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Résumé francais et mots clés

La transplantation de sang de cordon ombilical (TSCO) constitue un traitement de choix
pour une multitude de pathologies hématologiques malignes et non malignes chez
I’enfant et dans certains cas ’adulte. La TSCO est associée a certaines complications,
dont une reconstitution immunitaire plus lente et une incidence élevée d’infections
opportunistes, notamment celles reliées au cytomégalovirus (CMV) et au virus varicella-
zoster (VZV). Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés dans un premier
temps a la caractérisation de la reconstitution immunitaire spécifique au CMV et au VZV.
Nos résultats ont démontré que la reconstitution de I’immunité cellulaire ne requiert ni un
statut séropositif pré-transplantation ni le développement de la maladie. De plus, des
reconstitutions spontanées ont été¢ détectées chez certains patients séronégatifs vis-a-vis
du CMV ou du VZV. Outre le fait qu’elle se manifeste surtout a partir de 6 mois post-
transplantation, ladite reconstitution mérite le qualificatif de « protectrice » en termes de
réactivations virales et du développement de signes cliniques lorsqu’une fréquence de
150 cellules produisant ’IFN-y/million est dépassée. Toutefois, moins de 5% des patients
développent une réponse T anti-VZV et anti-CMV au cours 100 premiers jours suivant la
TSCO. 11 est donc possible que les lymphocytes CD8" T provenant du SCO,
comparativement a leurs homologues provenant de la moelle osseuse (MO), présentent
un défaut de fonctionnalité, communément appelé « épuisement clonal ».
La caractérisation du répertoire de récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules T
CD8" suivant la TSCO ou la transplantation de moelle osseuse (TMO) a révélé une
augmentation significative de la fréquence des cellules exprimant PD-1 tot suivant la
transplantation. Cette population, caractérisée majoritairement par un phénotype
effecteur-mémoire (EM), démontre une perte significative de la capacité proliférative et
exprime moins d'IFN-y, d'IL-2, de TNF-a et de CD107a. Une meilleure caractérisation
de la reconstitution immunitaire aprés TSCO permettrait, d'une part de sélectionner des
biomarqueurs en vue d’une meilleure gestion des patients a risques de développer des
infections virales et/ou de rechuter, et d'autre part d'améliorer leur pronostic.

Mots clés: Transplantation de sang de cordon ombilical, cytomégalovirus, virus de la
varicelle, reconstitution immunitaire, lymphocytes T, épuisement clonal.



Abstract and keywords

Umbilical cord blood transplantation (UCBT) is a treatment of choice for a variety of
hematological malignancies and non-malignant diseases in children and, in some cases,
in adults. UCBT is associated with a slower immune reconstitution and a high incidence
of viral infections, especially related to cytomegalovirus (CMV) and the varicella-zoster
virus (VZV). As part of this work, we aimed to assess the reconstitution of CMV and
VZV-specific T cell responses. Neither pre-transplant serostatus nor disease development
is required for development of T cell mediated immunity. Moreover, spontaneous
reconstitution detected in some patients who were seronegative for CMV or VZV.
Detected especially after 6 months post-transplant, antiviral responses are protective in
terms of viral reactivation and development of clinical signs, when a frequency of 150
cells producing d'TFN-y / million is achieved. However, less than 5% of patients develop
an antiviral response during the first 100 following UCBT. Compared to their bone
marrow (BM) counterparts, UCB CD8" T lymphocytes may be functionally impaired, a
state commonly called « clonal exhaustion ». Characterization of the inhibitory receptors
repertoire expressed by CD8" T cells following UCBT and BMT showed a significant
increase in the frequency of cells expressing PD-1 early after transplantation. This
population, mainly characterized by effector phenotype, showed a significant loss of
proliferative capacity and produced less IFN-y, IL-2, TNF-o and CD107a. An improved
understanding of the CD8" T cell compartment following UCBT, as well as biomarkers
related to T cell exhaustion will decrease infection, transplant related mortality and
correlate with better prognosis

Keywords: umbilical cord blood transplantation, cytomegalovirus, varicella-zoster virus,
immune reconstitution, T cells, clonal exhaustion.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION



1.1 Mise en contexte

La transplantation de cellules souches hématopoiétiques (TCSH) telle que pratiquée de
nos jours est le fruit de révolutions incessantes. La plus marquante concerne sans doute
I’identification du sang de cordon comme source de cellules souches hématopoiétiques.
Ceci a permis de faire des avancées décisives a la transplantation allogénique.
Malheureusement de nombreux problémes continuent d’entraver le succeés de la
transplantation de sang de cordon ombilical (TSCO), I’incidence ¢levée d’infections
opportunistes en particulier causées par le cytomégalovirus (CMV) et le virus de la
varicelle (VZV) demeure un facteur limitant. Ceci ravive le débat sur le potentiel des
lymphocytes T issus du SCO a fournir une protection immunitaire transitoire jusqu’a la
reprise de la thymopoi¢se. Les mécanismes immunologiques prédisposant les patients
receveurs de TSCO a des infections virales plus séveres sont encore mal caractérisés.

L’objectif principal du présent projet de doctorat était de définir la fonctionnalité des
lymphocytes T spécifiques au CMV et au VZV issus du SCO une fois transférés aux
patients, et d’identifier les facteurs cliniques et virologiques qui influencent le
développement de réponses antivirales protectrices. Le deuxiéme objectif de ce travail
visait & déterminer les raisons pour lesquelles I’incidence et la sévérité des infections
virales sont particulierement plus élevées aprés la TSCO. Nous avons donc étudié le
profil d’expression de plusieurs molécules co-inhibitrices associées avec le
dysfonctionnement des lymphocytes T CDS8", processus communément désignée par
« épuisement clonal ». La présente revue de la littérature a pour but d’exposer 1’état des
connaissances sur la TCSH, en mettant I’accent sur la TSCO, ainsi que sur 1’épuisement

clonal des lymphocytes T CD8" tout en expliquant la relation qui les lie.



1.2 Le systéme immunitaire

Le systeme immunitaire s’est doté au cours de 1’évolution d’une capacité anti-infectieuse
qui s’est conjuguée a une organisation cellulaire et moléculaire complexe pour en garantir
I’efficacité de nous protéger contre I’innombrable variété de dangers, tant externes
qu’internes, allant des agents infectieux pathogénes aux mutations a I’origine de cancer.
Le systéme immunitaire peut étre divisé en deux branches distinctes : le systéme inné et
le systéme adaptatif [1]. La premicre ligne de défense, mise en place grace au systéme
immunitaire inné, est médiée par des cellules dotées de récepteurs non polymorphiques
dont les plus connus sont les TLRs (« Toll-like receptors ») exprimés a la surface des
cellules dendritiques ou les macrophages [2]. Cette réponse innée demeure toutefois
incapable de générer une mémoire [3, 4]. Contrairement a I’immunité innée, le
développement d’une réponse spécialisée contre les pathogenes, aussi appelée immunité
adaptative, découle de leur reconnaissance par les lymphocytes B ou T, chefs d’orchestre
respectivement de I’immunité a médiation humorale, caractérisée par la sécrétion
d’anticorps, et cellulaire. Les lymphocytes T ne peuvent reconnaitre 1’antigéne que sous
forme de peptides associés aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH), de classe I ou II, exprimées a la surface de cellules présentatrices d’antigénes. Le
CMH, ou systeme HLA (« Human leukocyte antigeny) chez ’homme, est localisé sur le
bras court du chromosome 6 dont les génes codent principalement pour des protéines
allogéniques, les antigénes majeurs d’histocompatibilité [5, 6]. Les deux alléles de
chaque locus sont exprimés de manieére codominante. La plupart des individus sont donc
hétérozygotes a chaque locus du CMH. Les génes impliqués dans la réponse immunitaire

peuvent étre subdivisés en deux classes, I et II, structurellement et fonctionnellement



différentes. Le CMH de classe I inclut les génes de classe I classiques : HLA-A, B, C, qui
codent pour des protéines ubiquitaires présentes a la surface de toutes les cellules
nucléées, ainsi que des geénes HLA de classe I non classiques (HLA-E, F et G)
caractérisés par un polymorphisme limité. Le CMH de classe I permet de présenter des
peptides immunogenes de 9 acides aminés provenant d’antigénes endogenes générées par
le protéosome [7, 8] . Le CMH de classe II, quant a lui, inclut les génes HLA-DR, -DQ et
-DP exprimés de fagon constitutive par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA)
incluant les cellules dendritiques, les cellules B, les macrophages et 1’épithélium
thymique. Le CMH de classe II a la capacité de présenter les peptides exogenes ayant une

longueur de 12 a 20 acides aminés [9, 10].

1.3 Les lymphocytes T

1.3.1 La thymopoiése

Les progéniteurs lymphoides issus de la moelle osseuse (MO) migrent jusqu’au thymus
au niveau de la jonction cortico-médullaire d’abord vers la zone sous-capillaire du cortex
extérieur puis vers le cortex intérieur avant de passer a travers la médulla thymique.
Composante clé du micro-environnement thymique, les cellules épithéliales thymiques
forment des niches permettant d’interagir de facon coordonnée et étroite avec les
progéniteurs des cellules T. Durant les étapes initiales de leur différenciation, les
thymocytes n’expriment ni le co-récepteur CD4 ni le co-récepteur CD8 (cellules doubles
négatives ou DN), et se déclinent en quatre stades de différenciation séquentiels identifiés
selon I’expression de CD44 et CD25 (récepteur a I’'IL-2) : (DN1, CD44°CD25"; DN2,

CD44"CD25"; DN3, CD44 CD25%; et DN4, CD44 CD25") [11, 12]. Les cellules DN



peuvent générer des lymphocytes T qui expriment soit les chaines a et f du TCR ou les
chaines y et 6 [13]. Pour, les cellules qui se sont engagées dans une voie leur permettant
de se différencier en lymphocytes T af}, le stade DN3 marque le réarrangement aléatoire
des segments de génes V, D et J pour la chaine B qui requiert I’expression des
recombinases RAG1 et RAG2 (« Recombination-activating genes»). [14, 15]. Lorsque
productif, la chaine B s’associe avec le complexe CD3 et la chaine invariante du
pré-TCRa, contrdlant ainsi la transition du stade DN3 au stade DN4 et donnant naissance
a des lymphocytes T avec un TCRof3 doubles positifs, CD8" et CD4". L’interaction des
thymocytes avec le complexe CMH-peptide présentés par les cellules épithéliales
thymiques conditionne leur devenir, et ce via des mécanismes de mort par négligence
[16], de sélection positive (restriction par le CMH) [17] et de sélection négative
(tolérance centrale) (Figure 1.1) [18]. Seulement les lymphocytes avec un TCR capable
de se lier avec une affinité faible au complexe CMH-peptide (CMH-p) du soi regoivent
un signal de survie. Les peptides présentés aux thymocytes sont soit produits par les TEC
soit importés des tissus périphériques par les macrophages et les cellules dendritiques.
A Tl’issue de ces étapes de sélection thymique, les lymphocytes T matures exprimant le
co-récepteur CD8" ou CD4" se retrouvent dans le sang périphérique et dans les ganglions

lymphatiques.
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Figure 1. 1 Développement thymique des lymphocytes T

Les thymocytes doubles négatifs n’exprimant pas de CD4" et de CD8" peuvent étre
subdivisés en quatre stades de différenciation: (DN1, CD44"CD257; DN2, CD44°CD25%;
DN3, CD44°CD25"; and DN4, CD44°CD25"). La progression des cellules du stade DN2
au stade DN4 est associée a I’expression du pre-TCR, produit suite au réarrangement de
la chaine B du TCR. Les cellules doubles positives avec un TCRof} et exprimant CD4" et
CD8" vont interagir avec les cellules du cortex exprimant des niveaux éleveés de
complexes CMH-peptides du soi. L’intensit¢ des signaux transmis suite a cette
interaction va conditionner le devenir des cellules. Une faible interaction entraine la mort
par négligence, un signal intermédiaire permet de transmettre un signal de survie aux
lymphocytes qui vont subir par la suite la sélection positive, et une trés forte interaction
avec les peptides du soi induit la sélection négative des thymocytes. L’expression du co-
récepteur CD4 permet I’interaction du TCR avec les complexes peptide-CMH de classe 11
alors que I’expression de CD8 assure son interaction avec les complexes peptide-CMH de
classe I [19].

Contrairement a la souris, pour laquelle le développement du systéme immunitaire
adaptatif commence a la naissance, les cellules T humaines peuvent étre détectées a 10
jours de gestation [20]. Quelques études ont rapporté que les cellules T feetales détectées
a 16-24 semaines de gestation sont phénotypiquement différentes des cellules T naives

présentes chez les nouveaux nés ou les adultes [21-23]. La particularité de ce phénotype



pourrait étre associée a une induction plus rapide de la tolérance mise en place durant les
premicres étapes de ’ontogénie du systéme immunitaire. On pourrait présager, qu’au
méme titre que les modeles murins et aviaires, les cellules souches feetales et adultes
possédent des localisations tissulaires, des propriétés phénotypiques, un potentiel
fonctionnel et une capacité de différenciations différentes [24-26]. Il n’est pas encore
clair si les générations des deux populations de cellules souches (fcetales et adultes) sont
indépendantes l'une de l'autre ou que les cellules T feetales constituent la version
immature des cellules T adultes. Une ¢légante étude par Mold et al. propose que les
thymocytes sont produits en deux vagues, la premicre issue des cellules souches
présentes dans le foie feetal et la deuxieme issue des cellules souches provenant de la
moelle osseuse feetale [27]. Les lymphocytes T CD4" feetaux sont dotées de propriétés
fonctionnelles de type tolérogenes, pergues a travers leur prédisposition a se différencier
en cellules T régulatrices (Treg) suite a une stimulation in vitro, mais également a travers
leur abondance au niveau des tissus périphériques a mi-gestation [28, 29]. Il serait
intéressant d’examiner si ce biais de différenciation vers une tolérance immunitaire est
restreint aux antigénes du soi et aux antigénes maternels, ou s’il est observé également

dans le cas d’antigénes étrangers rencontrés au cours du développement.

1.3.2 Fonction des lymphocytes T

L’activation et la différenciation des cellules T requiert trois signaux : i) I’engagement du
TCR avec le complexe CMH-peptide, ii) les signaux de costimulation délivrés par les
cellules présentatrices d’antigenes, iii) la stimulation par les cytokines pro-inflammatoires

[30]. Ces multiples interactions qu’entretiennent les lymphocytes T avec les CPA
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induisent une cascade de réactions transcriptionnelles engageant la cellule T dans une
voie de différenciation précise. L’établissement du profil phénotypique des différentes
sous populations T peut se faire sur la base de I’expression de récepteurs impliqués dans
I’activation des cellules T (CD45RA et CD45R0O), de costimulation (CD27 ou CD28) et
de chimiokines (CCR7) [31]. Les lymphocytes T aussi bien CD8" que CD4" peuvent étre
subdivisés en 4 populations : les lymphocytes T naifs, central-mémoires (CM : CD45RA"
CCR7" CD27"), effecteurs-mémoires (EM: CD45RA- CCR7 CD27%), effecteur
terminaux (EMRA: CD45RA" CCR7  CD27%). Les lymphocytes T naifs passent
continuellement du sang périphérique vers les ganglions lymphatiques jusqu’a ce qu’ils
renconnaissent 1’antigéne présenté par les CPA. Une fois activées, les cellules T naives
prolifeérent de facon exponentielle pour former les populations effectrices (EM et EMRA).
Durant la phase de contraction, alors que la majorité des lymphocytes T CD8" effecteurs
sont engagés dans une voie apoptotique, 5 % seulement survivent et se différencient en
cellules mémoires (les CM) présents dans les organes lymphoides secondaires capables
de monter une réponse immunitaire robuste suite a une deuxiéme exposition a l'antigene
[32, 33]. Il en découle une spécificité antigénique, une protection immédiate et une
mémoire immunitaire. Au-dela de la classification simpliste des cellules T, on découvre
une multitude de sous-populations lymphocytaires T qui se démarquent en se basant a la
fois sur I’expression de marqueurs de surface et les marqueurs intracellulaires, reflétant la
large hétérogénéité des cellules T et fournissant une importante avancée conceptuelle en
termes de dynamique, de survie et de compartimentalisation des cellules T. Outre la
fréquence des lymphocytes T (la magnitude de la réponse immunitaire) et leur phénotype,

la qualit¢ de la réponse s’ajoute a ses critéres pour définir la réponse immunitaire



optimale. En effet, la polyfonctionnalité des cellules CDS8 se traduisant par I’ensemble
des molécules produites par une méme cellule détermine la qualité de la réponse. La
fonctionnalité de ces cellules est évaluée selon leur capacité a produire 1’IL2, IFNy,

TNFa, MIP1B et CD107a et selon leur capacité de dégranulation (Figure 1.2) [31].
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Figure 1. 2 Association phénotypique et fonctionnelle au niveau des différentes
sous-populations de lymphocytes T CD8" humains.

CM : central mémoire, EM : effecteur mémoire, EMRA : effecteur mémoire
terminalement différencié [31].



1.4 La transplantation de cellules souches hématopoiétiques

1.4.1 Les indications pour la transplantation de cellules souches hématopoiétiques

La transplantation de cellules souches hématopoiétique (TCSH) constitue un traitement
de choix pour les pathologies hématologiques malignes (leucémie aigué et chronique) et
non malignes (aplasies médullaires congénitales ou acquises, anomalies innées du

métabolisme) (Figure 1.3). La premi¢re TCSH fut accomplie par Gatti et al. en 1968 [34].

Troubles héréditaires du métabolisme, 133, 1%

Immunodéficiences primaires, 805, 6%

Thalasséemie/Anémie falciforme, 370, 2% r Maladies autoimmunitares, 13,0.1 %
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Figure 1. 3 Principales indications pour une transplantation allogénique de CSH

Nombre absolu et proportions relatives principales indications pour la TCSH en Europe
en 2010. Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Bone Marrow
Transplantation [35], copyright (2014).

On parle d’une autogreffe lorsque les cellules souches hématopoiétiques (CSH)
proviennent du patient lui-méme et d’une allogreffe (ou greffe allogénique) lorsque ces
derniéres proviennent d’un autre individu. Dans ce cas, le donneur peut étre apparenté
(membre de la famille) ou non-apparenté. Nous nous intéresserons ici plutot a la greffe

allogénique.
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1.4.2 Les bases génétiques de la sélection des donneurs

Le systéme humain d’histocompatibilité détient une place prépondérante dans le domaine
de la TCSH qui découle a la fois de son expression ubiquitaire polymorphe et de son rdle
fonctionnel largement dominant dans les réactions allogéniques inter-individus.
L’envergure de la réponse induite par le systtme HLA n’exclut pas I’existence d’autres
facteurs qui contribuent aux réactions immunitaires contre le non-soi tel que par exemple
les anticorps naturels contre les déterminants ABO (groupes sanguins). Toutefois,
I’individualité immunologique dictée par le systéme HLA est de loin la principale source
des réactions immunitaires dirigées contre les alloantigénes. De ce fait, la sélection de
donneurs potentiels se fait principalement sur la base de leur degré de disparité-HLA
avec le receveur. Seulement 15-30 % des patients qui nécessitent une TCSH allogénique
peuvent compter sur I’existence d’un donneur apparenté identique [36]. L’indisponibilité
de ce type de donneur ne constitue aucunement une contre-indication a la greffe, qui peut
étre partiellement incompatible, tout en respectant certaines conditions.

En effet, le « National Marrow Donnor Program » (NMDP) a fixé le degré de
compatibilit¢é minimum accepté a 5/6 pour les loci HLA-A, -B et —-DRBI1. Ainsi la
compatibilité n’est recherchée que sur les deux alléles de chacun des loci HLA suivants :
HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI1 (soit une compatibilité dite 6/6). Plus tard, le locus HLA-C
a été ajouté a cette liste aprés avoir €té associé a une amélioration du pronostic apres
transplantation [37]. On parle aujourd’hui de greffon avec un niveau de compatibilité
HLA d’au moins 7/8 pour procéder a la greffe [38]. Les données probantes issues
d’études comparatives montrent que le degré de disparité entre donneur et receveur ainsi

que le locus a I’origine de I’incompatibilité constituent une condition sine qua non a la
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réussite de la greffe [39-41]. Toutefois, les avis restent encore partagés concernant
I’association des différents loci avec le pronostic du patient, et il n’existe a ce jour pas de
consensus établi. Toutes les études convergent néanmoins vers un méme concept qui
suggere que les risques accompagnant les multiples disparités peuvent étre cumulatifs
voire méme synergiques. Lee et al. ont démontré qu’une compatibilité au niveau des loci
HLA-A, B, C et HLA-DRBI était corrélée a un meilleur pronostic du patient [42]. De
plus, la disparit¢ HLA-DQ semble avoir un impact mineur sur la survie du patient, a
moins qu’elle ne soit couplée a une autre disparité [41, 43]. D’autres études ont noté une
association entre la disparit¢ HLA-DP et I’incidence de la maladie du greffon contre
I’hote aigue (« Acute Graft-versus-host-disease»; GVHD) (discuté plus loin) [42, 44].

De plus en plus d’évidences supportent la pertinence de génotyper simultanément les
HLA et les KIR (« Killer-cell immunoglobulin-like receptors ») du donneur. Les cellules
NK, contrairement aux cellules T, sont activées en 1’absence de reconnaissance du
récepteur inhibiteur KIR, exprimé a leur surface, par son ligand HLA de classe 1. Lorsque
les HLAs de classe I du receveur ne sont pas reconnus par les KIRs du donneur, on
assiste a une levée de I’inhibition de la cytotoxicité NK et la mise en place d’une réponse
alloréactive permettant 1’éradication des cellules cancéreuses résiduelles et des cellules

présentatrices d’antigénes du receveur [45-47].

1.4.3 Le traitement de conditionnement pré-transplantation

La TCSH requiert une étape préparatoire communément appelée régime de
conditionnement, ayant pour but d’induire une aplasie médullaire pour prévenir le rejet

par les cellules immunitaires du receveur, favorisant ainsi la prise de la greffe. Dans le
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cas ou la TCSH est utilisée pour le traitement de la leucémie, cette étape préparatoire
permet également de supprimer, ou au moins réduire le nombre de cellules tumorales.
L’intensité du régime de conditionnement est ajustée en fonction de plusieurs facteurs qui
ont trait au passé médical du patient, & sa pathologie, son age ainsi qu’au degré de
disparité avec le donneur [48]. Ceci laisse entrevoir la difficulté d’établir un consensus
entre les différents centres de TCSH de par le monde. Cette complexité a laissé place a
une classification plus simplifiée, voire méme dichotomique, des régimes de
conditionnement, soit : myé¢loablatif et non-myéloablatif [49]. Traditionnellement, les
régimes qui sont a la fois myéloablatifs et immunosuppresseurs combinent de fortes
doses de chimiothérapie (drogues alkylantes, analogues de nucléosides [48]) et de
radiothérapie (12 a 16 Grey fractionnées; anticorps monoclonaux radio-marqués dirigés
contre les antigénes des cellules de la moelle) [50, 51]. Bien que leur utilisation ait été
associée a une diminution du risque de la rechute de la leucémie aprés greffe, un risque
considérable de toxicité et de complications, immédiates et différées, allant de la
senescence des progéniteurs hématopoiétiques [52, 53] jusqu’au retard de développement
chez les enfants et la possibilit¢é de développer d’autres pathologies malignes ont été
notés [48]. Une observation intéressante découlant d’une étude prospective par Bredeson
et al. supporte la possibilité d’administrer uniquement de fortes doses de busulfan par
voie intraveineuse aux patients atteints de leucémie sans toutefois affecter le risque de la
rechute de la leucémie ou la mortalité liées a la transplantation [54]. Ce n’est qu’a partir
du début des années 80, que les observations cliniques ont démontré que le succés de la
greffe n’est pas uniquement tributaire de la capacité des cellules souches a reconstituer le

systéme hématopoiétique et le systéme immunitaire du patient, mais également de la
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réaction du greffon contre la leucémie (« Graft-versus-Leukemia effect »; effet GvL) [55,
56]. Cet effet (discuté plus loin) est la conséquence directe de I’alloréactivité médiée par
les cellules immunocompétentes du donneur présentes dans le greffon et dirigée contre
les cellules du receveur, ¢liminant ainsi les cellules leucémiques quiescentes qui résistent
au régime préparatoire. D¢s lors, le régime a intensité réduite, connu également sous
I’appellation « non-my¢loablatif », a ét¢ mis en place, offrant ainsi la chance a certains
patients plus agés d’avoir accés a la greffe sans pour autant abroger l’effet anti-
leucémique [57]. La principale limite liée aux conditionnements non-my¢loablatifs réside
dans le fait que le gain apporté par la baisse de I’intensité (environ de 30%) se fait le plus
souvent au détriment de 1’augmentation du risque de rechute de la leucémie [58, 59] étant
donné que I’éradication de la maladie dépend en grande partie de I’effet GVL. A I’ére des
régimes de conditionnement a intensité¢ réduite, des essais randomisés contrdlés nous
permettront de savoir a 1’avenir si I’efficacité, en termes de survie et de qualité de vie,

obtenue a long-terme est comparable a celle des régimes my¢loablatifs.

1.4.4 Les sources de cellules souches hématopoiétiques

La transplantation proprement dite consiste en une infusion intraveineuse de CSH, qui
vont migrer vers la moelle osseuse (MO) ou elles se différencieront pour reconstituer les
systémes hématopoiétique et immunitaire (Figure 1.4) [36]. Traditionnellement, les CSH
provenaient soit de la MO ou du sang périphérique (SP). Les cellules souches utilisées
dans le contexte d’une transplantation de MO (TMO) sont prélevées sous anesthésie

générale au niveau des crétes iliaques postérieures [60]. Le SP quant a lui est enrichi en
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CSH suite a un traitement du donneur avec du G-CSF (« Granulocyte colony-stimulating

factory).

Cellules immunitaires Chimiothérapie Transplantation de

de I'hbte Radiothérapie
Cellules tumorales
de I'hdte
Immunosuppression
CSH de I'hote

Sang péeriphérique

Moelle osseuse

Sang de cordon

Figure 1. 4 La transplantation de cellules souches hématopoiétiques

1.4.4.1 La transplantation de sang de cordon ombilical

Il y a plus de 25 ans, le domaine de la TCSH a été révolutionné par la reconnaissance du
sang de cordon ombilical (SCO) comme une nouvelle source de CSH. Longtemps
considéré comme un déchet biologique, sa découverte fut considérée comme un nouvel
horizon thérapeutique pour 70% des patients faisant partie de minorités ethniques et/ou
n’ayant par ailleurs pas de donneurs compatibles. Depuis, plus de 20% des TCSH
réalisées utilisent le SCO comme source de CSH [61]. La premiére étude ayant démontré
la présence de cellules formant des colonies granulocytaires pouvant se développer in
vitro a partir du SCO fut publié¢e par Knudtzon et al. en 1974 [62]. Ce n’est qu’en 1989

que Broxmeyer et al. [63] ont démontré que le SCO contenait un nombre suffisant de
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CSH pour étre greffé et établir les principes de base gouvernant le transport et le stockage
des unités de SCO. Cette étude a marqué le début de la transplantation de SCO (TSCO)

tant au niveau expérimental que médical [63-66].

