within individual subsets were evaluated by IEN-
ELISPOT after the indicated MLDC culture period.eTtesults are expressed as number of
spots from allogeneic coculture wells minus nunddespots from autologous coculture wells.
Median (range) is given for all allogeneic MLDC ttuks tested P value by Frieman test. (B)

Cytokine levels in supernatants of MLDC culturesiamed with CD4 naive T cell subsets.
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Supernatants from cultures were harvested at diffetime points as indicated. Medians
(histogram) and maximum (error bar) cytokine coneiins are shown for all allogeneic

MLDC cultures tested. P value by Kruskall-Wallistt¢* P <.01; ** P <.001).
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Figure 1:
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Figure 2 :
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3) Interprétation

Afin de tester le rble respectif des cellules Tveaiet des cellules T mémoires
centrales, un tri plus élaboré des cellules T TD#hives CCRTDA45RA" et
CCR7CD45RA™ mémoires centrales a été conduit avant la misewre de la MLR.

Notre approche était différente du travail présepaé Foster et df° qui ont étudié
I'alloréactivité des fractions CD62Llet CD621™% séparément et sans tenir compte de leur
lignage CD4 et CDS§ vis-a-vis de cellules stimulantes HLA incompatiblées cellules
testées avaient, par ailleurs, subi une expangiwoiiro ce qui peut modifier profondément
leur phénotype et leur fonctionnalité. Nous prévwyale travailler sur prélevements frais
qui n'ont subi aucune modification autre que l'apgassement en lymphocytes T
CD4'CCR7. Un autre point mérite d’étre soulevé qui estpssion plus large du CD62L
par rapport au CCR7 notamment sur certaines csllmiémoires effectricéd® ce qui

justifie notre choix du récepteur CCRY7.

Cette étude démontre que la réaction allogénigéi aléclenchée préférentiellement
par la sous population des lymphocytes CDA4ifs et d'une facon moins marquée par les
lymphocytes Eyv. Nous avons constaté une quasi absence de réegetidas lymphocytes T
CD4" effecteur mémoire. Ces résultats vont parfaitendams le sens de notre constatation

clinique

C) Maintien de la réponse antivirale apres déplétio partielle et sélective
des lymphocytes T CDACCR7".

1) Justification de I'étude

L’'immunité anti-infectieuse conférée par les caiull présentes dans le greffon est
précieuse pour le receveur. Elle est certes suipqar les différentes cellules T CD8
mémoires mais aussi par les cellules T CD#moires centrales et éventuellement les

cellules CD4 naives si le donneur n’était pas immunisé vissdevi germe considéré. Nous
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étudierons par conséquent les effets d'une rédudtienla proportion de cellules T
CD4'CCRY7 sur la capacité de réponse a des différents antsgeéiraux.

En fait, nous avons voulu par ce travail de vérifientégrité de I'immunité
anamnestique antiinfectieuse apres déplétion fartiet sélective en lymphocytes T
CD4+CCR7+.

Chez les donneurs immunocompétents, I'immunité aestique antiinfectieuse est
supportée essentiellement par les lymphocytes T'CD8 but de ce travail était de
s’assurer de l'absence d'éventuel effet délétéreladenanipulation sur les réactions
immunologiques dites secondaires vis-a-vis des tagefectieux notamment viraux. Cet
éventuel impact pourrait étre liée soit a la malaifion des cellules par les techniques de tri
cellulaire ou bien par un défaut de coopératiotutzete CD4/CD8’ suite a la déplétion.
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2) Manuscrit #3

Donor-derived CD4'/CCR7" T cell partial selective depletion doe

not alter acquired anti-infective immunity.

U)

Ce travail a été soumis a la revue Bone Marrow Trasplantation. Il a été accepté

* Les références citées dans l'article sont lisgéésfin de 'article et non pas a la fin de lagb.

79



Donor-derived CD4/CCR7" T cell partial selective depletion does not alteacquired

anti-infective immunity.