La premiére TSCO a été réalisée a I’Hopital Saint-Louis de Paris en 1988 par le Dr
Eliane Gluckman chez un enfant atteint d’anémie de Fanconi, une insuffisance médullaire
héréditaire mortelle [67]. Il s’agissait d’une greffe allogénique apparentée dont le
donneur, la petite sceur en santé, était parfaitement compatible avec le receveur. La
premiére TSCO non-apparentée, rapportée par Kutzberg et al. a permis de valider le
succes de cette procédure [68]. Depuis, la TSCO a pris une place de choix dans le
domaine de la TCSH. On parle de plus de 600,000 unités de SCO stockées avec plus de
30,000 TSCO accomplies a travers le monde et plus de 160 banques publiques de SCO
[69]. Le SCO peut étre prélevé a partir de la veine ombilicale avant (in utero) ou aprés

(ex utero) la délivrance du placenta [70].

Comme toute procédure, la TSCO est associée a des risques et des bénéfices potentiels a
considérer lors de la sélection des donneurs. Etant donné sa disponibilité rapide, le SCO
offre la possibilité de traiter une large panoplie de pathologies hématologiques malignes
et non malignes chez les patients dont le besoin de recevoir une greffe est urgent, évitant
ainsi la progression de la maladie et la détérioration du pronostic [71-73]. De par son
accessibilité, le prélevement du SCO n’occasionne quasiment aucun risque pour le
donneur. En outre, la mise en place de banques a usage public consolide I’amélioration de
I’équilibre ethnique. De plus, la TSCO entraine un risque quasi-nul de transmission
d’infections virales du donneur au receveur [70, 74]. Bien que la barricre foeto-

placentaire soit efficace contre le passage du virus, une transmission virale antepartum
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(par passage transplacentaire) peut survenir au cours d’une virémie maternelle [75]. Le
dépistage de maladies infectieuses transmissibles constitue un préalable indispensable a
la greffe de sang de cordon. Les tests viraux, réalisés sur le sérum de la mere,
comprennent le dépistage de I’infection au CMV, VIH (« virus de l'immunodéficience
humaine »), hépatite B et C et, permettent de réduire le risque et le rendre inférieur a
celui couru lorsqu'un donneur de moelle est utilis¢ (moins de 0,3 % de positivité pour le
CMV détecté par PCR) [76, 77]. Une plus grande flexibilité en matiere de disparité HLA
entre donneur et receveur peut étre permise dans le contexte d’une TSCO. Ceci étant dit,
la GvHD, obstacle d'envergure qui perdure jusqu'a aujourd'hui dans le contexte d’une
TMO ou de TSP, constitue I’un des plus gros avantages liés a la TSCO. En effet, une
incidence comparable de GVHD aigué (environ 20%) est notée aprés TSCO et aprés une

TMO pour laquelle le greffon a été déplété des lymphocytes T [78, 79]. L’incidence de la

rechute de la leucémie apres TSCO, quant a elle, est comparable a celle rapportée suite a
une TMO ou TSP (discuté plus loin) [78, 80, 81]. Le succes de la TSCO demeure
néanmoins limité par le taux de prise de greffe nettement réduit et par une reconstitution
immunitaire différée associée a une plus grande mortalité reliée a la transplantation
(« Transplant related mortality »; TRM) comparativement aux autres sources [73, 82, 83].
Ceci est la conséquence directe du faible nombre de cellules nucléées contenues dans une
unité de SCO, soit 1 logio a 2 logio de CSH de moins que dans le cas d'une TMO ou du
TSP respectivement [84]. La TSCO était initialement réservée aux patients pédiatriques
compte tenu du pronostic réservé des patients adultes apres la TSCO, dont 40%

mourraient avant méme d’atteindre les 100 premiers jours étant donné I’association entre
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le nombre de cellules CD34" contenues dans le greffon, la prise de la greffe et la survie

sans évenements [85].

Tableau 1 1 Avantages et inconvénients de la TSCO

Avantages
Absence de risque pour le donneur

Plus grande disparit¢ HLA entre donneur
et receveur

Amélioration de la balance ethnique

Incidence et sévérité plus faibles de la
GvHD

Absence quasi totale de contamination

Inconvénients
Nombre limité de CSH

Plus grande incidence d'échec de greffe

Retard au niveau de la prise de la greffe

Indisponibilit¢ du donneur pour la
transfusion des cellules apres greffe

Reconstitution myéloide plus lente

virale du greffon

Incidence ¢levée d'infections
opportunistes pendant les 100 premiers
jours suivant la TSCO

Disponibilité presque immédiate grace a
la présence de banque

1.4.5 La reconstitution immunitaire apreés TSCO

1.4.5.1 Reconstitution des neutrophiles et des plaquettes

Le pronostic du patient est tributaire de la rapidité de la reconstitution immunitaire apres
la transplantation [86, 87]. La prise de la greffe, se traduisant par la reconstitution des
neutrophiles et des plaquettes, marque le début du développement du systéme
immunitaire inné. L'évaluation de la prise de la greffe se fait a la fois a travers une
analyse de la sortie d’aplasie et une détermination du chimérisme donneur versus
receveur. La prise est considérée compléte lorsque le patient n'est plus neutropénique et

que son chimérisme est supérieur a 95% [88]. La TSCO est associée a un risque
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augmenté de non-prise et d’une prise de greffe plus lente. En effet, le temps médian de
sortie des neutrophiles apres TSCO est prolongé a 30 jours versus 21 jours apres TMO et
14 jours apres TSP [82, 89, 90]. Le retard au niveau de la reconstitution des neutrophiles
est associé¢ a une plus grande fréquence de mortalité reliée a la transplantation (19 %
aprés TMO versus 39 % aprés TSCO) [82]. La reconstitution des plaquettes est
¢galement plus lente, avec un temps médian qui s'échelonne sur une période allant de 50
a 100 jours post-TSCO, alors qu'il est d'environ 30 jours aprés TMO [71, 91, 92]. La
prise de greffe différée peut étre la conséquence : i) du plus faible nombre de cellules
nucléées; iii) du degré de disparité HLA; iii) des propriétés intrinséques des cellules
souches du SCO, qui requierent plus de temps pour se différencier en précurseurs
my¢loides; iiii) de la perturbation, par les traitements de conditionnement, de
l'environnement spécialisé au niveau de la MO nécessaire pour l'auto-renouvellement des

CSH, leur prolifération ainsi que leur différenciation [93].

Transplantation  Prise de greffe

‘. Phase | Phase Il Phase Il

» Neutropénie | reconstitution immunitaire

Géndration Cellules B

de novo de
Génération
cellules NK

CPAGe cd:ll :E‘;orde
Ihte

. Cellubes T du 5C0
Cellules)
NK du
SCO "
i o — ],_

1
:
I
+30 *50 +100 300 jours

Figure 1. 5 Cinétique de reconstitution et les complications reliées a la transplantation
apres TSCO

La période post-transplantation peut étre divisée en 3 phases. La période précédant la
prise de la greffe (Phase I, 0-30 jours) est caractérisée par un état d’immunosuppression
général (déplétion in vivo des lymphocytes du receveur par ’ATG par exemple), la
neutropénie, un faible compte de plaquettes et une forte sensibilit¢ aux infections
fongiques. Les cellules présentatrices de I’antigene (CPAs) résiduelles de 1’hote
disparaissent progressivement durant la phase I. Une prolifération massive permet aux
cellules NK d’atteindre des niveaux normaux a un mois post-transplantation. Elles
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représentent 80% des lymphocytes durant la phase II (jours 31-100). Durant la phase II,
on assiste a la prolifération homéostatique des certaines cellules T du SCO et a la
génération de novo de lymphocytes T par thymopoiése. La derniére phase (Phase III) est
caractérisée une reconstitution progressive des cellules B et des sous-populations de
cellules T, qui atteignent des niveaux normaux a 6-9 mois post-transplantation [94].

1.4.5.2 Reconstitution des cellules NK

Les cellules NK ne sont pas soumises a la sélection thymique et se reconstituent de ce fait
aussi bien quantitativement que qualitativement dés le premier mois post-greffe [94, 95].
On assistera d’abord a I'émergence d'une premiere vague de cellules NK issues de
I'expansion homéostatique de la sous-population CD16™ CD56€" | caractérisée par une
faible activité cytotoxique et exprimant préférentiellement le récepteur NKG2A [96-98].
Comme les premieres semaines suivant la TCSH marquent une profonde période de
lymphopénie au niveau du compartiment T, les cytokines nécessaires (en particulier
I'IL-15) a la prolifération et a I'activation des cellules NK sont plus accessibles,
contribuant ainsi grandement a leur reconstitution [94]. Au-dela des 100 premiers jours,
la sous-population de cellules NK CD16~ CD56%™ caractérisés par une importante
activité cytolytique et exprimant les récepteurs inhibiteurs KIR, émerge [98, 99]. Cet
accroissement, aussi bien en termes de nombre absolu que de proportion, est plus
important aprés TSCO que suivant la TMO [99]. Somme toute, les patrons de
reconstitution des cellules NK demeurent sensiblement les mémes quelle que soit la

source de CSH [100, 101].
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1.4.5.3 Reconstitution des lymphocytes B

La deuxiéme sous-population lymphocytaire a se reconstituer relativement rapidement est
celles des lymphocytes B. Leur reconstitution aprés TSCO adopte une cinétique plus
rapide que celle observée suivant une TMO [102]. Les cellules B transitionnelles CD19"
CD28high CD38Meh g¢mergent a partir de 1 mois suivant la transplantation. Lorsqu'on
s'¢loigne de la fenétre des 100 premiers jours, la proportion de cellules B, cette fois
matures et exprimant CD19°CD28™CD38™" augmente graduellement pour atteindre

environ 90% a 9 mois post-transplantation [103].

1.4.5.4 Reconstitution des lymphocytes T

Le compartiment T demeure lourdement affect¢ dans les premiers mois suivant la
transplantation. Typiquement, la reconstitution des lymphocytes T emprunte deux voies:
la reconstitution thymus-dépendante et thymus-indépendante. La premiére vague de
lymphocytes T est issue de la prolifération induite par la lymphopénie
(« Lymphopenia induced proliferation »; LIP), laquelle repose sur ’expansion des
lymphocytes T du donneur auxquels se joignent les lymphocytes résiduels du receveur
ayant résisté au traitement de conditionnement [104]. La LIP dépend d'interactions de
faible affinité avec les complexes CMH-peptide du soi conjointement a une exposition a
des niveaux de cytokines élevés [105]. La diversit¢é du répertoire généré par ce
mécanisme est limitée par la diversité du répertoire d'origine des cellules T matures,
servant de source a l'expansion. La reconstitution thymus-indépendante aprés TSCO
repose sur l'activation et la prolifération du répertoire limité des cellules naives. Des

réponses antivirales précoces, un mois suivant la TSCO, ont toutefois été détectées [106].
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Les lymphocytes issus de la voie thymus-indépendante sont majoritairement CD8",
entrainant 1’inversion du ratio CD4:CDS8 [89]. Le compartiment T périphérique subit des
changements graduels qui se traduisent, a long terme, par un répertoire restreint et une
expansion oligoclonale, fruits de stimulations allogéniques ou médiées par des agents

infectieux [107, 108].

La reconstitution thymus-dépendante se manifeste généralement a partir de 3 mois post-
TCSH. Elle permet une reconstitution a long-terme du compartiment T avec un répertoire
diversifi¢ [109, 110]. Cette voie de régénération est un long processus requérant des
fonctions adéquates de toutes les composantes impliquées dans la production de cellules
T. En effet, le thymus fournit le microenvironnement essentiel pour supporter la
prolifération, la différenciation et la sélection des lymphocytes T via des cytokines
(interleukine-7, SCF, KGF et CCL25) et des protéines de surface (récepteurs de
chimiokines, complexes pCMH) qui facilitent a la fois la migration et I’interaction
cellule-cellule. Le thymus est un organe sensible a la GvHD qui pourrait induire la
délétion des thymocytes, le changement au niveau du nombre et de la composition des
cellules épithéliales thymiques, et la disparition de la démarcation cortico-médullaire.
L’altération de I’architecture thymique normale résulte alors en une déficience de la

thymopoiese [111].

En dépit du temps requis pour leur différenciation dans la MO, les précurseurs
lymphoides doivent interagir avec les différents compartiments thymiques pour atteindre
un phénotype typique des cellules T matures [112, 113]. Le laps de temps passé dans le
thymus est de 2-3 semaines chez la souris, mais reste encore inconnu chez I'homme

cependant il est indéniable que la reconstitution thymique prend plusieurs semaines voire
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méme plusieurs mois et qu'elle n'atteint un plateau qu'aprés 1-2 ans post-transplantation
[114]. Apres une TCSH, la reprise de la thymopoiése peut étre mesurée a travers la
production de cercles d'excision, les TRECs (« T cell receptor excision circles »),
produits lors du réarrangement du TCR [115]. En effet, n'étant pas répliqués durant la
division des lymphocytes T, les TRECs reflétent, en périphérie, le nombre de
lymphocytes T générés de novo ainsi que la polyclonalit¢ du répertoire TCR. Il est
primordial de souligner l'importance de disposer d’un thymus intégre et fonctionnel, ce
qui est loin d'étre le cas tot apres transplantation ou le tissu thymique est généralement
1ésé. Ainsi, la toxicité sous-jacente au régime de conditionnement, la prophylaxie pour la
GvHD ainsi que l'age du patient vont interférer avec les mécanismes moléculaires et
cellulaires gouvernant la thymopoié¢se. Escalon ef al., ont soulevé un retard au niveau de
la reprise de la thymopoicse aprés TSCO comparé aux autres sources de cellules souches
hématopoiétiques [116], ce qui semble étre directement associé au nombre limité de
progéniteurs lymphoides contenus dans le greffon. Dans le contexte d’une TSCO, le plus
degré de disparité plus important entre le donneur et le receveur pourrait affecter la
sélection intrathymique. En effet, les cellules épithéliales du cortex et de la medulla
proviennent du receveur alors que les cellules dendritiques thymiques proviennent du
donneur. On pourrait supposer que le degré d’incompatibilité entre donneur et receveur
pourrait perturber les mécanismes physiologiques du processus de la sélection positive

dans le thymus, entrainant un retard de la reconstitution des lymphocytes T [117].

Les lymphocytes T CD4" reconstituent généralement relativement rapidement un
répertoire T diversifié [118]. La différence frappante réside au niveau de la reconstitution

des lymphocytes T CD8", qui se trouve étre dramatiquement retardée, pouvant aller
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jusqu’a 9-12 mois apres TSCO versus 3-6 mois pour la TMO [102]. Toutefois, a 2 ans
post-transplantation, une diversité plus grande du répertoire T est atteinte aprés TSCO
comparativement a la TMO [119], ce qui laisse suggérer que les progéniteurs lymphoides
du SCO ont un potentiel supérieur leur permettant d’atteindre une plus grande diversité

des TCR [120, 121].

1.4.6 Biologie des lymphocytes T du sang de cordon ombilical

Alors que certains risques liés a la TCSH se trouvent étre atténués suite a une TSCO,
I’IRM demeure un probléme d’envergure qui persiste d'ailleurs encore. Si la place des
lymphocytes T CD8'est majeure a la fois dans la prévention et I’induction des
complications survenant suivant la transplantation. Alors quelles sont les propriétés
quantitatives et qualitatives qui distinguent les lymphocytes T CD8" du SCO? Le SCO
contient un nombre absolu de cellules T significativement plus important que le SP [94].
Toutefois, elles sont majoritairement des émigrants récents du thymus [31, 122]. En
comparaison avec leurs homologues provenant de la MO ou du SP, les lymphocytes T du
SCO répondent moins a une stimulation allogénique, présentent une expression réduite
des facteurs de transcription tels que le NFAT associés a l'activation des cellules T et
produisent moins de cytokines effectrices, de granzyme et de perforine [123, 124]. Le
SCO contient une fréquence ¢élevée de lymphocytes Treg, qui exprimant FoxP3 qui
constituent environ 15 % des lymphocytes T CD4" pendant la vie feetale (versus 5% chez
l'adulte) [29, 125]. Merindol et al. ont démontré que les lymphocytes T du SCO sont
dotés d’un potentiel fonctionnel important. Toutefois, certaines différences qualitatives

ont été¢ soulevées comparativement a leurs homologues du SP notamment un potentiel
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bifonctionnel (production d’IFN-y et capacité cytotoxique réduites) et une différenciation
terminale atteinte plus rapidement [180]. D'autres études ont démontré que Ila
différenciation des cellules T du feetus est biaisée vers des réponses allergiques de type
Th2 et que l'expression de Fas-ligand au niveau de l'interface foeto-maternelle entraine
I'élimination des cellules T activées [126]. Une élégante démonstration de la particularité
des lymphocytes T du SC nous provient de 1'é¢tude de Mold et al. qui ont démontré que
les cellules feetales et adultes émergeaient de deux populations distinctes et successives
de CSH, la premicére, initialement présente dans le foie feetal, et la seconde, provenant de
la MO. Ces deux vagues menent a la production de deux populations lymphocytaires
caractérisées par différents stades de développement. Dans un essai de réaction
lymphocytaire mixte, les cellules naives issues de la premicre vague ont démontré une
plus grande capacité proliférative et avaient tendance a se différencier en cellules CD4"
CD25" FOXP3" Treg. Les auteurs stipulent que la population lymphocytaire feetale,
ayant des propriétés fonctionnelles de type tolérogene, est encore présente a la naissance,
conjointement avec les lymphocytes dont les propriétés sont semblables aux cellules du
SP adulte [31]. Il est a noter que les cellules T du SCO ne sont pas fonctionnellement
inertes et sont capables de monter une réponse immunitaire de type pro-inflammatoire
bien que de moindre envergure. En effet, la détection de cellules de type Tul dans le cas
d'une infection congénitale par le CMV ainsi que le développement d'une GvHD aigué

chez certains patients la laisse entrevoir [127, 128].
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1.4.7 Role des lymphocytes T dans les complications liées a la TSCO

1.4.7.1 L’échec et rejet de greffe

L'échec et le rejet de greffe constituent des complications post-TSCO et la mortalité et la
morbidité qui y sont associées demeurent élevées [129, 130]. L’échec de la prise de
greffe est la conséquence directe du faible nombre de CSH contenues dans le greffon et
des propriétés intrinséques des cellules T du SCO [78, 131-133]. La TSCO est associée a
une incidence d'échec de greffe la plus élevée, par comparaison aux autres sources de

CSH (20% apres TSCO versus 16% apres TMO et 3% apres TSP) [134, 135].

Le rejet de greffe, quant a lui, est caractérisé par une perte des cellules du donneur
subséquente a la prise de la greffe, dii a leur élimination par les cellules du receveur.
Le rejet de greffe est un processus impliquant aussi bien I’immunité a médiation
cellulaire qu'humorale [136, 137]. Tout comme les lymphocytes T, les cellules NK du
receveur semblent interférer activement avec la prise de greffe [138-140]. Rajouté au
degré de disparité entre donneur et receveur, il est établi que les anticorps anti-HLA du
donneur constituent une barriére critique a la réussite de la TSCO. Des données probantes
issues de plusieurs études démontrent I'association entre la présence d'anticorps anti-HLA
chez le receveur, le retard de la reconstitution des neutrophiles et des plaquettes, reflet
d’une faible dose cellulaire, et l'incidence élevée du rejet de greffe [141, 142]. Les
cellules T et NK du donneur semblent contribuer a la prise de la greffe. En effet, dans un
contexte d'incompatibilité au niveau des récepteurs KIR entre le donneur et le receveur,

les cellules NK permettent d'éliminer les CPA et les cellules T du receveur ayant résisté

26



au régime de conditionnement. Plusieurs études ont démontré l'implication des voies

granzyme/perforine et Fas/Fas-L dans le rejet de la greffe [143-145].

1.4.7.2 La réaction du greffon contre I’hote: GvHD

La GvHD, tel que définie par Billingham dans les années 1960, est une réaction
immunitaire inflammatoire qui ne peut se développer que si trois conditions sine qua non
sont réunies : i) la présence de cellules immunocompétentes dans le greffon, ii) la
disparit¢ HLA entre donneur et receveur, et iii) ’incapacité du receveur a produire une
réponse immunitaire efficace [146]. Il existe deux types de manifestations cliniques de la
GvHD : la GvHD aigué et la GvHD chronique. Traditionnellement, les 100 premiers
jours post-greffe ont servi de repere temporel arbitraire pour la distinction entre ces deux
formes en se basant sur la classification proposée entre autre par le groupe de
Seattle [147]. Toutefois, ce paradigme, pour le moins dogmatique, ne tient pas compte de
la réalité clinique et du changement quasi continu des pratiques de transplantation. Cette
catégorisation a été ultérieurement qualifiée d’inadaptée et d’obsoléte puisqu’environ 20 %
des patients qui présentent une GvHD chronique en utilisant ces critéres font, en fait, une
GVHD aigué [148]. Pour pallier ces faiblesses, la classification se fait depuis 2005 apres
que le NIH (« National Institutes of Health ») ait établi un consensus en se basant sur la
présence ou ’absence de signes cliniques et biologiques évocateurs de GVHD aigué ou de
GVvHD chronique [149]. Cliniquement parlant, alors que la GVHD aigué€, réaction
inflammatoire par excellence, affecte la peau, le tractus gastro-intestinal et le foie, la
GvHD chronique affecte quant a elle quasiment tous les organes donnant des symptomes

caractéristiques de maladies auto-immunes et de fibrose [150, 151]. La sévérité de chaque
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type de GvHD est divisée en grades, qui a leur tour sont définis sur la base du nombre
d'organes affectés et la sévérité de la manifestation. On parle de GVHD aigué de grade I a

IV et de GVvHD chronique extensive ou limitée [151].

Rarement nuisibles, les marqueurs de I’identit¢ individuelle, les antigénes majeurs
d’histocompatibilité, jouent un role majeur dans le déclenchement de la GvHD, qui
demeure encore aujourd’hui un obstacle majeur causant la mort d’environ 20% des
receveurs de TCSH [152]. A la diversit¢ au niveau des antigénes majeurs
d’histocompatibilité, il faut aussi ajouter la diversité au niveau des antigénes mineurs
d'histocompatibilité (« Minor histocompatibility H antigens »; AgmH) [153] restreints
majoritairement, mais pas exclusivement, par les molécules du CMH de classe I [154] et
capables d’induire une réponse immune de le cas de receveurs de greffe HLA-identique.
Les AgmH correspondent a des fragments peptidiques immunogeénes issus de la
dégradation de protéines cellulaires polymorphes (codées par I’ADN mitochondrial, le
chromosome Y ou des chromosomes autosomaux) présentant des polymorphismes
génétiques induisant une réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T [155].
Le risque de développer une GvHD est plus élevé lorsque le donneur et le receveur sont

de sexes différents [156].

Outre les différences HLA-dépendantes, d'autres facteurs influencent l'amplitude et la
sévérité de la GVHD. En effet, certains polymorphismes au niveau de geénes codants pour
des cytokines proinflammatoires (IL-1, IL-6) et anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-B), ou
des  polymorphismes influengant la  pharmacocinétique des  molécules
immunosuppressives, peuvent expliquer en partie 1'hétérogénéité interindividuelle de

I’incidence et la sévérité¢ de la GvHD [154, 157]. La pathogenese de la GvHD sous ses
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deux formes dépend également de la nature du régime de conditionnement, de la source
des CSH, des infections virales post-transplantation, du nombre de cellules T dans le
greffon, ainsi que la prophylaxie pour la GVvHD [158-160]. En effet, Mothy ef al. ont noté
une forte association entre les niveaux d’IL-12 circulante et le risque de développer une
GVHD chez des patients ayant regu un régime non-my¢loablatif, ce qui ne semble pas
étre le cas pour les patients ayant regu un conditionnement my¢loablatif [161]. Tel que
mentionné plus haut, bien que la transplantation et le régime de conditionnement soient
indissociables, il est indéniable que l'impact négatif de ce dernier et les complications
subséquentes qui en découlent perdurent bien au-dela de 1’étape préparatoire. En effet, le
conditionnement représente 1'élément déclencheur de la GvHD aigué, mettant en branle
une cascade d’interactions cellulaires entre le donneur et le receveur (Figure 1.6) qui se
résume en trois phases séquentielles: i) 1’établissement d’un environnement pro-
inflammatoire; ii) I’activation et la prolifération des lymphocytes T du donneur, et iii) la
phase effectrice impliquant les cellules effectrices (cellules T et NK) qui vont attaquer les
organes cibles [162]. Le recours a la radiothérapie et a la chimiothérapie, méme a une
intensit¢ modérée, compromet l'intégrit¢é de la muqueuse intestinale, induisant la
translocation subséquente de stimuli pro-inflammatoires comme les endotoxines
bactériennes et les signaux de dangers exogénes (« Pathogen associated molecular
patterns »; PAMPs) ou endogenes (« Damage-associated molecular patterns »; DAMPs)
vers la circulation. Ces molécules vont a leur tour activer les récepteurs de l'immunité
innée [106] et entrainer une hyperproduction de cytokines incluant I'lL-1, le TFN-a, 1'[l-6
et I'IFN-y [163, 164], plus connue sous le nom de « tempéte cytokinique ». Ladite

inflammation joue un rdle pivot dans la pathogenese de la GvHD aigué, son
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¢tablissement et sa sévérité. En effet, les 1ésions contribuent a 1’activation des CPA,
provenant du donneur ou du receveur, lesquelles vont présenter les antigénes de I'hote
aux lymphocytes T allogéniques naifs présents dans le greffon. Une fois activés, on
assiste a leur polarisation vers un phénotype effecteur terminalement différencié,

déterminant pour 1’établissement de la pathogenése [165].
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Figure 1. 6 Le déroulement de la GvHD aigué

L’initiation et le maintien de la GvHD se fait globalement en 4 phases. Méme si le
conditionnement ne constitue pas une étape nécessaire absolument pour ’induction de la
GVHD, dans plusieurs mode¢les il est a I’origine de ’activation des cellules présentatrices
d’antigénes (CPAs) via la destruction des tissus et accroit par ailleurs la fonction des
CPAs. A travers le relichement d’endotoxines bactériennes, des signaux de danger
exogenes, de chimiokines et 1’activation des cellules du syt¢tme immunitaire inné, le
régime de conditionnement contribue a 1’établissement de « tempéte cytokinique ». Les
CPAs du receveur ont probablement le rdle le plus important dans I’initiation de la GvHD.
Toutefois, le réle potentiel des CPAs du donneur ne semble pas étre négligeable. Suite a
la présentation des antigénes aux cellules T, une puissante réponse cytokinique est initiée.
Ces cytokines vont par la suite promouvoir la présentation antigénique ainsi que le
recrutement de cellules T effectrices et cellules de I'immunité innée, qui vont rendre le
milieu davantage pro-inflammatoire. Finalement, les cellules effectrices T et les cellules
NK, les macrophages, les cytokines pro-inflammatoires (incluant le « tumor necrosis
factor» (TNF)) entrainent des dommages au niveau des organes, notamment la peau, les
poumons, le foie et I’estomac, permettant de reconnaitre cliniquement la GvHD aigué.
Lorsqu’ils ne sont pas traités ces dommages amplifient le processus et rendent la GvHD
plus sévére, qui devient alors extrémement difficile a controler. CTL, cytotoxic T
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lymphocyte; IFNy, interferon-y; TLR, Toll-like receptor. Reprinted by permission from
Macmillan Publishers Ltd: Nature immunology [162], copyright (2012).

Encore 1a, il est important de soulever la faible incidence de la GvHD aprés TSCO
comparé a la TMO et a la TSP [166-168]. Une ¢tude menée par Rocha ef al. a démontré
une réduction de I’incidence de la GvHD, aussi bien aigué (environ 20 %) que chronique
(incidence a 2 ans d'environ 25% versus 45 % pour la TMO) [82], lorsque les cellules du
SCO sont utilisées a la place des cellules de la MO dans le contexte d’une greffe
pédiatrique [169]. Cette différence est, selon toute apparence, la conséquence directe de
la différence au niveau de la composition du greffon et des propriétés intrinséques des
principaux acteurs de la GvHD aigué. Des données éloquentes d'études initialement
réalisées chez la souris et confirmées par la suite chez 'homme [170, 171] dévoilent que
la déplétion des lymphocytes T naifs du greffon préviendrait la GvHD aigué. Eapon et al.
proposent néanmoins l'utilisation, avec une grande réserve, des unités de SCO présentant
plus de 3 disparit¢é HLA avec le receveur [37]. Les lymphocytes T du SCO présentent
¢galement un faible niveau d'expression de facteurs de transcription associés a l'activation
des cellules T (« Nuclear factor of activated T-cells »; NFAT, « Signal Transducer and
Activator of Transcription »; STAT4; T-bet) et produisent moins de cytokines effectrices
[124, 172, 173]. Le SCO contient plus de lymphocytes T régulateurs caractérisés par un
plus grand potentiel d’expansion et une capacité suppressive plus importante que leur
homologues provenant du SP adulte [174, 175]. Bien qu’il n’y ait pas de consensus
concernant 1’implication des cellules dendritiques (DC) dans I’initiation de la GvHD, il

semblerait qu’elles puissent réguler I’expansion subséquente des lymphocytes T [176,
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177]. Ceci dit, 'immaturit¢ des DC du SCO, associées a une capacité de présentation
antigénique moindre et une réduction de I’expression de molécules de co-stimulation
[177], contribuerait jusqu’a une certaine mesure a la faible incidence de la GvHD aprés
TSCO. La GvHD aigué interfere avec les fonctions thymiques et compromet par ailleurs
la reprise de la thymopoiese. Toutefois, dans le cas d'une TSCO, la faible incidence de la
GvHD ne permet pas pour autant une amélioration de la reconstitution immunitaire,
soulignant encore une fois la particularité du SCO. A la différence de la GvHD aigug, la
physiopathologie de la GvHD chronique demeure, a bien des égards, mal caractérisée,
notamment en raison de faible disponibilit¢ des modéles expérimentaux permettant de

mimer la maladie humaine.

1.4.7.3 La rechute de leucémie et l'effet du greffon contre la leucémie : effet GvL

La rechute de leucémie demeure jusqu'a aujourd’hui une complication majeure apres
TCSH. Environ, 20% des patients leucémiques receveurs de TCSH rechutent, souvent
aprés 6 mois, et 90% d'entre eux finissent par en mourir. Barnes ef al. ont été les premiers
a mettre en évidence, dans un modele murin, l'existence d'une réponse immunitaire
dirigée contre les cellules leucémiques résiduelles dont 1’effet contribuerait a 1'éradication
de la maladie [178]. La mise en évidence de I'effet GvL chez I'hnomme est basée sur des
observations indirectes. En effet, en 1979, une étude clinique publiée par Weinde et al.
associait un risque de rechute plus faible en présence de la GvHD [55]. Le rdle des
lymphocytes T dans I'élimination des cellules leucémiques est devenu plus clair depuis
que leur déplétion in vitro du greffon a été introduite dans la pratique clinique comme

prophylaxie pour la GVHD [179]. Autant les lymphocytes T CD4" que les CD8" sont
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capables de déclencher une cytotoxicité Ag-spécifique dirigée contre les cellules
leucémiques. Trois classes d'antigenes peuvent étre reconnus par les lymphocytes T: i) les
antigénes mineurs d'histocompatibilité (AgmH), i) les AgmH uniquement exprimés par
les cellules hématopoiétiques, et iii) les antigénes spécifiques aux cellules leucémiques

[180].

Une preuve élégante du role joué par les cellules NK a été fournie par Rugerri et al.
démontrant que les cellules NK alloréactives permettent de prévenir la rechute de la
leucémie [181]. Tel que décrit précédemment, les cellules NK sont les premiéres a
émerger tot aprés la greffe et représentent 80 % des lymphocytes présents en périphérie
pendant les 100 premiers jours. L'activité cytotoxique étant optimisée dans le contexte de
disparit¢ KIR-KIR ligand entre le donneur et le receveur, elles vont cibler spécifiquement
les CPA du receveur et les cellules leucémiques n'exprimant pas le CMH-I et ne pouvant
donc pas étre éliminées par les cellules T. Ainsi suivant une greffe allogénique, la
distinction entre les contributions relatives des deux types cellulaires dans I'effet GvL
peut se faire sur une base temporelle: les cellules NK dominent pendant les 100 premiers
jours alors que les cellules T dominent lorsqu'on s'éloigne de cette fenétre. En lien avec
leur caractére naif et leur reconstitution différée, on pourrait spéculer que la contribution
des lymphocytes T tot suivant la TSCO a l'effet GvL serait mineure et qu’un risque de la
rechute de leucémie plus élevé pouvait étre attendu. Toutefois ce risque est sensiblement
le méme aprés TSCO et TMO [82, 182] grace, entre autre, aux propriétés anti-
leucémiques des cellules T du SCO [183]. L'appariement des antigénes NIMA (« Non-
inherited maternal antigens ») a été associé avec une réduction de l'incidence de rechute

de leucémie, suggérant que les lymphocytes T sont capables de reconnaitre et tuer
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spécifiquement les cellules leucémiques [184]. Trés récemment, une étude par Hiwarkar
et al. a démontré chez la souris un potentiel anti-leucémique supérieur des lymphocytes T
du SCO comparativement a leurs homologues du SP, toutefois les mécanismes associés a
leur in filtration dans l'environnement tumoral, leur activation, et leur différenciation

demeurent inconnus [185].

1.4.7.4 Les infections virales a CMV et a VZV aprés TSCO

Suit a la TSCO, la faible incidence d’infections virales est associée a la reconstitution
d'un répertoire T diversifié par la voie dépendante du thymus. Alors que la MO contient
des lymphocytes T mémoires spécifiques a l'antigéne, les lymphocytes T du SCO sont
caractérisés par un phénotype naif. De ce fait, la mortalité reliée aux l'infections
opportunistes (« Infection-related mortality »; IRM) suite a la TSCO se trouve étre
particulicrement augmentée pendant les 100 premiers jours comparativement a la TMO
(45 % versus 21% respectivement) [186, 187]. Toutefois, en s'éloignant de la fenétre des
100 jours, I'RM est pratiquement équivalente pour les différentes sources de CSH
[186]. Aprés la prise de la greffe, les infections virales causées entre autres par le
cytomégalovirus (CMV) et le virus de la varicelle (VZV) sont principalement dues a une
déficience au niveau de 'immunité a médiation cellulaire. Nous nous intéresserons
uniquement a ces deux virus qui sont associés a une incidence élevée de mortalité et de

morbidité suite a la TSCO.

1.4.7.4.1 Les infections a CMV

Le CMV est un B-herpervirus lymphotropique qui établit la latence suite a la primo-

infection, laquelle est largement asymptomatique chez 1'hote immunocompétent.
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Toutefois, chez I'hoéte immunocompromis, il est associ¢ a des complications graves
incluant des pneumonies, des gastroentérites et, moins fréquemment, des encéphalites,
hépatites et rhinites [188]. Environ 50-100% des patients CMV-séropositifs avant la
TCSH vont réactiver le virus et/ou développer des maladies a CMV, lesquelles sont
associées a un pronostic défavorable pendant les 6 premiers mois [189-191]. Cette
proportion pourrait étre plus grande que suivant une TMO (64% d’incidence cumulative
d’infection a CMV pour la TSCO versus 51% pour les TMO) [192, 193]. Le ganciclovir,
de fortes doses d'acyclovir et le valacyclovir, utilisés comme prophylaxie antivirale, ont
démontré une grande efficacité en termes de suppression de la réactivation du CMV dans
plusieurs études randomisées [194, 195]. Cette stratégie permet d’une part la prévention
de l’infection a CMV et fait surgir d’autre part de nouvelles interrogations en rapport
avec la toxicité néphrologique et myéloide importante de ces agents [196, 197] et le
risque de développer des résistances aux médicaments [198]. De surcroit, le probleme des
infections tardives a CMV consécutives a des administrations prolongées d'antiviraux
efficaces ou a des situations d'immunodépression particulierement profondes reste entier.
En effet, la réactivation du CMV n'est pas réservée uniquement a la période précoce
suivant la transplantation, et on peut assister a des épisodes de réactivations tardives
associés a une incidence ¢élevée de mortalité, particuliecrement chez les patients
séropositifs [199, 200]. Il est clair qu’a bien des égards, le traitement prophylactique
devrait étre remplacé par un traitement préemptif mieux ciblé et d’une durée plus courte.
Il s’agit de suivre, pendant la période d’immunosuppression, un critere biologique
définissant I’infection, qui, lorsqu’il se positive, est prédictif de 1’apparition ultérieure

d’une maladie a CMV. Un test de PCR quantitative en temps réel ciblant 'ARN de la
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protéine pp65 est utilis€¢ a cette fin. Si le patient présente plus de 3000 copies/ml de
sérum, il regoit un traitement généralement a base de ganciclovir jusqu'a la résolution de
l'infection (deux PCR consécutives négatives). Bien qu'il ait contribué a diminuer
l'incidence de la maladie 8 CMV de 5-20% pendant les 100 premiers jours post-TSCO, ce
protocole n'est pas dépourvu de conséquences lourdes pouvant conduire a un sur-
traitement des patients [191, 201]. En effet, il implique la notion d’un traitement précoce
de I’infection déclarée, ne distinguant pas de ce fait les patients qui réactivent le virus et
sont capables de maitriser I’infection de ceux qui développent inéluctablement la maladie
[202, 203]. Chez les sujet sains, le contrdle de l'infection par le CMV est opéré par les
lymphocytes T CD8" majoritairement spécifiques aux épitopes de la protéine de la
matrice pp65 et moindrement a la protéine IE-1 (« Immediate early »; 1E-1) [204-206].
Des ¢études plus récentes ont démontré que la reconstitution rapide de lymphocytes T
CD8" spécifiques au CMV était directement associée a une réduction des complications
subséquentes a l'infection virale [207, 208]. Lors d’une étude longitudinale faite chez un
groupe d'enfants ayant regu une TSCO pour le traitement de pathologies malignes, des
réponses anti-CMV protectrices, entre autre, ont été détectées environ 40 jours suivant la
transplantation [106]. Paradoxalement, McGoldrick et al., ont rapporté que bien que
présentes tot apres la TSCO, les réponses T spécifiques au CMV étaient insuffisantes
pour contrdler la réactivation virale. Les auteurs stipulent que les immunosuppresseurs
et/ou la déficience au niveau des cellules T CD4" peu aprés la transplantation pourraient

en étre la cause [209].
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1.4.7.4.2 Les infections a VZV

Le VZV, ou HHV-3, est un membre de la sous famille des alpha-herpesvirus qui infecte
préférentiellement les cellules épithéliales et neuronales ou il établit sa latence. Il est
l'agent étiologique de deux maladies cliniquement distinctes: la varicelle (suite a
l'infection primaire) et le zona (apres réactivation). Les infections a VZV sont parmi les
infections virales tardives les plus fréquentes aprés TCSH, avec une incidence variant de
13-55% pendant la premiere année [210]. Apres une TSCO, la réactivation du VZV est
plus fréquente et est associée a des complications plus séveres comparativement a la
TMO [211, 212]. Pour ces raisons, la prévention des infections a VZV fait appel a une
prophylaxie antivirale a base d'acyclovir et de valacyclovir d'une durée de 12 mois [213].
Au Centre hospitalier universitaire Sainte-Justine, le famciclovir est administré
systématiquement, depuis 2007, a tous les patients quel que soit leur statut sérologique
avant la transplantation (Michel Duval, communication personnelle). On pense que cette
stratégie, qui n’est pas personnalisée, et entraine indéniablement un sur-traitement des
patients, pourrait compromettre la reconstitution immunitaire anti-VZV, repoussant ainsi
dans le temps I’apparition de la maladie [214, 215]. La durée optimale, la dose minimale
requise et les facteurs de risque associés a I’arrét de la prophylaxie demeurent encore mal
connus. Une étude récente par Kawamura ef al. montre que 1’utilisation prolongée de trés
faibles doses d’acyclovir aprés TCSH permet de réduire le pourcentage des patients, de
40% a environ 7%, développant ainsi la maladie une fois le traitement interrompu.
Distler et al. ont quant a eux rapporté que la réactivation du VZV, était un pré-requis pour
la reconstitution d'une immunité antivirale spécifique [216]. Chez un hote

immunocompétent, on pense que le contrdle de la dissémination et de la réactivation du
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VZV se fait principalement par les lymphocytes T CD4" et moindrement par les

lymphocytes T CD8" [217-219].

1.4.8 Stratégies d'amélioration de la TSCO

Il est indéniable que I'amélioration du pronostic des patients passe par l'augmentation de
la dose cellulaire et 1'accélération de la prise de la greffe, qui demeurent un obstacle de
taille dans le contexte de la TSCO. Afin de s’affranchir du faible nombre de cellules
contenues dans le SCO, plusieurs approches sont présentement a l'essai visant soit

l'augmentation de la dose cellulaire soit I'amélioration du 'homing' des CSH.

1.4.8.1 La double TSCO (dTSCO)

Dans le but d'accroitre la dose cellulaire infusée, diminuer le temps d’aplasie et la
mortalité précoce reliée a la greffe, I'utilisation de deux unités de SCO, dite « double
TSCO » provenant de deux donneurs différents a été rapportée pour la premiere fois en
2005 [220]. Les résultats prometteurs ont permis d'aller chercher un plus grand nombre
de patients, spécialement des adultes, habituellement non ¢éligibles pour la TSCO compte
tenu du faible nombre de cellules nucléées contenues dans le greffon. Les mécanismes
gouvernant la prise de la greffe dans ce contexte ne sont pas totalement ¢lucidés. L’étude
réalisée par Barker et al. sur 23 double TSCO suivant un régime my¢loablatif a apporté
des évidences directes démontrant la persistance d’une seule unit¢ a 100 jours post-
transplantation[220]. En effet, les cellules hématopoiétiques provenant d'un seul donneur
ont été détectées chez 76% de patients au jour 21 et chez 100 % des patients au jour

100 post-transplantation [221]. Dans le cas ou le régime de conditionnement est non-
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my¢loablatif, le chimérisme correspondant a un seul donneur a été détecté chez 57 %, 81 %
et 100 % des patients aux jours 21, 100 et 365 respectivement [222]. Chez ces patients, le
temps médian de sortie des neutrophiles est plus court (3-33 jours dépendamment du
régime de conditionnement). Ceci dit, la différence n'est pas statistiquement significative
selon qu'une unité ou deux aient été transplantées. Une tendance pour la majoration de la
GvHD, particuliérement de grade II, (20% versus 30-40% pour une ou deux unités de
SCO respectivement) [79, 223] qui se traduit par un meilleur effet GvL [223, 224] est
observée apres double TSCO, méme si la reconstitution in fine ne se fait qu’a partir d’une
seule unité infusée. Certaines études plaident en faveur de la persistance de 1’unité qui
contient plus de cellules CD3" [225] alors que d’autres suggérent que la premiére unité
infusée est celle qui va persister [222]. Toutes ces hypothéses susmentionnées méritent
d’étre investiguées davantage. Une approche qui consiste & manipuler génétiquement une
des deux unités dans l'optique de suivre leur contribution respective dans I'établissement
du chimérisme peut étre envisagée [226]. Alors, pouvons-nous affirmer que la double
TSCO constitue une meilleure alternative que la TSCO pour les adultes? Une étude
publiée par Ruggeri et al. laisse le débat ouvert sur cette question étant donné que
I’infusion d’une unité de SCO avec un nombre adéquat de cellules nucléées combinée a
un régime de conditionnement approprié donne les mémes résultats chez I’adulte qu’une
double TSCO [227]. Ceci dit, les études réalisées jusqu’a date, dans la majorité des cas
rétrospectives, présentent des failles au niveau de I’hétérogénéité des paramétres liés a la
transplantation [225, 227]. Une conclusion plus fondée peut étre donnée presque sans

équivoque pour la double TSCO chez les enfants et les adolescents. En effet, une étude

39



randomisée multicentrique menée par Wagner ef al. [79] a démontré que la double TSCO

n’améliore pas la survie des patients pédiatriques.

1.4.8.2 Expansion des CSH

Une autre approche de plus en plus utilisée consiste a expandre ex vivo les CSH.
Pour ce faire, elles sont incubées en présence de cytokines et de facteurs de croissance,
incluant le SCF (« Stem cell factor »), la thrompoiétine, le G-CSF (« Granulocyte colony-
stimulating factor »), 'IL-1 et I'IL-6. Le premier essai clinique évaluant la faisabilité de
cette approche, réalisée sur 37 patients, a démontré une incidence plus élevée de GvHD,
reflétant probablement un changement des propriétés biologiques des cellules souches
préalablement exposées aux cytokines [228]. Ceci témoigne d’un déclin de la capacité
d’auto-renouvellement se traduisant par une différenciation, potentiellement irréversible,

des cellules souches en cellules effectrices impliquées dans la GvHD.

Une autre approche implique l'expansion des CSH en utilisant la voie Notch/DLL1 («
Delta Like Ligand-1 »). Delaney et al. ont démontré que 'unité manipulée, infusée avec
une autre unité qui ne l'est pas, n'est plus détectée au-dela de 14-21 jours post-
transplantation [229]. L'importance du microenvironnement médullaire dans le maintien
du programme d'autorenouvellement est incontestable, et d’autres approches plus
attrayantes permettent de mimer la niche médullaire en utilisant les cellules
mésenchymateuses. Etant dotées d'une capacité de sécrétion de cytokines et de ligands,
incluant DLL-1, SCF, G-CSF et I'IL-6, elles permettent de supporter la croissance ainsi

que l'expansion des CSH [230-232]. de Lima et al. ont récemment rapporté les résultats
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d'un essai clinique réalisé sur 31 patients ayant recu une double TSCO, dont une des deux
unités avait subi une expansion ex vivo en présence de cellules mésenchymateuses. A 30
jours post-transplantation, 46% des patients présentaient un chimérisme mixte alors que
la majorité, si ce n'est la totalité, des patients démontrent un chimérisme complet de
I'unité non manipulée a 12 mois [233]. A nouveau, ces deux approches impliquent une
contribution des cellules manipulées pour repeupler les niches médullaires semble se
faire a court terme. Il est clair que, pour efficace qu’elle soit, I’expansion ex vivo des
cellules affecte les mécanismes de régulation intrinséques responsables du comportement
prolifératif, entrainant une diminution du potentiel d’autorenouvellement des CSH en

faveur de la différenciation.

1.4.8.3 Amélioration du homing des CSH

Plusieurs études cliniques ont investigué l'efficacité de l'infusion des cellules du SCO
directement dans la moelle dans le but d'améliorer la prise de la greffe [234, 235].
Somme toute, cette procédure a été associée a un temps médian de sortie des neutrophiles
et des plaquettes plus court comparativement a une infusion intraveineuse d'une ou de
deux unités de SCO. De plus, une plus faible incidence de GVHD aigué et une absence de
complications liées a l'injection ont été notées. D'autres essais cliniques sont en cours
pour évaluer les cinétiques de la prise de la greffe et de la reconstitution immunitaire
suite a une injection intraosseuse de SCO [95]. Une autre stratégie consiste a manipuler
indirectement l'axe SDF-1/CXCR4, médiateur important du homing des CSH vers la MO
qui joue un role clé dans la rétention et le maintien des CSH au sein de la niche

médullaire [236, 237]. Cette approche consiste a inhiber le principal régulateur négatif de
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la migration médiée par le SDF-1, la DPP4 (« Dipeptidyl peptidase 4 ») [238]. Cette
derniére entraine le clivage de la partie N-terminale du SDF-1, réduisant ainsi sa capacité
a recruter les cellules exprimant CXCR4. Les études cliniques démontrent une
suppression d'environ 70-80% de l'activité¢ de DPP4 [239, 240]. Toutefois, il reste encore
a déterminer le temps optimum pour l'administration de l'inhibiteur ainsi que la dose

optimale qui méne a une suppression optimale.

1.4.8.4 Production in vitro de lymphocytes T spécifiques aux antigénes viraux et
tumoraux

Etant donné la profonde lymphopénie caractérisant les 100 premiers jours post-TSCO, un
intérét particulier est porté au transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques au CMV, au
virus d’Epstein-Barr (EBV), et a 1'adénovirus (ADV). De fagon remarquable, Hanley et al.
ont démontré la possibilité de produire in vitro des cellules T cytotoxiques spécifiques a
ces trois virus, lesquelles sont capable de lyser les cellules cibles et de produire des
cytokines effectrices en réponse a une stimulation antigénique [241]. Cette méthode ne
requiert que 20% de I'unité de SCO et permet de générer 150 o 10% cellules spécifiques a
I’antigeéne. L'élimination des cellules tumorales en utilisant des cellules T exprimant les
récepteurs chimériques exogenes (« Chimeric antigen receptors »; CAR) constitue une
thérapie en pleine essor, aussi bien pour les pathologies hématologiques malignes que
pour les tumeurs solides. Cette approche est de plus en plus utilisée pour expandre ex vivo
des cellules T dérivées du SCO et ayant été modifiées génétiquement pour exprimer les
récepteurs CD19 ou CD20 CAR [242]. L'avantage majeur li¢ a 'utilisation de ces cellules

est leur capacité de reconnaissance qui est CMH-indépendante et leur grande efficacité a
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éliminer les tumeurs CD19" tel que démontré par plusieurs essais cliniques [243, 244].
Une ¢légante stratégie permettant de combiner deux stratégies consiste a générer des
cellules T dotées d’une double spécificité; combinant des propriétés anti-tumorales et
antivirales [245]. L’activation des cellules T cytotoxiques par les antigénes viraux accroit
leur effet anti-leucémique médi¢ par les CARs. Si I’approche semble prometteuse, son
efficacité, en termes d’effets indésirables et de protection a long terme, doit étre

démontrée dans des protocoles de grade clinique.
1.5 Epuisement clonal des lymphocytes T CD8"
1.5.1 Epuisement clonal des lymphocytes T dans le contexte d’une TCSH

Le processus de différenciation mis en place dans le contexte d’une infection aigué suit
toute une autre dynamique dans le contexte d’une activation chronique du systéme
immunitaire. En effet, impliquant une exposition prolongée a I’antigéne et une
inflammation chronique, la coordination des mécanismes immuno-stimulateurs et
immuno-suppresseurs est nettement déréglée, menant a une population lymphocytaire
biaisée vers un phénotype épuisé¢ [246]. Communément décrit comme étant « un état de
différenciation unique » [246], I’épuisement clonal des lymphocytes T CDS8" est
caractérisé par une perte hiérarchique et progressive des propriétés effectrices pouvant
mener jusqu’a la délétion clonale. L hypothése qui prévaut stipule que ’intensité de la

signalisation par le TCR conditionne leur devenir (épuisement versus apoptose).

Bien que 1'épuisement clonal des lymphocytes T n’ait pas été étudié de fagon extensive
dans le contexte de la TCSH, plusieurs évidences laissent entrevoir son établissement

pendant les premiers mois post-transplantation. Quelques études ont démontré une
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association entre 1’expression de PD-1 par les lymphocytes T CDS8" et la rechute de la
leucémie suivant une TCSH [247-249]. Alors, quels sont les facteurs qui rendent les
lymphocytes T CD8', maitres d’ceuvre de la réponse a médiation cellulaire,
dysfonctionnels dans ce contexte? Ce n’est pas une question facile a répondre étant donné
la nature complexe et subtile des interactions entre les différents acteurs, a la fois
extrinseques et intrinseques, qui déterminent le dysfonctionnement des lymphocytes T.
Dans certaines pathologies chroniques, notamment dans le contexte d’une infection par le
VIH, I’activation a la fois forte et durable du systéme immunitaire est reconnue comme
un facteur pathogénique majeur de la prédiction de la progression de la maladie, tout
aussi important que la charge virale [250-252]. L’environnement pro-inflammatoire
régnant tot suivant la transplantation, caractérisé par la production d'IL-1, de TFN-a, d'Il-
6 et d'IFN-y [163, 164], dure dans le temps et pourrait avoir des conséquences délétéres
sur la fonctionnalité des lymphocytes T CD8". Les causes possibles du déclenchement et
d’entretien de 1’activation immunitaire et de I’inflammation sont multiples. Un role
important est a attribuer aux infections bactériennes et aux 1ésions causées au niveau de la
muqueuse intestinale a I’origine de la translocation de ligands de TLR, responsables de
I’activation des monocytes, eux-mémes jouant un rdle central dans la genése de
I’inflammation chronique. Le récepteur PD-1 (« Programmed death-1») joue un role clé
dans 1’épuisement clonal, dont I’expression a ¢été¢ validée par de nombreuses études
comme ¢tant un reflet de la perte de fonction des lymphocytes T [253-256]. PD-1 est
exprimé de fagon inductible par les lymphocytes T CD4" et CD8", les cellules NK, les
cellules NKT, les cellules B, les macrophages et quelques cellules dendritiques durant

une activation immunitaire ou une inflammation chronique [257].
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Que ce soit en raison du passé clinique du patient, du conditionnement pré-greffe et/ou
des complications post-greffe, les Iésions causées au niveau de la muqueuse intestinale
entrainent la translocation de ligands de TLR qui semblent activer les lymphocytes T de
facon indirecte via I’induction de I’expression de PD-L1 par les cellules dendritiques
[258]. Les stimuli pro-inflammatoires influencent également 1’expression des ligands de
PD-1, PD-L1 et PD-L2. PD-L1 est exprimé par les cellules hématopoiétiques (cellules
dendritiques, macrophages, cellules T et cellules B) et non-hématopoiétiques (cellules
¢épithéliales, stromales et plusieurs cellules tumorales) [259]. Son expression peut étre
induite par les IFNs de type I et 11, le TNF-a, I’IL-1- et les cytokines y-c [260, 261]. Le
promoteur de PD-L1 contient un site de fixation pour STAT3, un facteur de transcription
au cceur de la signalisation de I’'IL-6 [262] ainsi qu’un site de fixation pour le NF-xB
régulant son expression par les monocytes [263]. PD-L2, quant a lui, posséde une
expression inductible plus restreinte notamment par les cellules dendritiques, les
macrophages, les cellules B mémoires [264]. Son expression peut étre induite par 1’11-4 et
le GM-GSF, et moindrement par les IFNs et les cytokines y-c [265, 266]. Au-dela de la
translocation bactérienne, les réactivations virales et les infections de novo peuvent étre
évoquées. L’activation immunitaire et I’inflammation sont entretenues avec les infections
virales notamment celles causées par le CMV, ’ADV, 'HSV (« Herpes simplex virus »).
Par ailleurs, I’activation dérégulée des lymphocytes T CD8" conduirait a 1’épuisement

lymphocytaire et a un cercle vicieux d’activation immunitaire.