Bachra Chouff;? Jacques Trauét Stéphanie Thiarft® Myriam Labaletté*and Ibrahim

Yakoub-Aghd*.

Service d’hématologie, CH, Boulogne Sur Mer, France
EA2686
Laboratoire d'Immunologie, CHRU, Lille, France

Maladies du Sang, CHRU, Lille, France

Corresponding author:

Prof. Ibrahim Yakoub-Agha, MD, Ph.D
UAM allogreffes de CSH

CHRU

F-59037 Lille CEDEX

France.

Tel : ++333(0)20.44.55.51

Fax : ++333(0)20.44.40.94

E-mail : i-yakoub-agha@chru-lille.fr

Running title: CD4CCR7 T cell depletion for allo-SCT

Keywords: Allogeneic, Transplantation, anti-infeetimmunity, T cell depletion

Funding: Association Capucine

80



Abstract

In previous studies we observed that a high praporof donor-derived CDA cells
expressing the —chemokine receptor 7 (CCR7) wasajarndeterminant of acute GVHD,
without interfering with incidence of other posaitisplant outcomes especially relapse and
non-relapse mortality rates. Here we investigatedsitro the impact of partial selective
CD4'/CCR7 T lymphocytes on acquired anti-infective immunspense in 10 donors who
underwent G-CSF-primed peripheral blood stem cellection. Similar quantitative and
functional proliferative reactions were observedlyimphocyte cultures in the presence of
adenovirus antigen and pp65 antigen with unmaniedlaand partially depleted donor
samples. No responses were observed in the pres€htELV1 used as a negative control.
These results complete the proof-of-concept negalédild clinical trial investigating partial

selective CDYCCRT7 T cell-depleted allogeneic stem cell transplaotati
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Introduction

Allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT)enf a curative therapeutic approach in a
wide range of otherwise fatal hematological dised%e 2] The success largely depends on
transplanted T cells, but alloreactive T cells frone graft can also initiate acute Graft-
Versus-Host Disease (aGVHD),[3-7] a major complaratesponsible for high incidence of

morbidity and mortality.

Initial trials with T-cell depleted allo-SCT werdfective in reducing aGVHD, but with an
increase of relapse incidences and infectious deatmns.[3] Although, variable success in
the reduction of aGVHD incidence and/or severitthaut alteration of graft-versus-leukemia
responses (GVL) could be obtained with the use afipulated grafts eithe&x-vivo[7-13] or

in vivo by using, as part of conditioning regimens, panpel antibodies like antithymocyte
globulin[14] or monoclonal antibodies against C)%3] separation of GVHD from GVL
responses and anti-infective effect is still ars@le goal. Although panlymphocyte depletion
resulted in significantly less GVHD, there was gased incidence of viral and opportunistic

infections and relapse, leading to an absencegoifgiant improvement on overall survival.

In previous two clinical prospective studies thawastigated the impact of infused donor-
derived T cell subsets on patients’ outcome, weedesl that a high proportion of CD@
cells expressing CCR7 (naive and central memorya isxajor determinant of aGVHD,
without interfering with incidence of other postitisplant complications mainly relapse.[16]
These results confirm experimental data showing tells with an effector memory
phenotype do not induce GVHD if purified from unpad donors, while preserving immune

reconstitution.[17, 18]
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In a murine model using CCE#"%donor T cells, Coghill et al, demonstrated supeaito-

CST outcome due to a reduced incidence of GVHD mieiserved GVL responses.[19]

Taken together, all these studies suggest thatrdeti@g the proportion of CCR7-expressing
CD4" T cells in the allograft would provide an importgmedictive indicator of aGVHD and
thus, CD4/CCR7 T cell partial selective depletion may representadle treatment option

for the prevention of acute GVHD in the clinicatts®.

While donor-derived T cell partial and selectivgplégion would have a little impact on the

ability of T naive cells to mount robust GVL respen, no study has specifically investigated
the role of such manipulation on anti-infective iommty. Here, we show that reducing the
proportion of CDZ/CCR7 T cell in PBSC graft does not alter donor requiaeti-infective

responses.

This study represents a step forward in a proafesfeept data and completes the background
needed to set up a first-in-human partial selec@@4'/CCR7 T cell-depleted allo-CST

phase | clinical trial.

Materials and Methods

Donors
The study design has been approved by the ethicenitter of the Lille University Hospital,

and all donors included have given their informedsent. Because in France use of G-CSF is
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not allowed in healthy minor donors, all of our BSC donors were older than 18 years. All
donors were tested for anti-Human T-cell Lymphoiropirus type 1 (HTLV-1), anti-
cytomegalovirus (CMV), anti-adenovirus (ADV) andndo serologic results are summarized
in Table 1. For each donor included (7 male anerBale), one milliliter final product of

PBSC was processed in the laboratory within 6 hours

Multiparameter flow-cytometric analysis

Graft samples were stained without further sepamashortly after collection. Directly
conjugated antibodies to CD45, CD3, CD4, CD8, CDA5Rd isotype controls were from
Beckman Coulter (Galway, Ireland), and CCR7 from IR&ystems (Minneapolis, MN,
USA). After staining (concentrations according taamafacturers' instructions), relative
proportions of CD3 CD3'CD4’, CD3'CD8" T cells were evaluated within the total graft
lymphocytes and the relative proportion of naivel amemory CD2 T cell subsets were
determined within the total CD4T cells. The BD FacsAria cell sorter was used both
fluctrometry analysis and cell sorting

Cell sorting

Freshly PBSCs were first labelled with anti-CD45-Kanti-CD4-APC-H7 and anti-CCR7-
APC and then sorted simultaneously in CORICR7 T lymphocytes (ie naive and central
memory CD4 T cells) and CDACCR7 depleted PBMCs. A fraction of the sorted
CD4'CCR7 T cells were then mixed to the CIRICR7 depleted PBMC pool to prepare a
PBMC suspension reaching a final proportion of GD@R7 T cells reduced at 50% of the
total CD4 T cells. Thus, two suspensions of PBMCs were pezpfor each graft sample: un-
manipulated PBMCs or CDECR7 partially depleted PBMCs.

Antigen stimulation
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PBMC suspensions were cultured in complete medidBBPES-buffered RPMI-1640 with
10% heat-inactivated pool of human AB serum, 2 mMNGlutamine, and antibiotics) and
incubated at 37°C/5% CO2. 2 x 105 un-manipulated€B/well or 1.5 to 1.8 x 105
CD4'CCRY7 partially-depleted PBMCs/well were stimulated foweek in U-bottom 96-well
plates (NUNC, Roskilde, Denmark) with 1pg/mL of leaantigen (Peptivator-CMVpp65
mixed with Peptivator CMV IE-1-premium grade at abyroportion, Peptivator-AdV5
Hexon, purchased from Miltenyi Biotec) or HTLV-1X éBachem).

Proliferation assay

Responses to antigens were determined by two agpeeaFor evaluating divided T cells by
CFSE dilution, PBMC were labelled at day 0 withrhql/L of CFSE (Cell-Trace CFSE; Life
Technologies) and then cultured for 7 days bef@evdsting and staining with CD3-APC
antibody. For measured [3H]-Thymidine incorporataiter 6 days, each culture was pulsed
for the last 18 hrs with .5 pCi/well (18.5 kBg/wetif [3H]-thymidine and then harvested for
microbeta scintillation counting (PerkinElmer, Wedin).

Measurement of cytokine production

Cultured cells stimulated for 7 days with the diffet viral antigens were tested for their IFN-
y capacity production by an interfergnenzyme-linked immunosorbent spot assays (IFN-
ELISPOT). After 6 days of stimulation, each wellredharvested and washed twice before
returned to culture for an additional 20 hr in imrogpot plates coated with a monoclonal
antibody to IFNy. IFN-y spots were enumerated following the manufactunestsuctions by
using TB Scan software (TB-SPOT TB, Oxford Immuwcb)e Means of duplicate wells were

calculated and expressed as spots per well (spw).