En dépit de leur réle clé dans I’immunité antivirale, quelques études suggérent que les
IFNs a et B peuvent également supprimer le systéme immunitaire et promouvoir la

persistance virale [267, 268]. Chez la souris, I’administration de I'IFN-a induit et
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maintient I’expression de PD-1 par les cellules T méme en absence de signaux médiés par
le TCR. Le mécanisme moléculaire sous-jacent fait intervenir I’interaction de la protéine
IRF9 (« Interferon regulatory factor») avec la séquence consensus dite ISRE
(« Interferon-stimulated response element ») au niveau du promoteur du gene Pdcdl
[269]. Ceci laisse suggérer que I'ISRE coopére avec les signaux en aval du TCR pour
assurer une expression a la fois stable et importante de PD-1. Plus encore, I’inhibition des
IFNs de type I résulte en une réduction de I’expression de 1’IL-10 et de PD-L1 dans le
contexte d’une infection chronique [268, 270]. Ce role paradoxal incite a la réévaluation
du role fondamental des IFNs de type I dans le contexte d’une infection chronique et
permet d’expliquer les observations cliniques obtenus suite au traitement avec I’IFN o et

B [271-273].

La profonde lymphopénie tot suivant la transplantation impose secondairement la
mobilisation de mécanismes homéostatiques compensatoires. La prolifération massive
des lymphocytes T est a la fois bénéfique et néfaste. Elle permet, d’une part, de
compenser le déficit en cellules T donc de restaurer au moins transitoirement un degré de
compétence immunitaire, et d’autre part, induit 1’expression de PD-1 [274]. Les
mécanismes d’homéostasie mis en place en réponse a une diminution des lymphocytes
périphériques entrainent la production de cytokines visant a régénérer les cellules et les
activer pour permettre leur renouvellement. Les cytokines y-¢c notamment 1’IL-2, I’IL-7,
I’IL-15 et I’'IL-21, connues pour leur role important dans 1’activation et/ou 1’expansion et
la survie des cellules T en périphérie, entrainent I’augmentation de I’expression de PD-1
et ses ligands in vivo et in vitro [275]. Ainsi, il limite la production des cytokines suite a

un engagement du TCR. De plus, la lymphopénie entraine 1’accumulation de I’IL-7 en
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grandes quantités. Il a ét¢é démontré que les lymphocytes T ¢épuisés expriment
moindrement la chaine § du récepteur de I’'IL-2 et de I'IL-15 et le CD127 (récepteur de
I’IL-7) et démontrent une plus faible réponse a 1’IL-7 et a I’IL-15 [276, 277]. En outre,
Shive et al. [278] ont démontré que la présence de cytokines pro-inflammatoires comme
I’IL-1 ou I'IL-6 induit une diminution de I’expression membranaire de CD127, et donc
une réduction des capacités a répondre a I’IL7. Les mécanismes régulant cette réponse

sous-optimale demeure mal connus.

Les mécanismes cellulaires et moléculaires pouvant expliquer pourquoi les cellules du
SCO seraient plus susceptibles d’étre épuisées demeurent mal connus. Quelques
hypotheses peuvent étre émises a cet effet. Il est possible que la présence de cellules
souches biaisées vers une tolérance immunitaire, caractérisées par la différenciation des
cellules T CD4" en cellules Treg, soit associée a 1’établissement du phénotype épuisé [27].
Dans le méme sens, la fréquence élevée de cellules Treg présentes dans le SCO, dotées
de fonctions suppressives plus importantes, comparativement a leurs homologues du sang
périphérique, soit associée avec le dysfonctionnement des lymphocytes T du SCO [279].
De plus, I’exposition des lymphocytes T au TGF-B pendant la grossesse pourrait
¢galement contribuer a I’épuisement [280]. La faible expression du facteur de
transcription NFAT par les lymphocytes T du SCO pourrait étre couplée a un défaut de
translocation au niveau du noyau [281] ou d’interaction avec le facteur AP-1, initiant

I’expression les génes de récepteurs inhibiteurs incluant PD-1 [282].
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1.5.2 Origine de I’épuisement clonal

L’épuisement clonal a été décrit pour la premicre fois dans un modéle murin d’infection
chronique par le virus de la chrorioméningite lymphocytaire (LCMV) clone-13 [283,
284]. En effet, dans un modele d’infection chronique avec le LCMV clone-13, les
lymphocytes T CD8" NP396-spécifiques sont supprimés relativement rapidement a cause
d’une sur-stimulation alors que les lymphocytes spécifiques a la GP33 ou GP276
persistent et progressent vers un phénotype épuisé [285]. Typiquement, la production
d’IL-2, la polyfonctionnalité ainsi que la capacité proliférative se trouvent é&tre
compromises en premier. Par la suite, plus important est 1’épuisement clonal, plus grande
sera la perte de fonction, se traduisant par un défaut au niveau de la dégranulation et de la
production d’IFN-y et de TNF-a [286]. Il est toutefois important de noter que les
lymphocytes T épuisés ne sont pas fonctionnellement inertes et retiennent par ailleurs une
activité résiduelle qui leur permet de limiter la réplication virale. En effet, la déplétion
des cellules T CD8" durant une infection par le virus de I'immunodéficence simienne
(« Simian immunodeficiency virus »; SIV) résulte en une augmentation rapide de la
charge virale ainsi qu’une progression plus rapide vers la maladie [287, 288]. De plus,
une sous-population des lymphocytes T CD8" épuisés semble exprimer des niveaux
¢levés de granzyme B [256, 286], bien que 1’activité cytotoxique s’avere étre compromise
comparativement aux cellules T effectrices. Il semblerait que cette sérine protéase soit
utilisée par les cellules épuisées a d’autres fins, notamment pour promouvoir leur
migration [289]. D’autres études ont démontré que la pression de sélection exercée par
les lymphocytes T en cours d’épuisement est telle qu’elle induit des mutations aux

niveaux de certains épitopes viraux, prévenant la reconnaissance virale par les cellules T

48



CD4" et CD8" [287, 288]. Initialement décrit dans le contexte d’infection virale
chronique (LCMV clone-13[290], VIH [291, 292], VHC [293, 294]), le phénotype épuisé
a par la suite été fortement corrélé a la sévérit¢é du dysfonctionnement dans d’autres
scénarios pathologiques, incluant le cancer [295, 296] et la malaria [297, 298]. Bien
qu’encore moins bien caractérisé dans ces deux contextes, le dysfonctionnement demeure
le méme dans sa globalité. En effet, Baitsch et al. ont soulevé des similarités
substantielles au niveau des profils transcriptionnels des lymphocytes T spécifiques a
Melan-A provenant de patients en métastases et des lymphocytes T spécifiques a la GP33
du LCMV clone-13 [299]. Une démonstration élégante de la complexité de ce
phénoméne nous provient de I’étude de la signature moléculaire des lymphocytes T CD8*
épuisés, menée chez la souris, par I’équipe de E. J. Wherry. Bien que I’étude suggere que
les récepteurs inhibiteurs (discutés plus loin) [286, 300, 301] constituent des joueurs de
premiers plans dans I’épuisement clonal, il est indéniable que la persistance antigénique,
la modulation de I’expression de certains facteurs de transcription clés, 1’influence des
cytokines imunosuppressives et des cellules immunorégulatrices, 1’absence de I’aide des
lymphocytes T CD4", ainsi que les changements métaboliques, jouent un role
prépondérant dans 1’établissement ainsi que la sévérité du dysfonctionnement [302-305]

(Figure 1.7).
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Figure 1 7 Apergu des mécanismes impliqués dans I’épuisement clonal

Les voies impliquées dans la régulation de l'épuisement des cellules T peuvent étre
divisées en 3 catégories: le contact cellulaire incluant une stimulation prolongée via le
TCR (signal 1) et les signaux co-stimulateurs et/ou co-inhibiteurs (signal 2); les facteurs
solubles tels que des niveaux élevés de cytokines inflammatoires (par exemple,
l'interféron de type I (IFNs)) et de cytokines immunosuppressives incluant l'interleukine-
10 (IL-10) et le transforming growth factor-B (TGF-B); linfluence du
microenvironnement émanant de changements des niveaux d'expression des récepteurs de
chimiokines et de molécules d'adhésion. Cette derniere classe peut inclure l'altération des
tissus et/ou des patrons de migration modulant les niveaux des facteurs VHL (« von
Hippel-Lindau tumour suppressor ») et HIF (« hypoxia-inducible factor »), des
nutriments et du pH. La destruction tissulaire et 1'altération de I'organisation lymphoide
joue un role majeur. D'autres cellules immunitaires et stromales peuvent étre la source de
la plupart de ces changements (cercle externe). Les cellules présentatrices d'antigénes
(CPA), les cellules T CD4", les cellules NK, les cellules B et les cellules T régulatrices
ont été impliquées dans I'épuisement des cellules T CD8". Somme toute, durant une
infection chronique, des signaux intrinséques et extrinseques sont intégrés et influencent
négativement la différenciation des cellules T. L’équilibre entre ces signaux détermine la
sévérité et/ou les aspects qualitatifs de I'épuisement clonal. CTLA, cytotoxic T
lymphocyte antigen 4; DC, cellules dendritiques; FOXP3, forkhead box P3; LAG3,
lymphocyte activation gene 3 protein; PD1, programmed cell death protein 1; Tu cell, T
helper cell. Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature immunology
[306] , copyright (20135).
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1.5.3 Fonctions inhibitrices des récepteurs inhibiteurs impliqués dans I’épuisement
clonal des lymphocytes T

Les récepteurs inhibiteurs ont été décrit pour la toute premiere fois au début des années
1990 chez les cellules NK et ont été définis comme ayant un domaine ITIM
(« Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif ») qui, lorsque déphosphorylé, recrute
des tyrosines phosphatases tel que les SHP-1 et SHP-2 qui vont interférer a leur tour avec
les intermédiaires de signalisation en aval du TCR [307-309]. Par la suite, il s'est avéré
que les fonctions immunorégulatrices de ces récepteurs dépassaient amplement le
compartiment des cellules NK [310]. Durant la derniére décennie, ils ont été au cceur des
travaux portant sur I’épuisement clonal des lymphocytes T, particulierement les cellules
CD8, et I’expression d’une large panoplie de récepteurs inhibiteurs, incluant entre autre
ceux dépourvus du domaine ITIM, a été associée a I’épuisement clonal. Les récentes
¢tudes sont venues alors apporter des ajustements au niveau de la définition initialement
attribuée aux molécules inhibitrices. De fagon plus générale, l'interférence avec
l'activation et la fonction des lymphocytes T peut se faire a différents niveaux moyennant
des mécanismes distincts incluant: i) la compétition avec les récepteurs co-stimulateurs
pour la liaison avec les ligands partagés [311, 312]; ii) l'interférence (proximale et/ou
distale) avec les signaux en aval du TCR et des récepteurs de co-stimulation; et ii7) la sur-
expression de génes impliqués dans le dysfonctionnement des lymphocytes T [313]. Au
centre de la signature moléculaire des lymphocytes T CD8" épuisés on retrouve PD-1 («
Programmed death-1 ») [314], BTLA (« B and T lymphocyte attenuator ») [296], CTLA-
4 (« Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ») [315, 316], TIM-3 (« T cell
immunoglobulin Mucin-3 ») [317, 318], TIGIT (« T cell immunoreceptor with Ig and

ITIM domains ») [319, 320], LAG-3 (« Lymphocyte Activation Gene-3) [321, 322],
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VISTA (« V-domain immunoglobulin suppressor of T-cell activation ») [323, 324],

CD160 [325, 326] et 2B4 [300].
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Figure 1. 8 Récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules T CD8 [327]

Contrairement a l'infection virale aigué, durant laquelle leur expression est transitoire,
l'exposition chronique a 1’antigéne couplée a l'inflammation modifie de fagon radicale le
déroulement de la réponse immunitaire en question. En effet, I’expression a la fois élevée
et soutenue des récepteurs inhibiteurs constitue une caractéristique cardinale de
I’épuisement clonal. Globalement, ces molécules inhibitrices appartiennent a des familles
de récepteurs structurellement distincts et se lient a des ligands ayant des spectres
d'expression divergents qui dépendent des tissus et du contexte inflammatoire. Ainsi, on
peut envisager que les voies de signalisation intracellulaires qui leur sont associées ne
sont pas redondantes. Les mécanismes moléculaires gouvernant la fonction inhibitrice de
ces récepteurs restent encore mal compris. Toutes les évidences indiquent clairement que
ces voies inhibitrices, bien que substantiellement chevauchantes ne sont pas
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mutuellement exclusives et leurs effets sont néanmoins additifs voire méme synergiques

[328, 329].

De fagon remarquable, I’intégration des signaux dictés par le microenvironnement ainsi
que les multiples facteurs touchant tant les cellules infectées ou tumorales
qu’immunitaires contribuent a rendre le répertoire des récepteurs inhibiteurs, leur niveau
d’expression ainsi que le degré du dysfonctionnement dépendants de la pathologie en
question. Un exemple éclairant concerne les cellules T CD8" VIH spécifiques qui,
contrairement aux cellules VHC spécifiques, perdent assez rapidement leur capacité a
produire I'IFN-y et présentent des défauts en termes de polyfonctionnalité et de
cytotoxicité [330, 331]. De plus, Barber et al. ont rapporté que le blocage de l'interaction
entre PD-1 et PD-L1 ne permettait qu'une restauration partielle de la fonction des
lymphocytes T CD8" [332] . Blackburn et al. ont observé un effet sélectif du blocage
envers la population exprimant des niveaux intermédiaires de PD-1 et une inversion
synergique du dysfonctionnement [333]. Une récente étude par Paley et al. a démontr¢,
dans un mode¢le d'infection par le LCMV clone-13, I'existence de deux populations de
cellules épuisées. La population exprimant un niveau intermédiaire de PD-1 servait de
progéniteur pour les populations les plus épuisées exprimant des niveaux plus élevés de
PD-1 [256]. Le contexte, en termes de I'abondance de I'antigéne et/ou la perte de 1'aide
des lymphocytes T CD4", favorise en grande partie cette transition vers un épuisement
plus sévere. Ceci a été également démontré chez des patients infectés par le VIH [334],
mettant en exergue a la fois la complexité de ce phénoméne et la plasticité des

populations épuisées.
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1.5.3.1 Régulation de I’expression de PD-1 et de ses ligands

PD-1 (ou CD279) a été initialement découvert par Ishida et al. en tant que gene
surexprimé dans un hybridome de cellules T subissant la mort cellulaire [335]. Toutefois,
PD-1 n’active pas directement les caspases ou les voies impliquées dans la mort cellulaire.
Des ¢études ultérieures n’ont pas confirmé son implication directe dans la mort
programmée de ces lignées et sa fonction est demeurée €lusive jusqu’a son association
avec le développement spontané de maladies auto-immunes chez les souris PdedI”~ [336].
Depuis, il est devenu évident que PD-1 joue un réle crucial dans la régulation négative de
la réponse immunitaire et qu’il contribue a limiter I’immunopathologie et a promouvoir la
tolérance périphérique [260]. Aussi bien chez ’homme que chez la souris, le géne Pdcd!
consiste en 5 exons : i) I’exon 1 codant pour une séquence signal, ii) ’exon 2 codant pour
un domaine Ig-V, iii) I’exon 3 codant pour un domaine transmembranaire, et iv) les exons
4 et 5 codant pour le domaine cytoplasmique contenant I'ITIM et 'ITSM. Leur
expression est régulée par un mécanisme d'épissage alternatif de I'ARNm, ce qui se
traduit par la synthése de 4 variants tous exprimés par les cellules mononucléees
humaines dont le rdle reste toutefois inconnu pour la plupart [257]. La découverte de ses
deux ligands PD-L1 (ou B7-H1, CD274) et PD-L2 (ou B7-DC, CD273) peu de temps
apres [259] a permis de mieux comprendre les mécanismes régulateurs impliqués dans la
voie inhibitrice médiée par PD-1. Structurellement, PD-1 posséde deux résidus tyrosines
dans sa portion intracytoplasmique: un proximal par rapport a la membrane, I’ITIM et un
autre ’I'TSM (« Immunoreceptor tyrosine-based switch motif »). Ces deux résidus ne sont
pas fonctionnellement équivalents, tel que démontré par Okazaki ef al. soulignant

I’importance du résidu ITSM dans la fonction inhibitrice de PD-1 [337]. PD-1 antagonise
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un large éventail de voies de signalisation en aval du TCR et du co-récepteur CD28. En
effet, la liaison de PD-1 a son récepteur PD-L1 rend les cellules T CD8" nettement plus
sensibles a I’apoptose en inhibant I’expression de Bcl-xL (« B-cell lymphoma-extra large
») qui est dépendante de 1’activité de la PI3K [338]. La translocation de PD-1 vers le
complexe supramoléculaire d'activation central de la synapse immunologique (« central
supra-molecular activation complexe» ; ¢cSMAC) est nécessaire pour la régulation
négative de l'activité des lymphocytes T CD8" [339]. Les études in vitro suggérent que
lorsque phosphorylé, I'I'TSM présent dans son domaine cytoplasmique interagit avec la
SHP-2 et possiblement avec SHP-1 [340, 341], qui vont a leur tour déphosphoryler CD3(,
Zap70 (« Zeta-chain-associated protein kinase 70 »), et PKCBO, interférant de ce fait avec

la production de cytokines effectrices [328, 340].

- Cellules présentatrices
d'antigénes/ cellules tumorales.

torato

FRENDS o Imemroiopy

Figure 1. 9 Mécanismes de l'inhibition médiée par le récepteur PD-1 dans les cellules
T

Cinq mécanismes ont été proposés comme ¢tant impliqués dans la modulation de la
fonction des cellules T. PD-1 peut: (A) antagoniser directement les signaux en aval du
TCR en recrutant les phosphatases au résidu tyrosine présent au niveau de son domaine
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cytoplasmique, ce qui prévient la phospohorylation de ZAP 70 (« Zeta-chain-associated
protein kinase 70 ») médiée par LCK (« Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase »);
(B) inhiber l'activation de PI3K (« Phosphatidylinositide 3 Kinase ») menant a une
réduction de l'activation d'AKT et du mTOR (« Mammalian Target of Rapamycin »); (C)
inhibe la voie RAS; (D) augmente l'expression de certains facteurs de transcription
incluant BATF (« Basic leucine zipper trasncription factor ») qui inhibe a son tour
lI'expression de plusieurs génes effecteurs; (E) Affecte la motilité des cellules T et la
stabilité et/ou la durée de l'interaction entre les cellules T et les cellules présentatrices de
'antigéne (CPA). Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Trends in
immunology [342], copyright (2015).

PD-1 module ¢également les voies Ras/MEK/ERK et PI3K/Akt/mTOR
(« Phosphatidylinositide 3 Kinase »; « Mammalian Target of Rapamycin »), affectant par
conséquent le métabolisme du glucose et la régulation du cycle cellulaire. En outre, une
¢tude ¢élégante de Quigley et al. a démontré que PD-1 régulait positivement 1’expression
de genes effecteurs tels que BATF [304], compromettant ainsi la prolifération et la
sécrétion de cytokines effectrices incluant I’IL-2, 'IFN-y et le TNF-a. Somme toute, ces
mécanismes ont été¢ disséqués en grande partie grace aux études in vitro faites a partir de
cellules activées de fagcon aigué. Si ces mécanismes sont mis en jeu in vivo dans le
contexte d'une exposition prolongée a l'antigéne est encore inconnu. PD-1 module les
fonctions effectrices en réduisant 1’expression de cytokines et de facteurs de
transcriptions incluant Tbet, et Eomes [343]. De plus, il interfére avec la production de
molécules cytotoxiques, réduisant ainsi la capacité cytolytique des cellules T CDS8".
Wei et al. suggeérent que 1’inhibition des fonctions effectrices se fait de fagon dépendante
du niveau d’expression de PD-1, d’ou le caracteére hiérarchique de la perte de fonction
[255]. PD-1 module également la motilité¢ et la force de I’interaction entre les cellules

dendritiques et les cellules cibles [344].
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1.5.3.2 CTLA-4

CTLA-4 et CD28 sont les membres les mieux caractérisés de la famille des co-récepteurs,
la superfamille des immunoglobulines (/g SF). Ces deux molécules, ’'une immuno-
régulatrice et ’autre immuno-stimulatrice, forment des homodimeres et se lient aux
mémes ligands CD80 (ou B7-1) et CD86 (ou B7-2) exprimé par les CPA, toutefois avec
différentes affinités [345-347]. Exprimé a la surface des lymphocytes T CD8" activés,
CTLA-4 entre en compétition avec CD28 en se liant avec une plus grande avidité aux
CD80/CDS86, accroit le seuil d’activation cellulaire et interfére avec la réponse
immunitaire en cours. Il permet ainsi de limiter le développement de maladies auto-
immunes. En effet, les souris Ctla-4~~ démontrent une lymphoprolifération accrue et
meurent apres 3 semaines suite a une infiltration massive des tissus par les cellules T et la
destruction des organes [348, 349]. Deux mécanismes inhibiteurs distincts sont mis a
contribution. Se liant au CD80 avec une affinité 10-20 fois supérieure a celle notée pour
CD28, CTLA-4 exclut physiquement ce dernier de la synapse immunologique méme
lorsqu’il est exprimé a de plus faibles niveaux [312]. Contrairement a PD-1, CTLA-4
préserve 1’activité de PI3K et de BcL-xL mais inhibe directement 1’activation de AkT via
la phosphatase PP2A (« serine/threonine protein phosphatase 2A»). De surcroit, CTLA-4
s’associe, via son motif YVKM présent au niveau du domaine cytoplasmique, SHP-2 et
la PP2A, et entraine la déphosphorylation du complexe TCR-CD3(, de LAT (« linker for
activation of T cells») et de ZAP70. Ceci a pour conséquence directe une inhibition de la
progression du cycle cellulaire et de la production de cytokines. CTLA-4 antagonise
¢galement la signalisation distale en aval du TCR en inhibant la phosphorylation d’ERK

et JNK [350].
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1.5.3.3 BTLA

Le récepteur BTLA se distingue de CTLA-4 et PD-1 par son expression de fagon
constitutive par les cellules T naives et de fagon précoce par les cellules activées [351,
352]. Les souris déficientes en BTLA développent graduellement des anticorps dirigés
contre les constituants du soi et démontrent une infiltration cellulaire accrue dans
plusieurs organes [353]. Le role joué par BTLA dans l'induction de la tolérance
périphérique se manifeste a travers un biais en faveur de I'expansion des cellules Treg au
détriment des cellules effectrices [354]. Paradoxalement, lorsqu'exprimé par les CPA,
l'interaction de BTLA avec son ligand, le HVEM (« Herpesvirus entry mediator »)
présent a la surface des cellules T, délivre des signaux positifs d'une part permettant de
promouvoir la survie des cellules T effectrices et mémoires, et, d'autre part nécessaires
pour le développement de réponse protectrice chez la souris [355]. Ceci dit, selon qu'il
sert de récepteur ou de ligand, BTLA bascule entre régulation négative ou positive
dépendante du contexte. Chez les patients atteints de mélanome, les cellules T CD8" NY-
ESO-1 spécifiques, exprimant simultanément BTLA, PD-1, TIM-3, constituent la sous-
population la plus engagée dans le processus d’épuisement clonal. Le blocage combiné
de ces récepteurs permet I'inversion du dysfonctionnement et le rétablissement des
fonctions effectrices et de la capacité proliférative des cellules T CDS8", suggérant un role
joué par BTLA dans la régulation de 1’épuisement clonal dans le microenvironnement
tumoral [356]. Paradoxalement, Speiser efal. ont démontré, via une analyse du
transcriptome réalisée sur des cellules CD8" MART-1-specifiques de patients atteints de
mélanome, que BTLA n’est pas inclus dans la signature génique caractérisant les cellules

épuisées détectées chez les patients atteints de mélonome [299]. Ceci laisse suggérer que
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BTLA, en plus d’étre un marqueur d’épuisement clonal, pourrait indiquer un défaut de

différenciation des cellules T activées.