Statistical analysis
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Values are expressed as mean and range. Mann-\Whlittest was used for all comparisons
between values obtained before and after T celigbaelective depletion for the each virus
and between values obtained with HTLV1 and ADV M\ respectively. SPSS software

(SPSS, Chicago, Il, v19) was used for all calcatei

Results

The PBSC collections of 7 men and 3 women wereyaadl The median proportion of CD4
T cells among samples was 32% (range, 22% to 48%CD4/CCR7 T cells among CD4

T cells was 83% (range, 75% to 93%). As shown litetd, all the donors were seronegative

for the HTLV1 and seropositive for the ADV. Onlyd8nors were CMV-seronegative.

Proliferative indexes by quantitative method usi@-SE at day 7

As shown in figure 1, the mean percentage of diVi@®3" lymphocytes in the presence of
ADV antigen, was 14% (range, 1.0 to 30.2) in unrpalited samples and 11.9% (range, 0.4
to 25.2) in partially CDACCR7 T cell depleted samples (p=0.39). The CManphocytes
proliferation in presence of pp65antigen was olegtinm almost all cultures before and after
T-cell partial selective depletion except for danarith negative CMV-serostatus. Indeed, a
mean of 7.0% (range, 0.2% to 38%) of divided CO$mphoctes was observed in
unmanipulated samples and 9.5 % (range, 0.2% 8%&5n depleted ones (p=0.46).

No proliferation was observed in the presence oL antigen that served as negative
control.

The difference in proliferation index was statiatig significant between culture in the
presence of either CMV or ADV and in the presentéddLV1, be them before or after

manipulation (p < 0.001)

Proliferative index by quantitative method usingttated thymidine 3H at day 7

86



As shown in figure 2, there were no differencesMeen unmanipulated samples and those
cultured after depletion for either ADV or CMV. Rits are expressed as cmt for the
considered virus /cmt for the HTLV1 considered agative control for unmanipulated and

depleted samples, respectively.

Measure of INFy capacity secretion indexes usingdplot method at day 7

INF-y secretion measurements were conducted omresltexposed to the ADV. The mean

numbers of spots was 174 (range, 39 to 303) anda#dje, 1 to 104) for unmanipulated and
depleted samples, respectively. In the same wadjyres placed in the presence of pp65
antigen (only for seropositive donors), the spatsiber was similar between both groups, and
the mean number of spots was 113 (range, 46 toatd )11 (range, 46 to 385) respectively
before and after selective partial T cells depletion

As depicted in table 2, differences were signiftcahen compared to HTLV1 results for both

CMV and ADV cultures in unmanipulated and partiapleted samples (p< 0.001).

As expected, there was no secretion observed inrdavitose CMV-serostatus was negative.
Figure 3 illustrates results of Elispots in thegemece of pp65 in all cultures before and after

the depletion regardless for all donors.

Supplementary tests
For partially selected samples, all above quantgaand functional tests were repeated after
adjusting the total number of lymphocytes to 2\@ll. The same results were obtained. Data

not shown.

Discussion

The strong association evidenced between the CICRR7? ratio of transplanted CD4T

cells and the development of aGVHD might reflece thredominant distribution of
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alloreactive T cells in the naive and central mgnsubsets, as described both for naive TD4
T cells in humans[20] and in experimental modelsraive[17, 18, 21] and central memory

subsets.[22]