1.5.3.4 2B4

Le récepteur 2B4 peut induire a la fois des voies de signalisation stimulatrices ou
inhibitrices. En effet, la phosphorylation de son domaine ITSM permet son interaction
avec la protéine adaptatrice SAP (« Slam-associated protein »). Pourvu d'un domaine
SH2, cette derniére va promouvoir indirectement l'activation des cellules T en bloquant
l'activité de SHP-1 et SHP-2. Chlewicki et al. ont démontré que la fonction inhibitrice de
2B4 était la conséquence directe de son niveau d'expression et de la disponibilité des
molécules adaptatrices EAT-2A et EAT-2B (« Ewing's sarcoma-associated transcript 2
»), deux autres protéines de la famille SAP [355]. Leur liaison aux domaines ITSM de
2B4 est a l'origine du recrutement de SHP1 et SHIP1 au niveau de la synapse

immunologique et inhibe par ailleurs la fonction des lymphocytes T [357, 358].
1.5.3.5 TIM-3

Tim-3 a été initialement identifié comme un marqueur des cellules T CD4" auxiliaires et
T CDS8" cytotoxiques [359]. Jusqu’ici, on n’en connait que trés peu sur les molécules
intracellulaires qui interagissent avec, ou modulent, la fonction de TIM-3. Des études
récentes ont rapporté que I’interaction avec la galectine-9 induisait une phosphorylation
du domaine cytoplasmique de TIM-3, I’accumulation de la forme inactive de LcK et un
défaut de production d’IL-2 et d’IFN-y. Il semblerait que Bat3 (« B—associated transcript

3 »), une protéine chaperone, protégerait les cellules d’une régulation négative TIM-3
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dépendante [360]. Une faible expression de Bat3 a été par ailleurs dans les cellules T

CD4" Tim-3" épuisées provenant de patients infectés par le VIH positifs [361].
1.5.3.6 LAG-3

LAG-3 se lie aux molécules du CMH de classe II, tout comme CD4, toutefois avec une
plus grande affinité [362]. Il est exprimé par les lymphocytes T CD4" et CD8" activés, les
cellules Treg et quelques sous-populations de cellules B, NK et dendritiques
plasmacytoides. Suite a une stimulation via le TCR, LAG-3 est rapidement transloqué a
la surface cellulaire, ou son expression se trouve étre régulée par I’action combinée de
deux métalloprotéases qui vont assurer son clivage et permettre 1’activation des cellules T
[363]. Tout comme les souris TIM-3", les souris déficientes en LAG-3 ne manifestent
pas de susceptibilité accrue a I’autoimmunité spontanée, ce qui suggere un role plus subtil
dans la régulation de la réponse immunitaire comparativement a CTLA-4 et PD-1. LAG-
3 affecte la progression du cycle cellulaire et ne semble pas influencer la survie cellulaire
ou du moins tres peu [364]. Il semblerait que, subséquemment a une signalisation via le
TCR, un résidu lysine (K468) présent dans un motif conservé du domaine intracellulaire

de LAG-3 soit directement impliqué dans ses fonctions inhibitrices [365].

1.5.3.7 TIGIT

Le récepteur TIGIT est le plus récent membre de I’'IgSF [366, 367]. Aussi bien chez la
souris que chez I'homme, il est exprimé par les lymphocytes T activés et mémoires, les
cellules Treg, les cellules NK et les cellules NKT [366]. 1l interagit avec deux ligands,

soit le PVR (« Poliovirus receptor ») et le PVRL2 (« Poliovirus receptor-related 2 »)
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[368]. TIGIT ne semble pas étre directement li¢ a la sensibilité des souris a 1'autoimunité.
Toutefois, son absence est a I'origine de 1'exacerbation de ce phénotype [369]. Plusieurs
¢tudes récentes attribuent un role de régulateur négatif a TIGIT. Les mécanismes
impliqués dans la modulation de la réponse T peuvent étre directs ou indirects.
La signalisation en aval de TIGIT abroge la prolifération des cellules T, la production de
cytokines effectrices et accroit la production d'TL-10 [370]. En effet, chez 'homme, la
liaison de TIGIT a PVR induit la phosphorylation du domaine intracellulaire ITT
(« Immunoglobulin tail tyrosine ») ce qui est a 'origine du recrutement de la phosphatase
SHIP1 et l'inhibition des voies PI3K, MAPK et NF-«kB [320, 371]. Les mécanismes

indirects, quant a eux, sont dépendants de CD226, molécule co-stimulatrice cruciale pour

1.5.4 Epuisement clonal et régulation transcriptionnelle

Le modéle actuel dominant stipule que le profil transcriptionnel caractéristique des
cellules épuisées prend plusieurs semaines a s’établir et que les cellules T CD8" ayant
initialement acquis des fonctions effectrices deviennent alors dysfonctionnelles [286].
Les génes impliqués dans le développement de cellules mémoires fonctionnelles
demeurent réprimés dans le contexte d'une signalisation prolongée via le TCR, qui se
poursuit dans ce cas au-dela de la phase effectrice de la réponse immunitaire, menant
ainsi a une polarisation graduelle vers un phénotype épuisé [372]. Ceci pointe du doigt
I’importance de faire la distinction entre ce phénotype acquis dans un contexte bien défini
et les autres formes de dysfonctionnement des lymphocytes T tels que I’anergie ou la
sénescence [286, 373]. Le changement au niveau de l'expression des récepteurs

inhibiteurs, aussi minime soit-il, implique une fine régulation de I'expression des génes
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d'intérét, laquelle est coordonnée par des mécanismes combinatoires incluant le
recrutement de facteurs de transcription et des changements épigénétiques. Des études
génomiques ont permis de révéler des différences majeures au niveau du programme
transcriptionnel des lymphocytes T CDS8" épuisés comparativement aux cellules
effectrices et mémoires [286, 372]. Il est primordial de pointer du doigt le fait que,
jusqu’a présent, aucune ¢étude n’a permis d’identifier un seul et unique facteur de
transcription comme étant impliqué directement dans 1'épuisement clonal. En effet, c’est
une large panoplie de facteurs qui a été identifiée sur la base de I’abondance des transcrits
incluant: T-bet, Eomes, Blimp-1, NFAT, BATF, FOXO1, FOXP1 [256, 281, 304, 374-
377]. Les concepts actuels suggerent une fonction contexte-dépendante des facteurs de
transcription, traditionnellement impliqués dans la maturation des cellules effectrices et
mémoires. T-bet et Eomes semblent avoir des roles diamétralement opposés selon qu'il
s'agisse d'une cellule épuisée, d'une cellule effectrice ou d’une cellule mémoire. Alors
qu’il joue un role majeur dans la différenciation terminale des cellules CD8" dans le
contexte d’une infection aigu€, T-bet est exprimé par une sous-population de cellules
épuisées qui retient des fonctions effectrices résiduelles et exprime des niveaux
intermédiaires de PD-1. De fagon similaire, Eomes participe au maintien de
I’homéostasie des cellules T mémoires et est fortement exprimé par les lymphocytes T
ayant atteint un état d’épuisement plus sévere et présents préférentiellement dans les

tissus périphériques [256].

Blimp-1 joue un rdle critique dans la maturation et la génération des cellules T CD8"
effectrices [378, 379]. Son implication dans 1’épuisement clonal provient d’une étude

publiée par Shin et al. qui démontre que les cellules T CD8" déficientes en Blimp-1
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expriment de faibles niveaux de récepteurs inhibiteurs et que cette délétion permet
I’inversion du phénotype épuisé¢ [375]. Blimp-1 pourrait faire partie d'une boucle de
rétroaction négative qui résulte en une sécrétion limitée d’IL-2 dans le contexte d’une
persistance antigénique [379]. Blimp-1 joue un rdle important en tant que répresseur
transcriptionnel de PD-1 soit en se fixant directement sur le promoteur du géne Pdcdl
[380] ou en réprimant I’expression de NFATc] et en destituant le NFAT de son site de
fixation depuis lequel il controle 1’expression de PD-1. L’expression de BATF a été
corrélée a celle de PD-1, aussi bien chez la souris que chez ’homme. En effet, les
patients infectés par le VIH qui sont incapables de contrdler la réplication virale,
expriment des niveaux ¢élevés de BATF qui compromettent la capacité proliférative et la
sécrétion de cytokines effectrices [304]. BATF est aussi impliqué dans la génération des
cellules Th17, le développement des cellules T folliculaires et la différenciation des

cellules T CDS8" effectrices [381, 382].

Les roles contradictoires soulevés indiquent que ces facteurs de transcription peuvent étre
a la fois des régulateurs positifs et négatifs dont I’activité est dépendante : i) des
modifications post-traductionnelles; i) de leur niveau d’expression; et iii) des
régulations épigénétiques au niveau de I’ADN, du nucléosome et de I’organisation de la
chromatine. Tel que décrivent Youngblood et al. dans le contexte d'une infection par le
LCMV clone-13, les lymphocytes T CD8" épuisés contiennent un locus PD-1 non
méthyl¢, le rendant ainsi plus accessible [383]. Une re-méthylation n’a cependant pas été
observée méme lorsque le niveau d’expression de PD-1 est bas et que la charge virale est
contrdlée. Une autre étude publiée par le méme groupe et réalisée cette fois-ci chez

I'homme dans le contexte de l'infection par le VIH est venue appuyer cette conclusion
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[384]. Les marques épigénétiques, de nature répressive, ne sont donc pas rétablies, méme
aprés contrdle de la réplication virale. Les changements épigénétiques viennent soutenir,
voire méme renforcer, les signaux permettant le maintien du phénotype épuisé. Une étude
récente par Zhang et al. a montré que le dysfonctionnement des cellules CD8" épuisées,
percu a travers une faible production d'TFN-y et d'IL-2, était corrélé a un faible niveau de
diAcH3 (« diacetylated histone H3 »)au niveau des régions régulatrices des loci
Ifnget 12 [385]. De plus, Lichterfeld et al. ont rapporté un raccourcissement des
téloméres conjointement a une activité de télomérase réduite dans les cellules T CD8"
VIH spécifiques provenant de patients ne contrélant pas leur infection comparativement
aux contrdleurs d'¢lite. Chez ces derniers, une stabilisation de la longueur des télomeéres a
¢té associée a une préservation des propriétés cytotoxiques et prolifératives.
L’identification des mécanismes impliqués dans la mise en place différentielle de réseaux
de régulation gouvernant 1’activation et la répression sélective des génes nécessaire a
I’établissement et/ou le maintien de I’épuisement clonal ménerait a 1’identification de

nouvelles cibles thérapeutiques permettant I’inversion du dysfonctionnement.

1.5.5 Epuisement clonal, médiateurs solubles et cellules régulatrices

Parmi les mécanismes impliqués dans 1’épuisement clonal des lymphocytes T CDS8", on
retrouve ceux médiés par les cytokines immunorégulatrices incluant entre autre I’IL-10 et
le TGF-B [246]. Des niveaux d’expression d'IL-10 particuliérement élevés ont été
observés dans le contexte d’une infection par le VIH, le VHC et le VHB et le LCMV-
clone 13 et ont été corrélés avec la perte de fonction des cellules T CD8 [386-388].
Brooks et al. ont démontré que la délétion génétique de I’IL-10 ou la manipulation de

I’axe IL-10/IL-10 récepteur résulte en une €élimination plus rapide du LCMV clone-13 et
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permet I’inversion de 1’épuisement [389]. De plus, le blocage de I’IL-10 en plus de la
voie PD-1 permet une inversion plus efficace du dysfonctionnement, soulignant d’une
part ’implication de I’'IL-10 dans 1’épuisement clonal et, d’autre part, que ces deux voies
agissent en synergie [390]. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la signalisation
par I’IL-10 ainsi que ses cibles cellulaires demeurent encore mal caractérisés. Les raisons
associées a une production importante d’IL-10 dans le cas de certaines infections restent
encore mal comprises. La magnitude et la qualit¢ de la réponse immunitaire innée,
comme les IFN de types I, peuvent influencer la production d’IL-10. Elle agirait en
supprimant le développement d’une réponse immunitaire adaptative et ce en altérant la
fonction des CPA ou en exacerbant le fonctionnement des lymphocytes T, probablement
en induisant une sur-expression de PD-L1 par les cellules dendritiques [391]. Autant les
lymphocytes T CD4" que CD8" constituent une source secondaire d’TIL-10 [392]. Le role
joué a cet égard par les cellules CD4" semble étre secondaire en renfor¢ant probablement
I’immunosuppression. Dans le cas d’une infection par le VHC, il a été¢ démontré que les
lymphocytes T CD8" antigéne-spécifiques intrahépatiques produisent I’IL-10, indiquant
que la suppression autocrine influence la capacité de ces cellules & combattre 1’infection

[392, 393].

Le role joué par le TGF-f dans 1’épuisement clonal demeure controversé. Des études
récentes ont mis en évidence son implication directe dans la répression transcriptionnelle
des genes clés codants codant pour des cytokines clés incluant la perforine et les
granzymes [394, 395]. Il semble que le TGF-B produit par les cellules tumorales
supprime la fonction des cellules T en modulant positivement, et de fagon marquée, les

niveaux de miR-23a [394].
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La fréquence des cellules Treg est augmentée dans le contexte d'une infection par le VIH
et le VHC. Toutefois, le mécanisme précis mis en ceuvre pour le développement de
I'épuisement clonal demeure inconnu. Les Tregs expriment des niveaux élevés de CD25,
ce qui leur permet de consommer excessivement I’[L-2, compromettant ainsi la fonction
effectrice des cellules T [396, 397]. La co-expression de 1’ectoenzyme CD39 et de CD73
par des Tregs entraine la production d’adénosine péri-cellulaire en se liant a son récepteur
A2AR (adenosine A2A receptor), supprimant par ailleurs les fonctions effectrices [398,
399]. De plus, des mécanismes suppresseurs par les cytokines produites par les Treg,

telles que I'T1-10 et le TGF-P repriment la fonctions des cellules T effectrices [394].

Une étude par Penaloza-MacMaster ef al. dans un modéle murin d'infection par le
LCMV clone-13 a démontré un effet synergique, particuliérement prononcé, sur
I’inversion de 1'épuisement suite a la déplétion des cellules Treg et du blocage de PD-1
[400]. De plus, une sous-population des cellules Treg produisant de I'1L-35 [401, 402]
peut entrainer la polarisation des cellules T effectrices normales en cellules Treg. Ceci dit,
ces dernieres peuvent soit affecter directement des cellules antigéne-spécifiques durant
une exposition chronique a l'antigéne, soit agir indirectement en renforcant

I'immunosuppression.

1.6 Problématique du projet de recherche

La profonde lymphopénie consécutive a la TCSH, a fortiori a la TSCO, est telle qu'elle
expose le patient a des risques €levés d'infections virales, causées en grande partie par le
CMV et le VZV. Malgré les progrés observés en termes de prévention et de gestion de

ces infections, ces deux virus demeurent une préoccupation considérable spécialement
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apres une TSCO. La cinétique de la reconstitution immunitaire spécifique au CMV et au
VZV chez les receveurs de TSCO demeure a ce jour mal caractérisée. De plus, toutes les
¢tudes supposent que les cellules T du sang de cordon, compte tenu leur caractére naif,
offrent une protection limitée au receveur durant les 100 premiers jours suivant la
transplantation. En effet, 1’absence de mémoire immunitaire est associée a une
oligoclonalisation du compartiment T ne permettant pas d’assurer une protection contre
une large panoplie d’antigénes. La question des facteurs intrinséques et extrinséques
menant a une telle différence, au niveau de 1'RM, entre TSCO et TMO est loin d'étre
épuisée. Tel qu'exposé dans l'introduction, 1'épuisement clonal représente un état de
dysfonctionnement des lymphocytes T acquis dans un contexte d'exposition antigénique
et d'inflammation chronique, deux conditions présentes dans Il'environnement
lymphopénique tot suivant la transplantation. La frontiére entre 1'engagement dans une
voie menant a I'épuisement clonal ou a une réponse T optimale peut étre
remarquablement ténue puisqu'une légere modification peut suffire a la franchir aussi
bien apres TSCO qu'aprés TMO. L'absence de littérature caractérisant le répertoire de
récepteurs inhibiteurs exprimés par les lymphocytes T CD8" provenant de l'une ou l'autre
des sources de CSH nous a amené a nous pencher sur la question. La caractérisation
phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes T CD8" a donc fait 1'objet de la seconde
partie du présent projet. L'intégration de thérapies immunomodulatrices dans les
protocoles cliniques pourrait constituer une stratégie prometteuse pour assurer une
meilleure gestion des infections virales aprés TSCO. Il est pertinent de soulever
l'importance de renforcer I'immunité antivirale sans pour autant entralner une majoration

de la GvHD.
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1.7 Hypothéses de recherche

1. L’incidence ¢élevée d’infections virales apres TSCO refléte un défaut de
fonctionnement des lymphocytes T CD8" du SCO, compromettant leur capacité a
protéger les receveurs pédiatriques de SCO contre les infections 8 CMV et VZV.

2. Les lymphocytes T CD8" du SCO co-expriment plusieurs récepteurs inhibiteurs
associés a I’épuisement clonal, affectant leur capacité proliférative ainsi que leur capacité
a produire des cytokines effectrices.

3. Le répertoire de récepteurs inhibiteurs exprimés par les lymphocytes T CD8" du SCO

est différent de celui de leurs homologues provenant de la MO.

1.8 Objectifs de recherche

1. Caractériser les réponses lymphocytaires spécifiques a CMV et a VZV suivant la

TSCO.

2. Etudier I’expression concomitante de plusieurs molécules associées a 1I’épuisement

clonal par les lymphocytes T CD8" suivant TSCO et la TMO.

3. Caractériser les propriétés fonctionnelles des lymphocytes T CD8" aprés TSCO et

TMO.
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Chapitre 2 Premier article
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2.1 Mise en contexte et contribution au premier article

Dans le contexte d’une TSCO, les infections a VZV, outre leur incidence élevée, elles
sont associées a des tableaux cliniques plus séveéres. De ce fait, tous les patients
séropositifs vis-a-vis du VZV avant la transplantation recoivent une prophylaxie
antivirale durant les 12 premiers mois pouvant affecter la reconstitution de I’immunité
antivirale et retardant ainsi 1’apparition de la maladie. Ce premier chapitre décrit le
développement d’un test d’ELISpot IFN-y pour I’évaluation de la reconstitution
immunitaire spécifique au VZV suite a la TSCO et évoque la pertinence d’associer une
telle technique a un suivi personnalisé des patients dans le but d’identifier ceux qui sont
capables de contrdler I’infection de ceux nécessitant une thérapeutique médicamenteuse
antivirale. Le vaccin Varivax inactivé a été utilisé comme source d’antigeéne, évitant ainsi
la manipulation et la culture de souches vivantes du VZV dans un milieu hospitalier.
Dans ce premier article, j’ai entrepris les essais de mise au point des tests ELISpots avec

Anne-Julie Grenier et Elyse Joliette, sous la supervision de Dr Soudeyns.

Ma contribution a I’article est évaluée a 80% et consiste en la réalisation d’une partie des
mises au point et expériences (Figure 2.2, Figure 2.4 et Tableau 2.1), ’analyse des
résultats, 1’écriture de D’article en totalité¢ le lequel a été par la suite corrigé par mon

directeur de thése.
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Development of an IFN-y ELISpot Assay to Assess Varicella-Zoster Virus-specific
Cell-mediated Immunity Following Umbilical Cord Blood Transplantation.

Authors:

Insaf Salem Fourati, Anne-Julie Grenier, Elyse Jolette, Natacha Merindol, Philippe
Ovetchkine and Hugo Soudeyns.

Keywords: Varicella zoster virus, cell-mediated immunity, T cells, interferon gamma,

ELISpot, umbilical cord blood transplantation.

Short abstract:

Novel generations of functional assays such as gamma interferon (IFN-y) ELISpot, which
detect cytokine production at the single cell level and provide both quantitative and
qualitative characterization of T cell responses can be used to assess cell-mediated

immune responses directed against varicella-zoster virus (VZV).

Status: published in Journal of Visualized Experiment : J Vis Exp. 2014 Jul 9;(89).

71



2.2 Long Abstract

Varicella-zoster virus (VZV) is a significant cause of morbidity and mortality following
umbilical cord blood transplantation (UCBT). For this reason, antiherpetic prophylaxis is
administrated systematically to paediatric UCBT recipients to prevent complications
associated with VZV infection, but there is no strong, evidence based consensus that
defines its optimal duration. Because T cell mediated immunity is responsible for the
control of VZV infection, assessing the reconstitution of VZV-specific T cell responses
following UCBT could provide indications as to whether prophylaxis should be
maintained or can be discontinued. To this end, a VZV-specific gamma interferon (IFN-y)
enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay was developed to characterize
IFN-y production by T lymphocytes in response to in vitro stimulation with irradiated live
attenuated VZV vaccine. This assay provides a rapid, reproducible and sensitive
measurement of VZV-specific cell-mediated immunity suitable for monitoring the
reconstitution of VZV-specific immunity in a clinical setting and assessing immune

responsiveness to VZV antigens.

2.3 Introduction

First performed in 1989, UCBT is increasingly used as part of the treatment of various
neoplastic and non-neoplastic blood disorders in children!. VZV is a cytopathic human
alphaherpesvirus which causes two different diseases, varicella (after primary infection)
and herpes zoster (after reactivation). Following primary infection, VZV persists
throughout the life of the host sheltered within sensory nerves of dorsal root ganglia. One

of the most threatening infectious complications following UCBT is associated with
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VZV**. In our clinical center, in absence of VZV prophylaxis, the cumulative incidence
of VZV disease VZV disease at 3 years post-UCBT was 46%?. In these patients, de novo
infection with or reactivation of VZV is often associated with visceral dissemination to
the central nervous system, lungs and liver’™”. As a result, acyclovir, valacyclovir or
famciclovir prophylaxis is commonly administrated to UBCT recipients®’. However, this
treatment strategy does not take into account the protective potential of VZV-specific T
lymphocytes or the kinetics of reconstitution of VZV-specific T cell responses. Potential
problems associated with the expanding use of long-term anti-herpetic prophylaxis
include a) patient over-treatment; b) the development of antiviral drug resistance!®!'!; and

12,13

c) impairment of VZV-specific immune reconstitution Because detection of

functional VZV-specific T lymphocytes correlates with the presence of long-term

protection from VZV infection and improved clinical outcome®!'*!?

, monitoring cell-
mediated immune responses directed against VZV during the post-transplant period
might result in a more rational use of antiviral treatment by enabling medical
practitioners to distinguish patients who would benefit from VZV prophylaxis from those
whose immune system is capable of controlling VZV replication®!3.

The IFN-yELISpot assay is widely used for the monitoring cell-mediated immune
responses in a variety of experimental systems and clinical conditions. Spots are
generated following the cleavage of a chromogenic substrate, generating a visible and
stable precipitate at the site of the reaction. Each individual spot thereby represents the
footprint of an individual cytokine-producing cell. IFN-y ELISpot not only measures the

ability of individual cells ex vivo to produce IFN-y in response to in vitro stimulation with

cognate antigen, but it also provides an estimate of the frequency of responding cells in a
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given cell population'®!”. In addition to its high sensitivity, IFN-y ELISpot is
straightforward to perform, making its use possible in the context of personalized clinical
protocols aimed at guiding initiation or cessation of antiviral treatment. The procedure
detailed below describes an ELISpot assay that is specifically designed to detect and
measure the production of IFN-y by peripheral blood mononuclear cells following in

vitro stimulation with VZV-derived antigens.

2.4 Protocol Text

This research protocol was approved by the Institutional Ethics Review Board of CHU
Sainte-Justine, Montreal, Quebec, Canada, where the study was conducted. Informed
consent was sought and obtained from all study participants, their parents or legal
guardians. All procedures performed on days 1 and 2 must be carried out under sterile
conditions (i.e. under a laminar flow hood). Standard safety procedures for handling

human blood should be strictly observed.

1. Coating the Plates

1.1) Permeabilize the polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes at the bottom of 96-
well MultiScreen IP white ELISPOT plates by adding to each well 20 ul of 35% ethanol
for 1 minute. Membranes should become slightly translucent.

1.2) Immediately wash the wells 3 times with 200 ul of 1X phosphate-buffered saline
(PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na:HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) using a

multichannel pipette or similar device. This step is critical given that ethanol residues can
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affect cell viability and binding of capture antibody. ELISpot plates are fragile and should
be handled carefully: the use of an automated plate washer is not recommended.

1.3) Coat the wells with 100 ul of purified mouse anti-human IFN-y capture antibody
diluted in 1X PBS to a final concentration of 10 pug/ml. Cover the plates with regular

plastic wrap and incubate overnight at 4 °C.

2. Blocking Plates

2.1) Empty the wells, tapping them dry, and wash plates 5 times with 200 ul of 1X PBS.
2.2) Fill the wells with 200 ul of complete RPMI 1640 medium and incubate plates for 2
hours at 37 °C (blocking step).

2.3) Wash the plates 5 times with 200 pl of 1X PBS and keep the wells full of 1X PBS

until cells are ready to be plated.

3. Cell Plating and Stimulation

3.1) Prepare peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from human venous blood
samples by centrifugation on Ficoll-Paque gradients using standard procedures.
Alternatively, using standard methods, thaw aliquots of PBMC frozen under liquid
nitrogen. After the last centrifugation, resuspend cells at a final concentration of 2 x 10°
cells/ml and incubate overnight at 37 °C under a 5% CO: atmosphere in a water jacket
incubator.

3.2) Remove PBMC from the incubator and resuspend them in a final volume of 5 ml of
complete RPMI 1640 medium.

3.3) Incubate PBMC in the presence of 10 ul of genetically engineered endonuclease
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from Serratia marcescens for 5 minutes at room temperature.

3.4) Remove a 50 pl aliquot of PBMC and mix with 50 ul of trypan blue dye. Count cells
and estimate % viability using a haemocytometer and microscopic examination (dye
exclusion method). Various automated methods for cell counting and assessment of cell
viability can also be used. PBMC should be >95% viable. Discard sample when viability
is lower than 95%.

3.5) Centrifuge PBMC at 700 x g for 5 minutes, discard supernatant, and resuspend cells
in AIM-V medium supplemented with 2% v/v inactivated human serum (HIS) at a final
concentration of 2 x 10° cells/ml. Keep at 37 °C until stimulation mixtures are added to

the plate.

3.6) Add to the wells, one drop at a time, 100 ul of the appropriate stimulation mixture.

Three stimulation mixtures should be used as described below:

3.6.1) Use AIM-V medium supplemented with 2% v/v inactivated human serum (IHS) as

negative control.

3.6.2) Use anti-CD3 monoclonal antibody (clone OKT3) diluted in AIM-V medium

supplemented with 2% v/v IHS to a final concentration of 0.5 pg/ml as positive control).

3.6.3) Use VZV antigen, in the form of either y—irradiated (100,000 Gy; 30 minutes
exposure time) live attenuated VZV vaccine (1,350 plaque-forming units [PFU]/ml)
diluted 1/200 in AIM-V medium supplemented with 2% v/v IHS) or 1 pug of an equimolar
mixture of 67 peptides (15 amino acid residues) synthesized based on the sequence of the
VZV immediately early (IE63) phosphoprotein. Control irradiation efficacy by

monitoring the absence of visible signs of cytopathic effects after 4 days in PBMC
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cultures.

3.6.4) Prepare all wells in duplicate.

3.7) Add to the wells, one drop at a time, 100 ul of cells prepared in step 5.4 to the
appropriate wells. Two wells should be left without cells (negative control). Incubate for
20 hours at 37 °C under a 5% CO: atmosphere in a water jacket incubator. Do not shake,

move, or stack the plates on top of one another during incubation.

4. Spot Development and Detection

4.1) Discard the cells and wash the plates 10 times with 1X PBS supplemented with 0.05%
v/v Tween 20 (PBST). Tween 20 helps detach cells that have adhered to the PVDF
membrane following overnight incubation.

4.2) Using a multichannel pipette, add 100 ul of 0.5 mg/ml biotin-conjugated anti-IFN-y
monoclonal antibody (4S.B3 clone) diluted in 1X PBS containing 0.5% w/v bovine
serum albumin (BSA). Incubate plates for 2 hours at room temperature.

4.3) Wash the wells 6 times with PBST and add each well 100 pl of streptavidin
conjugated with alkaline phosphatase diluted 1:1000 in 1X PBS containing 0.5% w/v

BSA. Cover the plates and incubate for 1 hour at room temperature.

4.4) Wash the plates 3 times with PBST and 3 times with 1X PBS. Add 100 pl of a 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue tetrazolium chloride (NBT)

substrate solution and incubate 5 minutes at room temperature.

4.5) Wash the plates under running distilled water. Remove the bottom section of the
ELISpot plate and wash both sides of the membrane with distilled water. Air-dry the

plates.
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4.6) Examine the wells and enumerate the spots using a stereoscopic dissection
microscope or scan the plates using an automated spot counter. Keep the plates away

from light if they cannot be examined on the same day.

4.6.1) Average the numbers of spots counted in corresponding duplicate wells and
subtract the number of spots counted in the negative control wells (no cells) from the

number of spots counted in the test wells.

4.6.2) Express IFN-y production as the number of spot-forming units (SFU) per 10°

PBMC.

4.6.3) Consider that test samples are positive if the number of SFU is >50 per 10° PBMC
and 2 standard deviations (SD) above the negative control (cells + AIM-V medium

supplemented with 2% v/v IHS).
4.6.4) Use a value of 400 SFU per well when spots are too numerous to be counted.

4.7) Test whether ELISpot data are normally distributed or not using the Kolmogorov-
Smirnov test. When data are normally distributed, perform statistical comparisons using
Student’s ¢ test (2 groups) or ANOVA and the Bonferroni post-test (multiple
comparisons). If data are not normally distributed, use the Mann-Whitney U test (2

groups) or the Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-test (multiple comparisons).
2.5 Representative Results

The IFN-y ELISpot protocol detailed above was developed and optimized in our
laboratory to measure the magnitude and the quality of cell-mediated immune responses

directed against VZV*. Diverse sources of VZV antigen can be used for the stimulation
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step. These include: a) commercially-available detergent-inactivated extracts from VZV-
infected Vero cells'®; b) pools of overlapping synthetic peptides from specific VZV-
encoded proteins, including IE63'° and ORF4'; ¢) live attenuated varicella zoster
vaccine®’; and d) UV-inactivated preparations of VZV antigens from the supernatant of
disrupted VZV-infected MRC-cells'*. In our case, dilutions of live attenuated VZV
vaccine were preferred over cell culture-derived VZV in order to insure uniformity in
antigen source and preparation and to limit culture and manipulation of live wild-type
VZV strains in a clinical setting where nosocomial transmission is a serious concern'’. In
addition, 7 irradiation was preferred over UV inactivation’' because of the comparative
precision with which doses of y radiation can be delivered and because, unlike UV, y rays
efficiently penetrate sealed VZV-containing vials. Irradiation of viral stocks led to
consistently higher estimates of the frequency of VZV-specific IFN-y-producing cells in
PBMC samples obtained from a healthy donor at all dilutions of VZV antigen tested
(Figure 1). This is possibly the result of the mitigation of cytopathic effects induced by

live attenuated VZV in cell culture.

To determine which dilution VZV antigen yielded maximal readouts in terms of numbers
of SFU per 10° PBMC, IFN-y ELISpot was performed using two-fold dilutions of
y—irradiated live-attenuated VZV vaccine and PBMC samples obtained from a group of
immunocompetent children aged between 9 months and 12 years who had a documented
history of varicella and/or a positive serology for VZV (n = 50). Study subjects were
enrolled at the Infectious Diseases Clinic and Special Immunology Clinic of CHU Sainte-
Justine between June 2007 and September 2009. Statistically significant differences were

observed between median frequencies of IFN-y-producing cells that were obtained using
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the 1:200, 1:400 and 1:800 dilutions of VZV antigen (p < 0.0001, Kruskal-Wallis test)
(Figure 2). These disparities were accounted for by the difference between the 1:200
dilution (median = 115.0 SFU per 10° PBMC; interquartile range [IQR] = 75.0 - 232.5
SFU per 10° PBMC) and the 1:800 dilution (median = 50.0 SFU per 10° PBMC; IQR =
20.0 - 105.0 SFU per 10° PBMC), and between the 1:400 dilution (median = 92.5 SFU
per 10° PBMC; IQR = 52.5 - 177.5 SFU per 10° PBMC) and the 1:800 dilution (p <
0.001 and p < 0.01, respectively, Dunn’s multiple comparisons test) (Figure 2). For this
reason, the 1:200 dilution of y-irradiated live-attenuated VZV vaccine was selected for

use in routine measurements of VZV-specific cell-mediated immune responses.

To determine whether IFN-y production resides in CD4" and/or CD8" T lymphocyte
subsets, PBMC samples obtained from a healthy donor were subjected to depletion of
CD4" or CD8" cells using anti-CD4 or anti-CD8 antibody-coupled magnetic beads
according to the manufacturer’s instruction. In concordance with previously-published
reports®>?3, depletion of CD4" cells resulted in a striking reduction in the frequencies of
IFN-y-producing cells that were obtained using the 1:100, 1:200 and 1:400 dilutions of
VZV antigen, while depletion of CD8" cells did not lead to such a reduction and positive
controls (stimulation with anti-CD3 monoclonal antibody) were not similarly affected
(Figure 3). These results suggest that the majority of cells that produce IFN-y in response
to stimulation with VZV antigens are CD4" T cells. Alternatively, these results could
stem from depletion of CD4" antigen-presenting cells (i.e. monocytes, dendritic cells)
from the PBMC pool, leading to reduced levels of presentation of VZV antigens to
responder CD8" T lymphocytes. The use of irradiated VZV is unlikely to have

contributed to the skewing of the response towards CD4 dominance, as similar results
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were obtained by other groups using different techniques and antigen sources'*?!22, A

low magnification micrograph of representative ELISpot wells is presented in Figure 4.
2.6 Discussion

Modifications and troubleshooting: IFN-y ELISpot assays have been used to examine
cell-mediated immune responses directed against a variety of microbial pathogens,
including human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)**?°  hepatitis C virus
(HCV)**?"| and Mycobacterium tuberculosis*®*°, just to name a few. Here we described
the development of an IFN-y ELISpot assay to measure cellular immunity against, with
the hope of defining correlates of VZV-specific immune reconstitution in recovering

pediatric UCBT recipients.

Key characteristics of this assay are fourfold. First, it does not require prior in vitro
expansion of T cells, which is time consuming. Second, it can be performed using
cryopreserved PBMC samples, which is best to minimize inter-assay variability. In
addition, cryopreservation and parallel processing are well-adapted to longitudinal studies,
which require that samples be processed in batches. Third, to prevent cell clumping
encountered during thawing of PBMC, treatment with an ultrapure genetically engineered
endonuclease from Serratia marcescens was used. Cell clumping upon thawing PBMC
occurs more frequently when using blood samples that are left overnight at room
temperature before processing. The incorporation of genetically engineered endonuclease
from Serratia marcescens is known not to affect cell viability, expression of cell surface
markers and response to stimulation with cognate antigen in terms of SFU since low

levels of nuclease are used and the duration of exposure is short??. Fourth, y-irradiated
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live attenuated VZV vaccine was used to stimulate PBMC. It was preferred over cell
culture-derived VZV in order to insure uniformity in antigen dose and preparation and to
overcome the need for manipulating live VZV in a clinical setting where the safety of
patients and laboratory personnel is a major concern. Taken together, the modifications
that were introduced in the VZV-ELISpot assay were intended to make it better adapted

for use in a clinical environment.

Limitations of the technique significance with respect to existing methods:
Straightforward, sensitive and reproducible methods are required in order to measure host
cell-mediated immune responses directed against microbial antigens in the context of
clinical follow-up. IFN-y ELISpot is a robust, reproducible and informative assay that can
be performed on venous blood samples using relatively low-tech equipment (centrifuges,
incubators, dissection microscope). However, it does not readily permit the simultaneous
detection of multiple cytokines and cell-surface markers. Traditional in vitro T cell
proliferation assays, which have classically been used for the enumeration of CD4" and
CD8" antigen-specific T cell responses, are labor-intensive, lack sensitivity and tend to
suffer from a high degree of inter-assay variability’**!. On the other hand, cytotoxic T
lymphocyte assays (CTL) based on the lysis of autologous targets loaded with *>'Cr and
limiting dilution analysis tend to depend on time-consuming in vitro expansion steps to
quantify antigen-specific CD8" T cells that are present at a low precursor frequencies®>*,
Flow cytometry-based assays that measure cytokine secretion following antigenic
stimulation (intracellular cytokine staining [ICS])*** can also be used to characterize

antigen-specific immune responses. ICS permits the simultaneous detection of cytokine

production and cell-surface expression of phenotypic markers in single cells. The
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sensitivity of ICS compares to that of ELISpot, but it requires larger numbers of cells*®*’.

Methods that make use of fluorescent class-I or class-1I peptide-major histocompatibility
complex (pMHC) oligomers (pMHC tetramers)*®*" are precise and enable multi-
parametric characterization of lymphocyte subsets based on expression of cell surface
markers. However, pMHC tetramer staining requires prior knowledge of the patients’
human leukocyte antigen (HLA) type, which can be cumbersome and limit patient
enrolment into a given study. Another limitation of this technique is that pMHC tetramer
staining primarily allows the detection of T cells expressing medium to high affinity T
cell receptors (TCR)*'. On the other hand, CD8" T cells expressing low affinity TCRs
that are not stained by pMHC tetramers can be readily detected using IFN-y ELISpot*!. In
addition, pMHC tetramers can bind to so-called exhausted CD8" T lymphocytes that are
prevalent in chronic viral infections***, thereby skewing the functional assessment of
antigen-specific cell-mediated immune responses. Finally, pMHC tetramer staining and
ICS typically require highly trained personnel, comparatively expensive reagents,
sophisticated instruments, and dedicated facilities, making these techniques notoriously

difficult to implement in a clinical follow-up setting.

Future applications: Dual-color ELISpot assays capable of simultaneously detecting the
production of both IFN-y and IL-2** and dual- and triple-color fluorospot methods* have
generated significant interest, as they allow the assessment of the polyfunctionality of
antigen-specific T lymphocytes, which is an important feature of efficient cell-mediated

immune responses™®.
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Critical steps within the protocol: Additional technical issues must be given careful
consideration. Because many variables might affect spot quality (i.e. size and density)
and number, adherence to the protocol is essential to achieve sensitive and reproducible
results. The consistent use of specific brands of monoclonal antibodies (capture and
detection), ELISpot plates with PVDF membranes, and 35% ethanol for membrane
treatment prior to coating is of high importance. For example, over-treatment with
ethanol can affect the performance of the assay and spot quality. To prevent obtaining
uninformative wells (i.e. >300 spots), we recommend using no more than 2 x 10° PBMC
per well. When faced with low frequencies of antigen-specific T cells, assay sensitivity
can be enhanced by pre-stimulating cells in vitro with cognate antigen or expand them
with polyclonal activators such as phytohemagglutinin (PHA) for a defined period of
time (typically 3-7 days)®®. However, the final optimized procedure for the VZV ELISpot
assay presented herein does not include in vitro pre-stimulation and/or expansion steps.
Number and quality of spots were similar over an incubation range of 16 hours to 21
hours. Beyond 21 hours of incubation, spots were often more diffuse and sometimes
overlapped, making their enumeration more difficult. Moreover, moving the plates while
the cells are incubating can lead to poorly-defined snail trail spots that are likewise more

difficult to count. Additional troubleshooting cues are provided in Table 1.

When using an automated spot counter, sensitivity and spot size gating are set using
positive control (anti-CD3 monoclonal antibody) and negative control (AIM-V medium
supplemented with 2% v/v IHS). The important characteristics to consider during spot
enumeration are size and shape (Figure 4). The former allows one to distinguish T cell-

derived cytokine spots from background spots that should be ignored. Spot number
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provides an estimate of the frequency of VZV-specific T cells present in a given PBMC

sample, while spot size reflects how much IFN- vy is produced by each individual cells.

To our knowledge, this is the only IFN-y ELISpot method that makes use of y-irradiated
live attenuated VZV vaccine as antigen*. Panels of overlapping synthetic peptides (15-
mers) have also been used as antigen, including mixture of peptides based on the amino-
acid sequence of the VZV IE63 phosphoprotein. IE63 is highly immunogenic*’ and
appears to be crucial for viral infectivity and the establishment of latency*®. IE63-specific
T cells have been detected in healthy VZV-seropositive donors'®>, which suggests that
IE63 is an important target of cell-mediated immunity directed against VZV. However,

reactive cells were found to be largely CD4" T cells'.

The VZV-IFN-y ELISpot assay was previously used by our group to assess the VZV-
specific T cell responses in 28 children who underwent UCBT to treat neoplastic or
inherited blood disorders*. Results that were obtained during the course of this study
suggested that both CD4" and CD8" T cell subsets were implicated in IFN-y production
and that reconstitution of the naive CD8" T cell compartment led to more robust VZV-
specific cell-mediated immune responses in terms of IFN-y production. Importantly,
these results also showed that the detection of more than 150 SFU per 10° PBMC was
consistent with T cell-mediated protection against VZV infection or reactivation®.
However, this threshold value for VZV-specific cell-mediated immunity in the context of
UCBT and ensuing immune reconstitution or lack thereof will have to be validated in

larger prospective multicenter studies.
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2.9 Tables and Figures

Table 2.1 Additional troubleshooting.

Figure 2.1 Effect of y-irradiation of live inactivated VZV vaccine on the frequency of
IFN-y-producing cells as determined using IFN-y ELISpot. VZV-specific IFN-y
ELISpot was performed as described under Protocol Text using PBMC from a control
volunteer and serial dilutions of y-irradiated (10,000 Gy) live attenuated VZV vaccine as
antigen. Data represent the mean of duplicate measurements and error bars represent the
standard error of the mean. PBMC: peripheral blood mononuclear cells; SFU: spot-

forming units; VZV: varicella-zoster virus.

Figure 2.2 Quantification of VZV-specific cell-mediated immune responses in
children with documented evidence of previous infection with VZV. VZV-specific
IFN-y ELISpot was performed as described under Protocol Text using PBMC isolated
from subjects with a history of varicella (n = 50) and serial dilutions of 7y-irradiated
(10,000 Gy) live attenuated VZV vaccine as antigen. Horizontal lines represent the
median, boxes represent interquartile range (IQR), and whiskers represent the range of
values. PBMC: peripheral blood mononuclear cells; SFU: spot-forming units; VZV:

varicella-zoster virus.

Figure 2.3 Effect of depletion of CD4" or CD8" cells on the frequency of IFN-y-
producing cells as measured using IFN-y ELISpot. Depletion of CD4" or CD8" cells
and VZV-specific IFN-y ELISpot were performed as described under Protocol Text using
PBMC from a control volunteer and serial dilutions of y-irradiated (10,000 Gy) live

attenuated VZV vaccine as antigen. Data represent the mean of duplicate measurements
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and error bars represent the standard error of the mean. PBMC: peripheral blood

mononuclear cells; SFU: spot-forming units; VZV: varicella-zoster virus.

Figure 2.4 Representative ELISpot wells. VZV-specific IFN-y ELISpot was performed
as described under Protocol Text using PBMC from five control volunteers and serial
dilutions of y-irradiated (10,000 Gy) live attenuated VZV vaccine as antigen. First row:
negative controls (AIM-V medium supplemented with 2% v/v IHS); second row: positive
controls (anti-CD3 monoclonal antibody); third row: VZV antigen. Numbers in the upper
corners represent SFU per well as measured using an automated spot counter. PBMC:
peripheral blood mononuclear cells; SFU: spot-forming units; VZV: varicella-zoster virus;

IHS: inactivated human serum.

92



Tableau 2 1 Additional troubleshooting

High background/Poorly-
defined or confluent spots

High numbers of dead cells.

Assess cell viability before
culture set-up and stimulation.

Inadequate membrane pre-wetting
steps.

Make sure to respect pre-wetting
time and that membrane turn to
gray after 1 min. 35%ethanol
should be prepared immediately
before

use.

Plates moved during the incubation
period.

Do not move plates to avoid
poorly-defined snail trail spots.

Wash steps.

Manual wash is more efficient
than plate washers.

Formation of protein aggregates.

Filter both capture and detection
antibodies to reduce background
and false positive spots.

Secondary and detection antibody

concentration.

Adjust biotinylated
secondary/detection antibody
concentration to reduce
background.

Cold developing reagents.

Bring substrate to room
temperature to avoid
underdevelopment.

No spots/Blank wells

Poorly defined spots.

Do not stack plates during
incubation period to have a
homogeneous temperature in the

different wells.

Stimulation substrate not well
prepared.

Bring the peptide mixture aliquot
to room temperature for 15 min
to avoid crystal

formation.

Cell clumping.

Resuspend cells into single-cell
suspension to

avoid underestimation of spot-
forming units.

Cells not stimulated appropriately.

Use a polyclonal activator as a
positive control.

Inhibition of enzyme reaction by
tween-20.

Wash plates with PBS before
adding BCIP/NBT substrate
solution.

93




Wrong antibody pairs. Make sure that the capture and
detection antibodies react with
different antigenic

epitopes.

Figure 2. 1 Effect of yirradiation of live inactivated VZV vaccine on the frequency of
IFN-¥producing cells as determined using IFN-yELISpot

Figure 1. Salem Fourati et al.
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Figure 2. 2 Quantification of VZV-specific cell-mediated immune responses in
children with documented evidence of previous infection with VZV

Figure 2. Salem Fourati et al.
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Figure 2. 3 Effect of depletion of CD4+ or CD8+ cells on the frequency of IFN-}
producing cells as measured using IFN-yELISpot
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Figure 2. 4 Representative ELISpot wells

Figure 4. Salem Fourati et al.
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Chapitre 3 Deuxieme article
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3.1 Mise en contexte et contribution au deuxiéme article

Nous avons avons développé et validé un test ELISpot-VZV-IFN-y permettant de suivre
la reconstitution de I’immunité cellulaire anti-VZV chez les receveurs de TSCO, laquelle
demeure a ce jour mal caractérisée. Il est donc important de répondre a des questions de
fond concernant : i) la reconstitution immunitaire antivirale suite a la TSCO, ii) le
pouvoir a la fois fonctionnel et protecteur des lymphocytes T antigéne-spécifiques issus
de voie thymus-indépendante et thymus dépendante, iii) les facteurs cliniques et
virologiques influengant le développement de telle réponses. Constituant I’une des causes
majeures de morbidité et de mortalité chez les receveurs de TSCO, les réponses des

lymphocytes T spécifiques a CMV seront également étudiées.

Ma contribution a I’article est évaluée a 40% et consiste en la réalisation de 20% des
ELISpots pour CMV et 50% de ceux pour VZV (Figure 3.2, Figure 3.3, Figure 3.5,
Figure 3.6), I’analyse des résultats se rapportant aux réponses IFN-y détectées par
ELISpot, la participation a la collecte des données cliniques (Tableau 3.1), la
participation a la révision de I’article avant et aprés soumission au Journal of

Immunology.
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Reconstitution of protective immune responses against CMV and VZV does not
require disease development in paediatric recipients of umbilical cord blood
transplantation’

Running title: Reconstitution of CMV- and VZV-specific responses.

Natacha Merindol ™}, Insaf Salem Fourati**, Rose-Marie Brito', Anne-Julie Grenier %,
Emily Charrier™l, Paulo Cordeiro', Martine Caty”, Samira Mezziani', Brigitte
Malette*S, Michel Duval™** Carolina Alfieri’*, Philippe Ovetchkine™f Frangoise Le

Deist™™* and Hugo Soudeyns” ™+,

Key words: Human; T cells, cytotoxic; transplantation; antiviral immunity.

Status: published in Journal of immunology: J Immunol. 2012 Nov 15,;189(10):5016-28
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3.2 Abstract

CMYV and varicella-zoster virus (VZV) are significant causes of morbidity and mortality
following umbilical cord blood transplantation (UCBT). However, the kinetics of
reconstitution and protective potential of antiviral cell-mediated immune responses
following UCBT remain poorly characterized. Here, the reconstitution of CMV and
VZV-specific T cell responses were assessed using IFN-y ELISPOT in 28 children who
underwent UCBT to treat haematological or inherited disorders. Barely detectable in the
first 3 mo post-transplantation, CMV- and VZV-specific T cell responses were observed
in 30.4% and 40.3% of study subjects after 36 mo of follow-up. Four of 5 CMV-
seropositive subjects developed CMV DNAemia, and 5 of 17 VZV-seropositive patients
experienced herpes zoster during the post-transplant period. Four CMV-seronegative
subjects developed IFN-yresponses against CMV, and 4 subjects developed a VZV-
specific IFN-y response without clinical signs of infection. No CMV- or VZV-related
events were observed in study subjects following the development of CMV- or VZV-
specific responses >150 spot-forming units (SFU) per 10° peripheral blood mononuclear
cells, consistent with T cell-mediated protection. Finally, famciclovir prophylaxis did not
strictly prevent the reconstitution of the VZV-specific T cell repertoire, as the frequency
of T cells producing IFN-yin response to VZV antigens reached levels consistent with
protection in 2 non-zoster subjects. Monitoring of CMV- and VZV-specific cell-mediated
immunity could inform immunocompetence and guide initiation and cessation of

antiherpetic prophylaxis in UCBT recipients.
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3.3 Introduction

As an alternative to unrelated bone marrow (BM) transplantation (BMT), umbilical cord
blood (UCB) transplantation (UCBT) has been used for over two decades to treat
paediatric patients suffering from various haematological disorders. T lymphocytes
contained in UCB exhibit similar subset distribution as those found in adult peripheral
blood. However, they display a mostly naive phenotype, show reduced alloreactivity and
heightened susceptibility to apoptosis (reviewed in ref. 1). Furthermore, the T
lymphocyte compartments found in UCB and BM allograft inoculums differ extensively
from one another in quantitative and qualitative terms. Numbers of CD3" cells are
approximately 6 times lower in a typical UCBT graft as compared to a BMT inoculum,
and the CD4"/CDS8" T cell ratio is significantly higher (3.0 versus 1.4) (2). In addition,
UCB is a rich source of CD4" FoxP3" regulatory T cells that possess potent suppressor
function in mixed lymphocyte reactions (3). That likely explains the specific pattern of
clinical outcomes associated with UCBT in comparison with BMT. Major advantages of
UCBT include a low incidence of graft-versus-host disease (GVHD) (4) and an efficient
graft-versus-leukaemia effect (5). Main disadvantages include delayed engraftment, late
reconstitution of the CD8" T cell subset, and a higher incidence of opportunistic
infections (OI) in the first 3 to 6 mo post-transplantation that results in higher rates of
morbidity and mortality relative to BMT during this period (6-8). In particular, CMV and
varicella zoster virus (VZV) are important causes of OI, and infections with these
pathogens are observed more frequently in UCBT recipients than in BMT recipients

(9,10).
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CMV is a lymphotropic B-herpesvirus that establishes latency and persists in the host
following primary infection. CMV infection is largely asymptomatic in
immunocompetent hosts. However, in immunodeficient subjects, it is associated with
life-threatening complications, including pneumonia, gastroenteritis, and, less commonly,
retinitis, hepatitis, and encephalitis (11). Between 50% and 100% of patients that are
CMV-seropositive prior to transplantation will experience clinical symptoms of CMV
infection and/or detectable viral replication by day 100 post-UCBT (12-14). Ganciclovir
prophylaxis does not fully suppress CMV reactivation and is associated with
myelosuppression that limits its use in children (7,15-17). Pre-emptive treatment based
on monitoring by weekly pp65-specific PCR assays during the first 6 mo following
transplantation reduces the incidence of CMV disease down to 5%-20% at day 100
(14,18,19). However, late-onset (> 6 mo) CMV disease can still occur and is associated
with a high rate of mortality, particularly in CMV-seropositive recipients (20-22).
Moreover, the high sensitivity of PCR detection may lead to overtreatment of patients
who would not have otherwise progressed to overt CMV disease (23). Recent tetramer-
based studies showed that rapid recovery of CMV-specific CD8" T lymphocytes was
associated with a reduced incidence of CMV-related complications in allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) recipients (24,25). Production of IFN-y
by CMV-specific CD4" and CD8" T cells was closely associated with control of CMV
antigenemia and DNAemia following allogeneic HSCT in some studies (26,27) but not in

others (28,29), studies in which only a few paediatric UCBT recipients were enrolled.
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VZV is a [I-herpesvirus that preferentially infects epithelial and neural cells. Primary
infection with VZV causes varicella, while its reactivation causes herpes zoster. VZV
infection can lead to the development of threatening complications in
immunocompromised hosts, including visceral dissemination to the lungs, liver, and
central nervous system (30-32). VZV reactivation is common following HSCT, with
13%-55% of patients developing VZV-associated complications in the first year (31).
VZV reactivation is more frequent (63%), more severe, and occurs later following UCBT
as compared to BMT (9). For this reason, long-term prophylaxis with acyclovir or
valaciclovir was recommended to prevent VZV-related complications in HSCT recipients
(33). Famciclovir is used for the same indication in our clinical center. However, there
are concerns whether this prophylactic strategy may also lead to over-treatment and/or
development of antiviral drug resistance. In addition, because long-term protection from
CMYV and VZV infections critically depends on the reconstitution of a functional antiviral
T cell repertoire (34-38), concerns were raised that effective antiviral prophylaxis might
impair of virus-specific immune reconstitution (39,40). Indeed, using IFN-y production
as a marker of T cell function, Distler et al. reported that VZV-specific T cell-mediated
immunity was recovered efficiently in T cell-depleted allogeneic BMT recipients who
experienced herpes zoster but not in non-zoster patients, suggesting that VZV replication
was required for priming/restoration of efficient antiviral T cell responses (41).

With this in mind, the objectives of the present study were fourfold: a) to define and
compare the kinetics of reconstitution of CMV-specific and VZV-specific T cell-
mediated immune responses following UCBT; b) to determine whether CMV- or VZV-

associated complications are required for reconstitution of cognate cell-mediated immune

104



responses; c¢) to determine whether these responses protect the graft recipient against
CMV- and VZV-associated complications; and d) to examine if the development of these
responses is influences by antiherpetic prophylaxis. To do this, the reconstitution of
CMV- and VZV-specific T cell responses was monitored using ELISPOT between 1 and
36 mo post-transplantation in a group of 28 children who underwent UCBT for the
treatment of haematological malignancies (n = 24) or other haematological or metabolic
disorders (n = 4). Results indicate that CMV- and VZV-specific IFN-y responses are
restored with similar kinetics, that an important proportion of subjects developed CMV-
and VZV-specific IFN-y responses without manifesting symptoms of the diseases, that
emergence of robust CMV- or VZV-specific cell-mediated immune responses was
associated with absence of subsequent CMV- and VZV-associated clinical
manifestations, and that famciclovir prophylaxis did not impact the reconstitution of

VZV-specific cell-mediated immunity.