A second reason why CCRtells could initiate aGVHD might be due to theiignatory
capacities. Like naive cells, central memory celdl® home to secondary lymphoid organs
where they can meet host (allo) antigen-presenteits. In agreement with the three step
model of GVHD pathogenesis,[23] tracking donorelliring GVHD has demonstrated that
they first partition and expand in host lymphoidgams and then their progeny infiltrates
target organs.[24] Accordingly, CCR7 is necessawy the control of effector cell in
alloimmune responses.[25] Therefore, inhibitionaohesion and cell-trafficking molecules
such as CCR7 and CD62L could be a promising apprtmaceduce the incidence and severity
of acute GVHD in allo-CST since those moleculesehavwell-established role in GVHD
development.[16, 18-20, 26, 27] Tacking into accadtlme co-expression of cell-trafficking
molecules on the same subsets of T lymphocytes, thed redundancy phenomena
encountered in cell-trafficking blockade method23-B0] we have preferred to explore a

partial selective approach of CBECRT7 T cells rather than a CCR7 blockade one.

While the preservation of anti-tumor effect was destrated in absence of CCR7
lymphocytes setting,[19] the results of our currstuidy provide some evidences that partial
CD4'/CCRT T cells depletion of donor PBSC does not altemuaed anti-viral immunity at
least vis-a-vis the two principal virus that reaate the most after allo-SCT and responsible
for high post-transplant morbidity and mortalityhélSe results confirm what others and we
have observed in vivo that CDZ lymphocytes expressing the trafficking antigeBRZ or

CD62L were more likely committed to acute GVHD maas rather than GVL or anti-
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infective responses.[16, 26] Although, the numbér BNy spots obtained in partial
CD4'CCR7 T cells depletion sitting was inferior to the ooktained with unmanipulated
sample in presence of ADV, the difference with tluenber of spots obtained in presence of
HTLV1 was statistically significant and the immuresponse to ADV was still satisfactory
for appropriate anti-viral responses. Indeed, theimum required for a positive reaction in

our laboratory is at least 20 spots.

We are aware that from the pathophysiological stamdpacquired anti-infective immunity
transfer is mainly insured by CD8&emory T lymphocytes rather than CDakive or central
memory T lymphocyte$>® However, the net anti-infective responses arectdte by
several complex T cell subsets that all might hevele in determining the final respone.
391 On the other hand, there is always multidirecticzmoperation between T lymphocytes
subsets even in secondary anti-infective reactidhas a matter of fact, the aim of our work
was to ensure the absence of any manipulationecekteration of the acquired anti-infective
immune response towards virus, be it related tbsoeting techniques or to an alteration of
the cooperation between CDand CD8 T cells following depletion that would diminish the

proportion of CD4/CCR7 T cells.

One may question why did we choose to investigatersdary reactions rather than primary
ones? Indeed, measuring the capacity of graft-aunta T cell subsets to induce anti-
infective primary reactions was not the goal astf@smsplant immune reconstitution is
usually ensured by donor stem cell-derived lymphegisiin recipient and not by the infused
lymphocytes with graft® * The major issue of post-transplant immune recturith and
primary anti-infective reactions should be addrdsse all further partially selection

transplantation approaches.
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In conclusion: this study demonstrates the preservaf acquired anti-viral immunity to
PBSC after partial selective T-cell depletion. @esults along with what has been already

demonstrated in the field give ground to a ratiarsd of this approach in clinical trial.
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Table 1: donor, gender and viral serostatus andP&8nples’ characteristics

Dono
rss CM AD T4/L TAN/T T4CM/T T4R7/T T8/Ly T8N/T8 T8CM/ T8R7/T
Gend V Vv y 4 4 4 % % T8 8
er % % % % % %
#1/M neg pos 457 47 37,7 84,7 35,8 17,8 8,8 26,6
#2/M pos pos 59,8 61,2 20,5 81,7 -* - - -
#3/M pos pos 365 67,7 17,4 85,1 37,6 72,6 1,6 74,2
#4/M pos pos 37,9 55 25 80 33,6 70,9 4,5 75,4
#5/M neg pos 63,7 745 18,7 93,2 24,7 75,2 3 78,2
#6/M pos pos 53,3 45 39,3 84,3 29,5 35 1,7 36,7
#7/M pos pos 498 555 22,7 78,2 28,9 60,5 5 65,5
#8/M pos pos 39 39,2 35,5 74,7 43,4 38 6,1 44,1
#9/M neg pos 43,7 58,3 27,3 85,6 22,7 53,9 5,3 59,2
#
10/M Pos pos 52,7 46,1 31,8 77,9 302 32.3 6.8 39,1
PBSC: peripheral blood stem cell; CMV: cytomegalosj ADV: adenovirus; T4: CD4T