3.4 Materials and methods

Patients’ characteristics

This research protocol was approved by the Institutional Ethics Review Board of CHU
Sainte-Justine, Montreal, Quebec, Canada, where the study was conducted. Twenty eight
subjects who underwent either single unrelated UCBT (n = 26) or double unrelated
UCBT (n = 2) were enrolled between 10/2004 and 06/2010. Patients P1-P26 were the
subject of a recent report focused on reconstitution of T cell responses directed against
the Melan-A tumor antigen following UCBT (42). Median age at transplantation was 65

mo (range: 4-211 mo). Venous blood samples (2-10 ml) were obtained from transplant
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recipients at 1, 2, 3, 6, 9, 12, 18, 24, and 36 mo post-transplantation. PBMC were isolated
on Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and cryopreserved in 90%
v/v FBS (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplemented with 10% v/v DMSO.
Clinical and socio-demographic characteristics of study subjects are summarized in Table
1. Detailed transplant procedures were described elsewhere (43). Briefly, UCB units,
procured from national and international cord blood banks, were required to show a 4/6
or greater allele-level match (HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1) with the patient and with
each other in the case of double UCBT. The conditioning regimen included total-body
irradiation (TBI) or busulfan. Graft inoculums were not in vitro T cell depleted. GYHD
prophylaxis consisted of cyclosporine A and corticosteroids for 1 month, and serotherapy
with 2 mg/kg antithymocyte globulin (Thymoglobulin; Sangstat, Mississauga, ON,
Canada) on day -2, -1, +1, and +2. Subjects were also treated with filgrastim (Neupogen;
Amgen, Mississauga, ON, Canada) until 5 d post neutrophil recovery. Intravenous
immunoglobulin (500 mg/kg; multiple suppliers) were administered weekly to all
subjects from transplant to day +100, then every month for 6 mo. Subjects with pre-
transplant positive serology for herpes simplex virus were given acyclovir prophylaxis

(250 mg/m?/12 hours) from day -1 to day +21.

Monitoring, antiviral prophylaxis, and treatment of CMV and VZV infections

Pre-transplant CMV serological positivity in the graft recipients (IgG antibodies to CMV
late antigens) was confirmed using ELISA. In subjects enrolled before 09/2005, CMV
reactivation was monitored by detection of CMV pp67 mRNA in whole blood using a

semi-quantitative nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) method (44). An
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in house real-time PCR method based on detection of pp65 was then implemented
starting in 2005 (primer sequences available upon request). Monitoring was performed on
a weekly basis until 6 mo post-transplantation or longer if immunosuppression persisted.
Ganciclovir treatment (5 mg/kg/12 hours) was initiated upon positive NASBA or
detection of >3,000 CMV DNA copies/ml plasma and discontinued upon disappearance
of viremia. The term « CMV DNAemia » will be used in the text to denote detection of
CMYV using either NASBA or PCR-based methods. VZV serological status prior to and
post-transplantation was determined using ELISA (Enzygnost, Dade Behring Marburg,
Marburg, Germany; Euroimmun, Liibeck, Germany). VZV disease was suspected in
presence of typical cutaneous vesicular lesions, and confirmed by virus isolation using
standard culture or antigen detection by direct immunofluorescence. Anti-VZV Ig
(VZIG; Cangene Corporation, Winnipeg, AB, Canada) were administered to one subject
(P5) at 18 mo post-transplant following possible VZV exposure. Since 2007, VZV-
seropositive subjects were treated with famciclovir prophylaxis for the first year
following UCBT (no treatment in children under 2 years of age; 125 mg twice a day in
children aged 2-5 years; 250 mg twice a day in children aged 6-11; 500 mg twice a day in
children aged >12). When zoster occurred after 12 mo post-transplantation, subjects were
treated with intravenous acyclovir for 3 d (500 mg/m? 3 times per day), followed by 10 d
treatment with famciclovir (250 mg 3 times per day in children weighting between 20 and

40 kg; 500 mg 3 times per day in children over 40 kg).
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Immunophenotyping

Absolute CD4" and CD8" T lymphocyte counts were determined by flow cytometry.
Phenotypic analysis of CD8" T cells was performed using cryopreserved PBMC, while
CD4" T cells were phenotyped from fresh whole blood. Except were mentioned, all
monoclonal Abs (mAbs) were purchased from BD Biosciences (San Diego, CA). The
following mAbs were used: PE- or APC- conjugated anti-CD8 (RPA-TS), PE-Cy7-
conjugated anti-CCR7 (3D12), and FITC-conjugated anti-CD45RA (HI100) (45); or
APC-conjugated anti-CD4 (SK3), PE-conjugated anti-CD45RA (ALBI11; Beckman
Coulter, Indianapolis, IN) and FITC- conjugated anti-CD31 (PECAM-1, clone WM59)
(46). mAbs for cell-surface staining were added, and cells were incubated for 30 min at
room temperature for CD8" T cells. In the case of CD4" T cells, incubation was on ice for
20 minutes, after which erythrocytes were lysed using 10% v/v BD FACS Lysing
Solution. The human CMV pp6549s5-503 (NLVPMVATV) HLA-A2 tetramer was obtained
from the CANVAC Core Facility and used following 1 wk of PHA stimulation, as
previously described (42,47). Lymphocytes were gated according to forward and side
scatter. Compensations were performed using single fluorochromes, and logical gates
were set using fluorescence-minus-one (FMO) controls. Acquisition was performed on a
BD FACSCalibur flow cytometer (CD8" T cells) or on a BD FACSCanto II (CD4" T
cells), and analysis was completed using BD FACSDiva and FlowJo software packages

(Tree Star Inc., Ashland, OR).
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ELISPOT

Frozen PBMC were thawed in the presence of Benzonase Nuclease (Novagen, Madison,
WI) and resuspended in RPMI 1640 supplemented with 20% v/v FBS and 50 pg/ml
gentamicin (Invitrogen). Cells were incubated overnight at a concentration of 2 x 10°
cells/ml at 37°C under a 5% CO: atmosphere. Assays were performed using 96-well
Multiscreen IP plates (Millipore, Bedford, MA) coated overnight at 4°C with purified
mouse anti-human IFN-y capture Ab (NIB42; BD Biosciences) diluted 10 pg/ml in PBS
(Invitrogen). Plates were blocked for 2 h at 37°C with RPMI 1640 supplemented with 10%
FBS. PBMC were diluted at a final concentration of 2 x 10° cells/ml in AIM-V
(Invitrogen) supplemented with 2% v/v inactivated human serum (IHS; Wisent, St-Jean-
Baptiste, QC, Canada). 100 ul suspension (200,000 cells) was added to each well,
combined with 100 ul of VZV Ag (10,000 Gy irradiated Varivax III; 1,350 plaque
forming units/ml; Merck Frosst, Kirkland, QC, Canada) diluted 1/200 in AIM-V, or with
1 pg of an equimolar mixture of 138 15-mer peptides based on the amino-acid sequence
of CMV pp65 (Pepmix HCMVA pp65; JPT Peptide Technologies, Berlin, Germany) (48-
50). Anti-CD3 mAb (OKT3; Sanquin, Amsterdam, The Netherlands) was used as
positive control (0.5 pg/ml) while cells incubated with AIM-V 2% IHS and 0.5% DMSO
were used as negative control. Plates were incubated for 22-24 h and developed by the
addition of 0.5 pug/ml of biotinylated anti-IFN-y mAb (4S.B3; BD Biosciences) and
alkaline phosphatase-conjugated streptavidin (Bio-Rad, Hercules, CA). Plates were
washed and incubated with BCIP/NBT-plus substrate solution (Bio-Rad). All assays were
performed in duplicates. Spots were enumerated using a CTL ImmunoSpot S4 UV

Analyser (Cellular Technology Limited, Shaker Heights, OH). Background was
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subtracted and IFN-y production was expressed as number of spot-forming units (SFU)
per 10° PBMC. Samples were considered positive if the number of SFU was >50 per 10°
PBMC and 2 SD above the negative control. A value of 400 SFU per well was used when

spots were too numerous to be counted.

Statistical analysis

The Wilcoxon rank-sum test and the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison test were used to test differences between continuous variables, whereas the
Chi-square test was used for categorical measurements. Correlations between variables
were tested using Spearman’s rank correlation test. Reconstitution of CMV- and VZV-
specific cell-mediated immune responses was represented using the Kaplan-Meier
method, and survival curves were compared using the logrank test. Statistical analysis

was performed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, San Diego, CA).

3.5 Results

Characteristics of study subjects

A total of 28 children with haematological disorders were enrolled in this study, most of
whom were diagnosed with malignant diseases (Table 1). Twenty six were transplanted
with a single UCB unit and 2 with double UCB units. Nine subjects (32.1%) died during
the 36 mo follow-up. Five subjects (17.9%) had detectable anti-CMV antibody titres
(CMV-seropositive) and 17 (60.7%) had measurable anti-VZV antibody titres (VZV-
seropositive) prior to transplantation. In all, 14 subjects (50.0%) developed at least 1

complication related to infection with herpesviruses, including 11 (39.3%) during the first
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100 d post-transplantation. These early complications involved HSV-1 (n =4), CMV (n =
4), EBV (n = 2), VZV (n = 2), and human herpes virus 6 (HHV-6; n = 1). Two
recurrences of zoster and 3 additional VZV reactivations occurred 1-2 years post-

transplantation (Table 1).

Reconstitution of CD4" and CD8" T lymphocyte subsets

As expected, absolute CD4" and CD8" T cells counts were extremely low in the first 3
mo post-transplantation. While CD4" T cells counts doubled between 2 and 3 mo
(median = 25 cells/mm® and median = 52 cells/mm?® at 2 and 3 mo post-transplantation,
respectively), CD8" T cells counts remained stable (median = 16.3 cells/mm?® and median
= 18 cells/mm’, respectively). Median CD4" and CD8* T cell counts remained below
normal values at 6 mo post-transplantation, although some subjects had already attained
normal T lymphocytes counts (Figure 1A) (51,52). The vast majority of subjects
recovered levels of T cells consistent with normal values by 12 mo post-transplantation
(median = 928 cells/mm® and median = 435 cellsymm® for CD4" and CD8" T
lymphocytes, respectively) (Figure 1A). The contribution of thymopoiesis to T cell
reconstitution was evaluated based on the frequency of naive CD8'CD45RA'CCR7" (45)
and CD4"CD45RA'CD31" T cells (46) (Figure 1B and 1C). Frequencies of naive CD8" T
cells remained close to baseline in the first 3 mo post-transplantation, did not increase
between 2 and 3 mo (median = 1.74%, 4.22%, and 4.61% at 1, 2, and 3 mo, respectively),
and then rose progressively between 6 and 18 mo (median = 23.8%, 69.8%, 74.3%, and
74.8% at 6, 12, 18, and 24 mo, respectively) (Figure 1B). Naive CD4" T cells were barely

detectable at 1 mo post-transplantation (median = 0.40%), but their frequency increased
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slowly between 2 and 6 mo (median = 1.30%, 3.60%, and 10.0% at 2, 3, and 6 mo,
respectively). Between 9 and 24 mo post-transplantation, roughly half of the CD4" T cell
subset was comprised of naive cells (median = 39.5%, 49.0%, and 54.0% at 9, 12, and 24

mo, respectively) (Figure 1C).

Reconstitution of CMV-specific cell-mediated immune responses

Five of 28 subjects (17.9%) were CMV-seropositive before transplantation and 4 of them
(80%) developed CMV DNAemia. One subject (P7) died of CMV-associated interstitial
pneumonia. Another (P12) developed an ophthalmic infection and later died of leukaemic
relapse. There was a strong association between CMV disease and CMV seropositivity (p
< 0.0001, Chi-square test). IFN-y ELISpot using a pp65 peptide mixture as antigen was
used to assess reconstitution of anti-CMV cell-mediated immunity in 23 of 28 subjects
(9,45-47). No responses were detected at 1 mo post-UCBT and the frequency of CMV-
specific T cell was significantly lower at 2 mo post-UCBT than that observed in healthy
controls (p < 0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test) (Figure
2A). From 2 to 36 mo, CMV-specific immune reconstitution was steady and progressive,
increasing from a mean of 29.2 SFU per 10° PBMC to 307 SFU per 10° PBMC at 2 and
36 mo post-transplant (Figure 2A). IFN-y responses were heterogeneous, with high SFU
values observed at all time points. There was no statistically significant difference
between the frequency of CMV-specific T cells measured between 12 and 36 mo post-
transplantation and that measured in healthy adult controls (p > 0.05, Kruskal-Wallis test
with Dunn's multiple comparisons test). In Kaplan-Meier analysis, only 3.57% of study

subjects had recovered significant anti-CMV immunity at 2 and 3 mo post-
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transplantation. At 6 and 12 mo, 11.6% and 16.3% of subjects produced detectable [FN-y
in response to CMV. Finally, at 36 mo (end of follow-up), 33.5% of subjects tested had

developed anti-CMV cell-mediated immunity (Figure 2B).

CMV DNAemia between 7,000 and 138,107 copies per ml plasma were detected in
subjects P7, P9, P12 and P26, who were then treated with ganciclovir. Subject P7, who
developed interstitial pneumonia, was withdrawn from the study at 2 mo post-UCBT,
when CMV DNAemia reached 90,000 copies per ml, and his anti-CMV IFN-y response
was not assessed. However, the 3 other CMV-seropositive subjects (i.e. P9 and P12 and
P26) exhibited strong IFN-y responses (>150 SFU/10° PBMCs) at all time points post-
DNAemia and did not develop clinical symptoms nor recurrent DNAemia following
CMV-specific immune reconstitution (Figure 3A). The sole CMV-seropositive subject in
whom CMV DNAemia was not detected (P11) was 5 mo old at the time of serologic
typing, hence the possible presence of maternal antibodies, and did not reconstitute

CMV-specific cell-mediated immunity in terms of IFN-y production (data not shown).

Overall, 4 cases (21.1%) of spontaneous reconstitution of CMV-specific IFN-y
production were observed in 19 CMV-seronegative recipients with no concurrent or
previously documented evidence of CMV DNAemia (P4, PS5, P13, P21) (Figure 3B). The
4 patients in question were subject P4, who underwent UCBT for the treatment of acute
myeloid leukemia (AML) at age 10 yrs 7 mo and exhibited 140 and 590 CMV-specific
SFU per 10° PBMC at 12 and 18 mo post-transplant, respectively; subject P5, who

underwent UCBT for the treatment of myelodysplastic syndrome (MDS) at age 4 yrs 11
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mo, and exhibited 1135 CMV-specific SFU per 10° PBMC at 18 mo post-transplant;
subject P13, who underwent UCBT for the treatment of acute lymphoblastic leukemia
(ALL) at age 17 yrs and exhibited 75 CMV-specific SFU per 10° PBMC at 36 mo post-
transplant; and subject P21, who underwent UCBT to treat MDS at 12 mo of age and
exhibited 460, 715, 717, and 2000 CMV-specific SFU per 10° PBMC at 2, 3, 6, and 12
mo post-transplant, respectively. These responses were considerably higher than the
mean response observed at that particular time point (Figure 3B). Study subjects who did
not respond to pp65 peptides in IFN-y ELISpot were also unresponsive to peptides
derived from the CMV IE-1 protein (data not shown), an antigen against which responses
were shown by others to correlate with protective immunity (24). CMV-specific T cell
responses were confirmed by staining with HLA-A2-pp6549s5-503 peptide MHC tetramers

in HLA-A2" subjects (Figure 4).

CMV-specific cell-mediated immune responses and thymopoiesis

The impact of CD8" and CD4" T cell reconstitution on the reconstitution of CMV-
specific cell-mediated immune responses was examined in UCBT recipients (Table 2).
During the first 6 mo post-transplantation, the frequency of T cells that produced IFN-y in
response to CMV antigens was associated with absolute CD3", CD4" and CD8" T cell
counts (p =0.0471, p = 0.0419, and p = 0.0364, respectively, Spearman’s rank correlation
test). The magnitude of the CMV-specific IFN-y response was also positively correlated
with the frequency of naive CD8" T cells (p = 0.0152, Spearman’s rank correlation test)

(Table 2). These results suggest that both CD4" and CD8" T cells participate in the
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generation of IFN-y in response to CMV-derived peptides in UCBT recipients, and that

the emergence of naive CD8" T cells via thymopoiesis leads to stronger responses.

Reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses

Seventeen subjects (60.7%) exhibited a positive VZV serologic status prior to
transplantation, including 9 subjects who were treated for 12 mo with famciclovir
prophylaxis. Five of 17 (29.4%) VZV-seropositive subjects developed zoster-associated
clinical symptoms, one of whom (P2) later died as a result of leukaemic relapse. There
was a higher relative risk of developing VZV disease in VZV-seropositive subjects (p =
0.0236, Chi-square test). However, no differences were observed in the incidence of VZV
disease development whether or not recipients received famciclovir prophylaxis (p =
0.5000, Chi-square test). Reconstitution of VZV-specific T cell responses was examined
in 24 study subjects using IFN-y ELISPOT and Varivax III as a source of VZV Ag. This
reconstitution was progressive, going from a mean of 11 SFU per 10° PBMC at 3 mo
post-transplantation to 243 SFU per 10° PBMC at 36 mo. The frequency of VZV specific-
T cells was significantly lower during the first 3 mo in comparison to 36 mo and to
healthy controls (p < 0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test).
There was no statistically significant difference between the frequency of VZV-specific T
cells measured between 12 and 36 mo post-transplantation and that measured in healthy
adults (p > 0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn’ multiple comparisons test). Similar to
CMV-specific immune reconstitution, heterogeneous SFU values were observed (Figure
5A). However, the magnitude of VZV-specific responses was significantly smaller than

that of CMV-specific responses (p = 0.0273; Wilcoxon rank-sum test) (Figure 2A, 2C,
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5A, 5C). In Kaplan-Meier analysis, 0.00% and 3.85% of subjects developed VZV-
specific IFN-y responses above the detection threshold at 2 and 3 mo post-transplantation,
respectively. This proportion increased to 15.9% and 20.5% at 6 and 12 mo. Finally, at 36
mo, 38.5% of subjects tested had developed anti-VZV cell-mediated immunity in terms
of IFN-y production (Figure 5B). This proportion was higher than that observed with
CMV-specific responses (Figure 2B), but this difference was not statistically significant
(p = 0.7372, logrank test). In all, 7 of 17 (41.2%) VZV-seropositive subjects, including 4
who were under famciclovir prophylaxis and 4 who came down with zoster, developed a
VZV-specific [IFN-y response at any time post-UCBT (Figure 5A).

Subjects P2, P5 and P13 did not receive famciclovir prophylaxis and developed zoster at
1.5 mo, 19 mo, and 1 mo post-transplantation, respectively. In the case of P2, zoster was
chronic, with recurrences of symptoms at 6 and 18 mo post-UCBT and no significant
VZV-specific IFN-y responses (Figure 6A). At 20 mo post-UCBT, P2 died of leukaemic
relapse. Subject PS5, who received anti-VZV IgG and famciclovir at 18 mo post-UCBT,
developed a response of 320 SFU per 10° PBMC and no recurrence of clinical symptoms
was reported (Figure 6A). Subject P13 received famciclovir for a year after the first
clinical manifestation of zoster 3 mo post-UCBT. The disease reappeared at 18 mo post-
transplantation, at which time treatment by famciclovir was reintroduced. However,
clinical symptoms reappeared at 28 mo. P13 developed a VZV-specific IFN-y response of
208 SFU per 10° PBMC at 36 mo, after which no further recurrences of zoster were
reported (follow-up has now reached 60 mo). Subjects P15 and P17 received famciclovir
for one year post-UCBT and developed zoster after discontinuation of treatment at 21 and

13 mo post-transplantation, respectively whereas they did not develop VZV- specific
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IFN-y responses. P15 was vaccinated against VZV at 30 mo post-transplantation and P17
developed a VZV-specific IFN-y response at 21 mo post-UCBT (150 SFU per 10°
PBMC). Neither developed further symptoms of VZV infection.

A total of 10 VZV-seropositive subjects did not develop any detectable IFN-y responses
against VZV Ag, including 6 subjects who did not receive prophylactic treatment (data
not shown). There were no significant differences between subjects who received
prophylaxis and those who did not with respect to the proportion of subjects with above-
threshold levels of anti-VZV effectors at 12 mo post-transplantation (n = 16, p = 0.5000;
Chi-square test) or with respect to the median frequency of cells that produced IFN-y (p =
0.5313, Wilcoxon rank-sum test).

Spontaneous reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses (i.e. in the
absence of clinical symptoms) occurred in 3 of 17 (17.6%) VZV-seropositive subjects
(P11, P18 and P20) and in 1 of 7 VZV-seronegative subjects (P21, transplanted at 5 mo
of age) (Figure 6B). Subject P11 underwent UCBT for the treatment of familial
hemophagocytic lymphohistiocytosis (FHLH) at age 5 mo and exhibited 178, 358, 630,
435, and 860 VZV-specific SFU per 10° PBMC at 6, 12, 18, 21, and 36 mo post-
transplant, respectively; subject P18 underwent UCBT to treat ALL at age 7 yrs and
exhibited 150, 243, and 215 VZV-specific SFU per 10° PBMC at 3, 12, and 18 mo post-
transplant, respectively; subject P20 underwent UCBT at age 2 yrs for the treatment of
AML and exhibited 520 VZV-specific SFU per 10° PBMC at 6 mo post-transplant; and
subject P21 (see above) exhibited 168 and 418 VZV-specific SFU per 10° PBMC at 6
and 12 mo post-transplant, respectively. VZV-seropositive subjects were more likely to

reconstitute anti-VZV immunity than VZV-seronegative patients (p = 0.0136, Chi-square
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test) (Figure 6). VZV-specific IFN-y responses were associated with VZV-
seroconversion only in patients who experienced zoster (Table 3). Finally, the 5 subjects
who suffered from herpes zoster exhibited VZV-specific IFN-y responses of < 150 SFU
per 10° PBMC at the onset or recurrence of disease, whereas all subjects who
reconstituted anti-VZV cell-mediated immunity above the detection threshold in absence
of clinical symptoms (i.e. P11, P18, P20, P21) developed responses > 150 SFU per 10°

PBMC (p = 0.0013; Chi-square test) (Figure 6).

VZV-specific cell-mediated immune responses and thymopoiesis

The impact of reconstitution of the CD4" and CD8" T cell subsets on VZV-specific cell-
mediated immune responses was examined in UCBT recipients from our study group
(Table 2). During the first 6 mo, VZV-specific IFN-y SFU numbers were significantly
associated with absolute CD3"*, CD4" and CD8" T cell counts (p = 0.0398, p = 0.0169,
and p = 0.0335, respectively, Spearman’s rank correlation test). In addition, the
magnitude of the VZV-specific response in terms of numbers of IFN-y-producing cells
was positively correlated with the frequency of naive (CD45RA*CCR7") CD8" T cells (p
= 0.0132, Spearman’s rank correlation test). These results suggest that both CD4" and
CD8" T cell subsets are implicated in IFN-y production and that the re-emergence of
naive CD8" T cells through thymopoiesis leads to more robust VZV-specific cell-

mediated immune responses in terms of IFN-y production.
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3.6 Discussion

To better define the kinetics of reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell-mediated
immune responses in paediatric HSCT recipients, the progressive recovery of CMV- and
VZV-specific T lymphocytes was examined over a post-transplantation period of 3 years
in 28 UCBT recipients. In lymphodepleted HSCT recipients, thymus-independent
(homeostatic proliferation) and thymus-dependent (thymopoiesis) pathways mediate the
reconstitution of the T cell compartment. During the first 100-200 days post-HSCT, graft-
derived naive T lymphocytes expand peripherally by undergoing lymphopenia-induced
proliferation (LIP) and acquire a both effector and memory markers (reviewed in ref. 53).
These processes are also active following UCBT, where naive T cells differentiate into a
population of short-lived effectors enriched in cells that express the programmed-death 1
(PD-1) inhibitory receptor (42). De novo T-cell production becomes progressively
detectable from day 100 onward and the level of thymus-derived T cells takes 1-2 years
to reach the normal range (54). In agreement with other studies (8), the first 3 mo post-
transplantation were characterized by persistently low CD4" and CD8" T cell counts, as
well as by the almost total absence of naive CD4" and CD8" T cells. These results
confirm that homeostatic expansion of graft-derived T lymphocytes is unable to supply
the periphery with significant levels of T cells (52) and that the replenishment of the T

cell repertoire is ultimately dependent on thymopoiesis.

The dynamics of reconstitution of CD4" and CD8" T cell subsets in the first 3 mo post-
UCBT was mirrored by the reconstitution of the CMV- and VZV-specific T cell

repertoires. Indeed, at 1 mo post-transplantation, none of the study subjects had
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reconstituted anti-CMV or anti-VZV responses. At 3 mo, CMV-specific responses were
observed in 2 subjects, while only one had regained VZV-specific responses. Such an
absence of IFN-y production in response to these viruses is consistent with the high risk
of developing opportunistic viral infections in the first 100 days post-transplantation and
with the high frequency of T cells that express PD-1 during this period (42). The
correlations observed between levels of CMV- and VZV-specific T cells, total CD4" and
CD8" T cell counts, and naive CD8" T cell frequencies during the early post-
transplantation period indicate that both CD4" and CD8" T cells participate in the genesis
of IFN-y responses against these viruses, and that thymopoiesis significantly contributes
to the regeneration of the antiviral T cell repertoire. Higher levels of IFN-y production are
associated with polyfunctionality of CD8" T cells and better control of chronic viral
infection (55). As a result, the association between the frequency of naive CD8" T cells
and the magnitude of anti-CMV and anti-VZV responses in the first 6 mo post-UCBT
implies that de novo production of CD8" T cells by thymopoiesis (as opposed to UCB-
derived T cell expansion) may be required to develop protective responses. These results
are in accordance with a recent study showing that thymopoiesis was necessary for the

development of strong and protective responses against CMV (29).

Moving away from the 100 days window, the intermediate to late (6-36 mo) post-
transplant period was characterized by a gradual increase in levels of T lymphocytes.
Reflecting T cell reconstitution, the number of subjects in whom CMV- and VZV-
specific responses were detectable rose between 6 and 36 mo post-transplantation, but the

respective kinetics of reconstitution of responses against these two pathogens were not
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significantly different. This is in spite of the reported differences in timing of CMV-
associated (early) versus VZV-associated (late) infectious complications relative to the
time of transplant, perhaps reflecting differential efficacy of cell-mediated immunity at
controlling these two particular pathogens (8,9,12-14,31).