lymphocytes; Ly: total lymphocytes; T4N: naive CDB lymphocytes; T4CM: central memory
CD4" T lymphocytes; T4R7: CDACCR7 T lymphocytes; T8: CDTDS’ T lymphocytes; T8N:
naive CD8 T lymphocytes; T8CM: central memory CDB lymphocytes; T8R7: CO8CCR7 T

lymphocytes; M: male; F: female; pos: positive; neggative. All donors had HTLV1 serostatus;

* values of CD3CDS8' T lymphocytes are missing.
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Table 2: number of IFNspots by elispot method at day 7 of lymphocytéurak in presence different viral

antigens in unmanipulated and partial selective @D@R7 T cell depletion.

Unmanipulated samples Partially depleted samples
Mean (range) p Mean (range) p
CMV* 113 (46 - 451) <0.001 111 (46 - 385) <0.001
HTLV1** 3,9 (0-19) 3,2 (0-20)
Adenovirus 174 (39 - 303) <0.001 44 (1 - 104) <0.001
HTLV1 3,9 (0-19) 3,2 (0-20)

* In positive CMV-serostatus donors. ** HTLV1 wasrtsidered as the negative control. Comparison bgrivia
Whitney U test.
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Figure legends:

Legend (Figure 1): Mean percentages of divided CD3+ lymphocytes at dausing
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) in iresence of ADV, pp65 and HTLV1.

Tpop: unmanipulated sample; Dtpop: partially CD4@R7+ T cell depleted samples.

Legend (Figure 2): tritiated thymidine®H indexes: Bars represent proportions of
incorporated in the presence of cytomegalovirus YEMr adenovirus (ADV) (cmt)
compared tdH incorporated in the presence of HTLV 1 (negativatrol) (cmt) in cultures

for all donors before and after T cell partial sélee depletion.

Legend (Figure 3): Elispot results for all donors before and aftecdll partial selective

depletion. The bars with low values belong to dsmwith negative CMV serostatus.

96



Figure 1:
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Figure 2:
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Figure 3:

IFN-y secretion
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3) Interprétation des résultats

Ce travail démontre I'absence d’impact significatide la méthode de déplétion
sélective et partielle des greffons de CSP en lyopies T CDACCR7 sur les réponses

immunitaires antivirales de type secondaire.

Nous avons réalisé des reéactions de type secondanepte tenu de quasi
impossibilité de réaliser des réactions immunologf) primairesn vitro. Lors du future
programme clinique, une étude de la reconstitutimmunologique post-greffe sera mise en

place et intégrera, spécifiguement, une étude deplanse vaccinale post-greffe.
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Conclusion et perspectives
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A la lumiére des résultats présentés ci-dessus estimons que le fait de recevoir un
greffon contenant une proportion élevée de lymptescyi CD4CCR7 est une condition
nécessaire mais non suffisante pour le développediene GVH aigué dans la mesure ou
prés de 40% de patients ayant recu une proporiés) élevée de ces cellules n’ont pas
développé de GVH aigué et a l'inverse, aucun ddadea ayant recu une proportion faible <
65% (< 25° percentile) n'a présenté de GVH aiguéstifa et al*®* ont constaté que le
répertoire des sous-populations naives est extrémediversifié (estimé a plus de 20 x°10
de spécificités pour les lymphocytes CDdhez I'homme) alors que celui des sous-
populations mémoires est évidement plus limité ifenv0.1-0.2 x 16), ce qui peut étre
responsable d’une grande disparité de fréquenclymghocytes T CD4réactifsin vitro vis-
a-vis d’alloantigenes mHA. Ces différences intenitdlelles peuvent expliquer qu'a
proportion équivalente de lymphocytes T CDER7 greffés, seules certaines combinaisons

donneur/receveur entrainent une GVH aigué patente.

Les lymphocytes [I; CD4'CD25" jouent un rdle dans la tolérance a la greffe et
devraient s’opposer a l'installation d’une GVYH notamment celles exprimant les récepteurs
CD62L et CCR71"4175178 Nous n’avons pas analysé dans les greffons leopiops des
lymphocytes Te¢ Une proportion plus élevée de ces derniers pemitpartie, expliquer
'absence de GVH aigué chez certains patients avegreffon riche en lymphocytes T

CD4'CCR7, en contrdlant 'amplification des réponses alltigées.

Nous avons réussi ces dernieres années a dimmuaux de mortalité précoce post-
greffe avec une meilleure prise en charge des nmladedéveloppant, notamment, des
nouveaux outils diagnostiques des complications-gafe '°? et en instaurant, entre
autres, l'alimentation entérale systématifiieLa GVH aigué de grade IlI-IV reste,
toutefois, une complication majeure responsabl@el’'mortalité précoce non négligeable.
Cette complication délétére, a I'inverse de la Gdftonique, ne semble pas avoir, de fagon

évidente, un effet protecteur contre la rechutele-gcesffe.194 195

Notre prochain objectif est d’aller au-dela des tatasions clinico-biologiques et de
batir un véritable protocole de thérapie cellulamplicable chez 'homme et dont le but
serait d’essayer de diminuer le taux de mortalitécpce post-greffe en diminuant
I'incidence et la sévérité de la GVH aigué sans @utant altérer la capacité anti-tumorale

du greffon. L'idée d'une allogreffe a partir d’'urreffon appauvri en lymphocytes T
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CD4'CCR7 doit donc étre étayée. Une déplétion totale des dedction, qui présente plus
de la moitié des lymphocytes CDdu greffon, ne nous semble pas sans risque pour le
devenir de la greffe. Nous pensons, a linverseumuappauvrissement du greffon
proportionnellement riche en lymphocytes T CO@R7 serait suffisant, considérant nos
résultats qui ont montré que la GVH aigué étabitgment liée a la proportion de cette
fraction dans le greffolt?

Nos travaux seront continués sur dernier axe :

Etude préalable a la mise en place d’'un protocelthérapie cellulaire applicable & 'lhomme.

Il s’agit d’une étude des conséquences de la riéntude la proportion de cellules T
CD4+CCRT7+ sur la réponse anti-tumorale.

L’objectif est de confirmerin vitro le maintien de l'effet anti-tumoral (GVL) du
greffon appauvri en lymphocytes T CICR7 dans un modéle de culture mixte tumorale
et cytotoxicité contre des blastes irradiés HLA-patibles. Les blastes de plus d'une
trentaine de malades atteints d’une leucémie aigyp&rleucocytaire ont été prélevés au
diagnostic et cryopréserveés a la tumorotheque du @eILILLE. Un certain nombre de ces
patients est susceptible d'avoir une allogreffe atip d’'un donneur familial HLA-
compatible. Avant la greffe, une partie des ceflulier donneur prélevées pour le typage
HLA sera utilisée pour les tests d'effet anti-tuadocontre les blastes du malade HLA-

compatible.

Nous n'avons pas établi de protocole définitif paette partie expérimentale.
Toutefois, notre objectif est de mesurer la réactie type cytotoxicité des lymphocytes du
donneur vis-a-vis des blastes du malade HLA-corhfggtiavant et apres déplétion en

sélective et partielle en lymphocytes T COER7'.
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