Next, we sought to determine whether manifestations of CMV- or VZV-associated
complications were required for reconstitution of virus-specific cell-mediated immune
responses, and whether T cell responses directed against CMV or VZV Ags were capable
of protecting graft recipients against these infections. Four UCBT recipients experienced
CMV DNAemia, including 2 cases of symptomatic reactivation. In all instances,
DNAemia occurred in the first 6 mo post-UCBT. In 3 subjects, [FN-y ELISPOT
performed after the DNAemia episode showed the presence of anti-CMV T cell
responses in terms of IFN-y production. Similar results were obtained whether pp65-
specific or IE-1 specific responses were examined. No CMV-related events were
observed in study subjects as a whole following the development of CMV-specific
responses >150 SFU per 10° PBMC. This suggests that CMV DNAemia promotes the
development of CMV-specific immunity and that these responses are associated with
protection from subsequent CMV-associated complications in UCBT recipients.
Frequencies of CMV-specific T cells that produce IFN-y in response to pp65 peptides
range between 0.04% and 4.5% in healthy seropositive individuals, and such frequencies
are generally considered to be protective against viral reactivation (56-58). In the present
study, the median frequency of CMV-specific T cells measured in healthy adult controls

was 453 SFU per 10 PBMC (Figure 2).
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Five of 28 subjects developed herpes zoster during the study. The window during which
VZV reactivation was observed was wider than that of CMV, extending out from 1 mo
(P13) to 21 mo (P15). One subject (P2) never developed IFN-y responses above the
detection threshold and experienced several recurrences of zoster. Another (P13)
experienced zoster despite the presence of VZV-specific responses at levels above the
detection threshold (>50 SFU per 10° PBMC). However, attainment of IFN-y responses
>150 SFU per 105 PBMC was associated with absence of any further recurrences of
herpes zoster. These results suggest that symptomatic reactivation of VZV does not
always lead to the development of VZV-specific responses, and that IFN-y production is
protective only beyond a certain threshold (>150 SFU per 10° PBMC). In the case of
VZV, frequencies of T cells that produce IFN-y in response to IE-62 or IE-63 peptide
mixes or VZV culture lysate are known to range between 0.03% and 2.75%, and these
levels are also thought to be protective (38,59,60). In the present study, the median
frequency of VZV-specific T cells measured in healthy adult controls was 134 SFU per
10° PBMC (Figure 5).

Importantly, reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell responses in absence of
clinical symptoms or episodes of DNAemia was observed in both seropositive and
seronegative subjects, though less frequently in the latter. This is consistent with previous
observations by Cohen et al. (61), though these investigators only relied on proliferative
responses that do not necessarily reflect the presence of functional virus-specific T cells.
Here, development of anti-CMV responses in the absence of detectable viral replication
was confirmed by staining with MHC-peptide tetramers. Reports have shown that CMV

infection can occur in CMV seronegative patients receiving CMV-seronegative grafts,
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with an incidence ranging from 1.2 to 12% in the first 3 mo post-transplantation
(10,13,22,62). However, to our knowledge, kinetics of antiviral immune reconstitution
were never assessed in CMV seronegative patients receiving CMV-seronegative grafts.
De novo infection with CMV (i.e. post-transplantation) cannot be excluded as an
explanation for the recovery of CMV-specific responses, particularly in the case of
subjects P4, P5, and P13, who were older at the time they underwent UCBT.
Alternatively, these responses might have arisen as a result of localized intestinal CMV
infection, which is sometimes not detected by PCR in peripheral blood (63). Another
explanation is that the subjects were falsely seronegative, perhaps as a result of
immunosuppression associated with the underlying blood disorders, of borderline
antibody titers (64), or of recently-acquired or occult CMV infection (65-67).
Interestingly, the magnitude of the reconstitution of CMV-specific IFN-y responses in
these 4 CMV-seronegative subjects was roughly inversely proportional to their age at the
time of transplant. Even though this number of subjects is too small to draw solid
conclusions, it is tempting to speculate that the magnitude of this spontaneous
reconstitution of CMV-specific T cell responses was somehow correlated with the extent
of residual thymopoiesis in these children, consistent with the existence, generation, and
selection of a public CMV-specific T cell repertoire (68,69).

Following primary infection, VZV is known to remain latent in trigeminal and dorsal root
ganglia (70) and its dissemination is thought to be kept in check by host cell-mediated
immune responses. In the case of VZV-seropositive subjects P11, P18 and P20,
subclinical VZV reactivation might have led to rapid expansion of VZV-specific T cells,

thereby preventing the ensuing appearance of herpes zoster. In the case of VZV-

123



seronegative subject P21, it is possible that reconstitution of the VZV-specific T cell
repertoire was caused by recently-acquired or occult VZV infection or resulted from
discordant serologic and cell-mediated immune responses (71-73). Another possibility
would be that the observed responses are due to antigenic cross-reactivity with another
herpes virus (74-77). Alternatively, 3 of these 4 subjects were younger than 2 yrs of age,
again suggesting that thymopoiesis might have played an important part in the
spontaneous reconstitution of the VZV-specific T cell compartment. Reconstitution of T
cell-mediated IFN-y responses directed against VZV in the absence of clinical symptoms
in contradiction with a recent report on recipients of T cell-depleted BMT (41). However,
consistent with our results, Malavige et al. showed that VZV-specific T cell responses
were detectable in patients with malignancies without clinical signs of VZV reactivation,
but appeared weaker or impaired in subjects with detectable VZV viremia (78). Others
showed that VZV-specific T lymphocyte proliferation was detectable in BMT recipients
irrespective of whether or not they developed symptomatic recurrences of VZV (79), and
that subclinical VZV viremia can be controlled by T cell-mediated immune responses
(80). Taken together, results reported herein indicate that clinical or virological
manifestations of CMV and/or VZV infection are not a strict requirement for the
reconstitution of cell-mediated immune responses directed against these viruses.
Spontaneous reconstitution was associated with comparatively strong IFN-y responses
(>150 SFU per 10° PBMC), suggesting that UCBT recipients can recover potentially
protective CMV and VZV-specific T cell responses in the absence of symptomatic
infection or reactivation. Reports have shown that CD8" T cell reconstitution was more

prompt in paediatric BMT recipients as compared to UCBT recipients (52). Further
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studies should assess potential differences between BMT and UCBT with respect to the
dynamics of reconstitution of antiviral cell-mediated immune responses.

Finally, we sought to determine whether antiherpetic prophylaxis influenced the
development of VZV-specific immunity. In the present study, 4 of 7 VZV-seropositive
subjects who exhibited above-threshold frequencies of IFN-y-producing T cells following
stimulation with VZV Ags had been administered famciclovir prophylaxis. In two of
them (P15, P17), zoster developed only after interruption of prophylaxis. Thus,
famciclovir did not actually prevent the development of herpes zoster but delayed its
onset. Levels >150 SFU per 10° PBMC were attained in one non-zoster VZV-
seropositive subject (P18; 170 SFU per 10° PBMC) during the course of prophylaxis.
Therefore, famciclovir prophylaxis did not strictly prevent the reconstitution of the VZV-
specific T cell repertoire. Long-term use of famciclovir could have led to the emergence
of antiviral drug resistance and ensuing viral replication, potentially leading to the
reconstitution of VZV-specific T cell responses in the face of anti-herpetic treatment
(33). Unfortunately, monitoring of VZV viral load was not performed during follow-up in
any of our study subjects. Further studies involving larger numbers of subjects will be
needed to confirm that prophylaxis does not affect the reconstitution, frequency and/or
functional properties of VZV-specific T cells. In view of the results presented herein, a
reasonable strategy might involve administration of 12 mo of famciclovir prophylaxis to
postpone VZV infection/reactivation, followed by vaccination if CD4" and CD8" T cell
counts are within normal range (51). Cessation of treatment could potentially be
considered when levels of CMV- and VZV-specific T cells reach >150 SFU per 10°

PBMC.
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In summary, the present study documents for the first time the simultaneous
reconstitution of functional CMV- and VZV-specific T cell-mediated immune responses
in UCBT recipients over a period of 3 years. The pattern of antiherpetic immune
reconstitution shows that the development of antiviral responses is rapid and efficient in
some subjects, reaching a magnitude observed in adults as early as 2-3 mo post-UCBT.
However, reconstitution of antiviral immune responses is slow in the majority of UCBT
recipients. Our results revealed that reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell
responses can also take place in subjects who do not develop CMV or VZV disease, and
even in pre-transplant seronegative subjects. Both in the case of CMV and VZV,
reconstitution above 150 SFU per 10° PBMC appeared to be protective, as it was
associated with absence of subsequent viral replication and clinical symptoms. IFN-y
ELISPOT is a powerful tool to assess antiviral immune reconstitution in HSCT recipients
and could provide guidance for clinical management of UCBT recipients. The
heterogeneity observed in CMV-specific (81) and VZV-specific T cell responses suggests
that immunological monitoring of antiviral immune responses in HSCT recipients could
yield key information for the adjustment of immunosuppressive regimens and antiviral

prophylaxis.
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3.9 Figure legends

Table 3.1 Clinical characteristics of study subjects. ALL: acute lymphoblastic
leukemia; MDS: myelodysplastic syndrome; AML: acute myeloid leukemia; FHLH:
familial hemophagocytic lymphohistiocytosis; WAS: Wiskott-Aldrich syndrome; UCB:
umbilical cord blood; BM: bone marrow; yr: year; CMV: cytomegalovirus; VZV:

varicella-zoster virus; GvHD: graft-versus-host disease.
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Table 3.2 Association between frequencies of CMV- or VZV-specific cells producing
IFN-y, absolute CD3", CD4*, and CD8" T cell counts, and frequencies of naive CD8"
and CD4" T cells during the first 6 months post-UCBT. Frequencies of cells
producing IFN-y in response to CMV or VZV antigens were determined using IFN-y
ELISpot, as described under Materials and Methods. Absolute cell counts and
frequencies were measured by flow cytometry. Statistical significance was tested using
Spearman’s correlation test. p values <0.05 were considered statistically significant.
CMV: cytomegalovirus; VZV: varicella-zoster virus; IFN-y: interferon-y; ELISpot:

enzyme-linked immunospot assay; UCBT: umbilical cord blood transplantation.

Table 3.3 Comparison between VZV-specific IFN-y and antibody production.
Frequencies of cells producing IFN-y in response to VZV antigens were determined using
IFN-y ELISpot, and antibody responses were measured by ELISA, as described under
Materials and Methods. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 10°® PBMC.
*Denotes subjects who developed zoster during the post-transplant period. VZV:
varicella-zoster virus; IFN-y: interferon-y; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay;
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; IgG: immunoglobulin G; SFU: spot-

forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells.

Figure 3. 1 Reconstitution of CD8" and CD4" T lymphocytes in study subjects. A.
Absolute counts of CD4" and CD8" T cells over the post-transplant period were measured
by flow cytometry as described under Materials and Methods. Normal values (hatched

lines) were set at 500 cells per mm? for CD4" T cells and 250 cells per mm® for CD8" T
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cells (51). The frequency of thymic naive T cells among CD4" T cells (CD45RA"
CD317/CD4") (46) over the post-transplant period was determined by flow cytometry. C.
The frequency of naive T cells among CD8" T cells (CD45RA™ CCR7/CD8") (45) over

the post-transplant period was determined by flow cytometry.

Figure 3.2 Reconstitution of CMV-specific T cells over the post-transplant period. A.
Frequencies of cells producing IFN-y in response to CMV antigens were measured using
IFN-y ELISPOT, as described under Materials and Methods. Data are expressed as SFU
per 10° PBMC. ELISPOT positivity was defined as >50 SFU per 10° PBMC. Error bars
represent median and interquartile range. B. Kaplan-Meier analysis of the frequencies of
study subject exhibiting detectable CMV-specific T cell responses in terms of IFN-y
production. ELISPOT positivity was defined as >50 SFU per 10° PBMC. C.
Representative ELISPOT wells. CMV: cytomegalovirus; IFN-y: interferon-y; ELISPOT:
enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood

mononuclear cells; DMSO: dimethylsulfoxide.

Figure 3.3 Reconstitution of CMV-specific T cell responses in recipient of umbilical
cord blood transplantation. A. Reconstitution of total CD3" T cells and CMV-specific
T cell responses in terms of IFN-y production in 3 subjects with pre-transplantation CMV
seropositivity. B. Reconstitution of total CD3™ T cells and CMV-specific T cell responses
in terms of IFN-y production in 4 subjects who were pre-transplant CMV-seronegative.
CD3" T cell counts (closed bars) were measured by flow cytometry and frequencies of

cells producing IFN-y in response to CMV antigens (open bars) were measured using
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IFN-y ELISPOT and expressed as SFU per 10° PBMC, as described under Materials and
Methods. Horizontal arrows represent the periods of time during which patients
experienced episodes of positive CMV DNAemia (tested using real-time PCR) and were
treated with ganciclovir. CMV: cytomegalovirus; IFN-y: interferon-y; ELISPOT:
enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood

mononuclear cells; PCR: polymerase chain reaction; nd: not determined.

Figure 3.4 CMV-specific T cell responses in HLA-A2" subjects. Analysis of CMV-
specific CD8" T cell responses was performed HLA-A2-pp65195503 peptide-MHC
tetramers and flow cytometry, as described under Materials and Methods (42,47). A.
Representative dot plots of patients who exhibited both detectable CMV-specific [FN-y
production and CMV DNAemia. B. Representative dot plots of patients who exhibited
CMV-specitfic IFN-y production in absence of CMV DNAemia. C. Representative dot
plots of patients who neither exhibited CMV-specific IFN-y production nor CMV
DNAemia. D. Representative dot plots of healthy controls (left panel: CMV-negative;
right panel: CMV-positive). Tetramer staining were performed on microcultures of
PBMC after 7-9 days of PHA stimulation in the presence of IL-2, IL-7 and feeder cells,
except for healthy controls, in which case tetramer staining was performed on un-
manipulated PBMC. CMV: cytomegalovirus; IFN-y: interferon-y; MHC: major
histocompatibility complex; HLA: human leukocyte antigen; PBMC: peripheral blood

mononuclear cells.
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Figure 3.5 Reconstitution of VZV-specific T cells over the post-transplant period. A.
Frequencies of cells producing IFN-y in response to VZV antigens were measured using
IFN-y ELISPOT, as described under Materials and Methods. Data are expressed as SFU
per 10° PBMC. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 10° PBMC. Error bars
represent median and interquartile range. B. Kaplan-Meier analysis of the frequencies of
study subject exhibiting detectable VZV-specific T cell responses in terms of IFN-y
production. ELISPOT positivity was defined as >50 SFU per 10° PBMC. C.
Representative ELISpot wells. VZV: varicella-zoster virus; IFN-y: interferon-y;
ELISPOT: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC:

peripheral blood mononuclear cells; DMSO: dimethylsulfoxide.

Figure 3.6 Reconstitution of VZV-specific T cell responses in recipient of umbilical
cord blood transplantation. A. Reconstitution of total CD3" T cells and VZV-specific T
cell responses in terms of IFN-y production in 5 subjects who experienced herpes zoster
during the post-transplantation period. B. Reconstitution of total CD3" T cells and VZV-
specific T cell responses in terms of IFN-y production in 4 subjects who did not
experience herpes zoster during the post-transplantation period. CD3" T cell counts
(closed bars) were measured by flow cytometry and frequencies of cells producing IFN-y
in response to VZV antigens (open bars) were measured using [FN-y ELISPOT and
expressed as SFU per 10° PBMC, as described under Materials and Methods. Horizontal
arrows represent periods of time during which subjects were treated with famciclovir

prophylaxis. Vertical arrows indicate episodes of herpes zoster. VZV: varicella-zoster
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virus; IFN-y: interferon-y, ELISPOT: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-

forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; nd: not determined.

Tableau 3 1 Clinical characteristics of study subjects

n % Patient reference ID
number

Gender XX 11 393 1,5,7,8,11,12,20,21,22,23,25
XY 17 60.7 2,3,4,69,10,13,14,15,16,17,
18,19,24,26,27,30
Hematologic = ALL 12 429 1,3,8,10,13,14,15,17,18,23,
malignancies 27,30
MDS 8 28.6 5,6,7,9,12,21,22,24
AML 4 14.3 2,4,20,25
Others FHLH 1 3.6 11
Farber disecase 1 3.6 16
Hurler syndrome 1 3.6 19
WAS 1 3.6 26
UCB graft 1 UCB unit 26 929 All but 19,24
2 UCB units 2 7.1 19,24
HLA 0 8 28.6 1,4,5,6,12,14,23,25
disparity 1 11 393 2,3,8,10,11,16,19,20,21,27,
30
2 9 32.1 7,9,13,15,17,18,22,24,26
Prophylaxis 1 yr famciclovir 9 32.1 14,15,17,18,20,22,23,25,27
Outcome Death 9 32.1 1,2,7,8,12,14,19,23,30
CMV DNAemia 4 14.3 7,9,12,26
Zoster (VZV) 5 17.9 2,5,13,15,17
Other herpetic complications 9 32.1 9,10,11,12,13,15,21,25,27
Leukemic relapse 9 37.5 1,2,8,12,14,20,22,23,30
Acute GvHD 4 14.3 17,18,22,24
Chronic GvHD 1 3.6 21
Graft failure 3 10.7 1,6,19

145



Tableau 3. 2 Association between frequencies of CMV- or VZV-specific cells producing
IFN-% absolute CD3+, CD4+, and CD8+ T cell counts, and frequencies of naive CD8+
and CD4+ T cells during the first 6 months post-UCBT

Absolute Absolute Absolute Naive CD4* Naive CD8"
CD3* CDh4* CD8*

CMV p=10.0471 p=10.0419 p=0.0364 p=04737 p=0.0152
r=10.3059 r=10.3210 r=10.3381 r=04171
(n=15) (n=15) (n=15) (n=8) (n=14)

VZV p=10.0398 p=10.0169 p=10.0335 p=0.1447 p=0.0132
r=10.3369 r=0.4095 r=10.3576 r=0.4432
(n=15) (n=15) (n=15) (n=7) (n=13)

Tableau 3. 3 Comparison between VZV-specific IFN-y and antibody production

Positive IFN-y

Positive 1gG

P13*

P15*

P16

P17*

P18

P26

P27

12-36 months
36 months
Negative
6-36 months
3-18 months
Negative

negative

12-36 months
24-36 months
Negative
12-36 months
Negative
Negative

21-36 months

146



Figure 3. 1 Reconstitution of CD8+ and CD4+ T lymphocytes in study subjects
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Figure 3. 3 Reconstitution of CMV-specific T cell responses in recipient of umbilical
cord blood transplantation

Merindol et al. Figure 3
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Figure 3. 4 CMV-specific T cell responses in HLA-A2" subjects

Merindol et al. Figure 4
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Figure 3. 5 Reconstitution of VZV-specific T cells over the post-transplant period
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Chapitre 4 Troisiéme article
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4.1 Mise en contexte et contribution au troisiéme article

Nous avons démontré que des réponses antivirales spécifiques au CMV et au VZV
pouvaient se développer pendant les 100 premiers jours suivant la TSCO et que des
réponses des réponses protectrices en termes de réactivation virale et de développement
de la maladie ont ét¢ développées chez 10-15% des patients a 6 mois post-TSCO.
L’émergence progressive de réponses antivirales renseigne sur la restauration du potentiel
fonctionnel des lymphocytes T chez la majorité des patients a 12 mois post-TSCO, qui
s’accompagne d’une augmentation de la fréquence des lymphocytes T naifs. Notre étude
a également révélé une réponse suite a une stimulation antigénique chez seulement moins
de 5 % des patients. Cette faible fréquence pourrait refléter un dysfonstionnement des
lymphocytes T du SCO dans un contexte de lymphopénie profonde qui régne tot suivant
la transplantation. Dans ce troisiéme article, en accord avec Dr Soudeyns, j’ai émis
I’hypothése de 1’expression concomitante de récepteurs inhibiteurs associés a
I’épuisement clonal I’épuisement par les lymphocytes T du SCO. J’ai par ailleurs
caractérisé la cinétique de leur expression pendant la période de suivi post-grefte de SCO
et de MO. J’ai également évalué I'impact de leur expression sur les capacités

prolifératives et les fonctions effectrices des lymphocytes T.

Ma contribution a I’article est évaluée a 80% et consiste en la réalisation de toutes les
expériences (toutes les figures), ’analyse des résultats, la collecte des données cliniques
(Tableau 4.1), I’écriture de ’article, lequel a été révisé par mon directeur de recherche.
Des modifications majeures ont été apportées en tenant compte des commentaires donnés

par les réviseurs lors de la soumission au Biology of Blood and Marrow Transplantation.
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PD-1 expression is associated with CD8" T cell dysfunction and clinical outcomes in

pediatric recipients of hematopoietic stem cell transplantation.

Insaf Salem Fourati,' Catherine Gravel,!** Natacha Merindol,!*>’ Martine Caty,’

2

Samira Mezziani,"”> Armelle Le Campion,'*> Michel Duval,>*** and Hugo

Soudeyns!-*>6

'Unité d’immunopathologie virale, *Service d’hémato-oncologie, *Groupe de recherche
en transplantation et immunologie du sang de cordon (GRETISC), and “Laboratoire
d’immunologie du sang de cordon, Centre de cancérologie Charles-Bruneau, CHU
Sainte-Justine, Montreal, QC H3T 1C5, Canada; °Departments of Microbiology &
Immunology, ‘Pediatrics, Faculty of Medicine, Université de Montréal, Montreal, QC
H3C 3J7, Canada; 8Héma-Québec, St-Laurent, QC H4R 2W7, Canada; "Laboratoire de
rétrovirologie, Department of Medical Biology, Université du Québec a Trois-Rivieres,

Trois-Riviéres, QC, G9A 5H7, Canada.

KEY POINTS
1. High frequencies of CD8" T cells expressing combinations of inhibitory receptors are

observed after umbilical cord blood transplantation.

2. This was not observed following bone marrow transplantation and was not related to

transplantation-associated clinical complications.

153



4.2 Abstract

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is used to treat hematologic and
neoplastic disorders in children. It was previously shown that high frequencies of CD8" T
cells expressed the PD-1 exhaustion marker during the early phases of immune
reconstitution in pediatric UCBT recipients and that higher frequencies of PD-17 T cells
were associated with leukemic relapse. Here, the expression of additional inhibitory
receptors known to be associated with CD8" T cell exhaustion, including CTLA-4, 2B4,
TIM-3, BTLA and LAG-3, was examined ex vivo using flow cytometry in pediatric
patients who underwent UCBT (n=24) or BMT (n=17) over a 24-months follow-up
period. All inhibitory receptors tested were expressed at very low levels in UCB graft
inoculums. However, a transient increase in the frequency of CD8" T cells that expressed
PD-1 was observed during the first 100 days post-UCBT. This was barely observed for
expression 2B4, BTLA, or LAG-3, or co-expression of multiple inhibitory receptors. In
addition, proliferation of CD8" T cells expressing PD-1 was reduced as compared to
control cells following stimulation. The phenotypically exhausted T cells, exhibited a
reduced cytokine production. These results indicate that expression of exhaustion
markers by CD8" T cells in UCBT and BMT recipients during the early post-transplant

period modulates the activity of these cells, leading to functional impairment.

154



4.3 Introduction

Initially recognized in chronic viral infections, first in mice and then in humans,'* clonal
exhaustion is characterized by an ordered, progressive loss of function of T lymphocytes
that includes: (i) reduced proliferative capacity; (ii) reduced or absent production of IL-2
and IFN-y; (ii1) loss of the capacity to degranulate and/or kill target cells; and (iv)
physical disappearance per se of exhausted T cell clones.® Driven in part by high levels of

cognate antigen,'*¢

, clonal exhaustion is thought to contribute to the pathogenesis of
HIV-AIDS,”!? hepatitis B,!' hepatitis C,'*'* and cancer.>!® T cells undergoing clonal
exhaustion exhibit particular cell surface phenotypes, including expression of inhibitory
receptors. These regulate various cellular functions (activation, proliferation, cell cycle
progression) and exert an active control over the process of clonal exhaustion.® Of
particular relevance are PD-1 (programmed death 1; CD279),!?! CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte-associated protein 4; CD152),’>?* LAG-3 (lymphocyte activation gene 3;
CD223),2*26 TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule
3),273% 2B4 (natural killer cell receptor 2B4; CD244)73!'2? and BTLA (B and T
lymphocyte attenuator; CD272),°>37 though other inhibitory receptors (e.g. CD160,
CD200R) are known to participate in exhaustion to varying degrees.>® Combinations of
inhibitory receptors are commonly co-expressed by cells undergoing exhaustion, leading

to more severe functional defects.?!3:3%43

Studies in mice and humans showed that antigen persistence, expression of inhibitory
receptors (« intrinsic mechanisms »), production of immunosuppressive cytokines («
extrinsic mechanisms »), lack of help from CD4" T cells and/or disruption of lymphoid

structures are required for the transition to an exhausted phenotype.*** Since all of these
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factors are known to be present in the setting of hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT), whether T cells are pushed towards exhaustion under these conditions should be
comprehensively examined. Little is known on inhibitory receptor expression and
repertoire early after HSCT and on how these affect T cell proliferation and cytokine
production. We and others have provided evidence of high frequencies of CD8" T cells
expressing PD-1 during the first months following umbilical cord blood (UCB)
transplantation (UCBT) or allogeneic HSCT, and that these high levels of PD-1
expression were strongly associated with leukemic relapse.***” Here, phenotypic and
functional characterization, including measurement of expression of PD-1, 2B4, BTLA,
LAG-3, TIM-3, and CTLA-4, was performed on CD8" T cells from the peripheral blood
of pediatric patients who received allogenic HSCT as part of the treatment of malignant
or non-malignant blood disorders. Potential associations between inhibitory receptor
expression and post-transplant complications (i.e. opportunistic infections [OI]; graft-
versus-host disease [GVHDY]; graft failure; leukemic relapse) were examined. We report
that PD-1 expression by CD8" T lymphocytes was associated with a significantly lower
capacity of these cells to proliferate and to produce cytokines following polyclonal

activation, compatible with the presence of a significant degree of functional impairment.

4.4 Patients, materials, and methods

Study subjects. This study was conducted according to the regulatory standards
described in the Helsinki Declaration of 1975 (revised in 2000), and approved by the

Institutional Review Board of Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Sainte-Justine,
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Montreal, Quebec, Canada. Full informed consent was obtained from all study
participants, their parents and/or legal guardians. Clinical characteristics of study subjects
are summarized in Table 1. Forty one pediatric subjects who underwent single umbilical
cord blood (UCB) transplantation (UCBT; n = 20), double unrelated UCBT (n = 4), or
bone marrow (BM) transplantation (BMT; n = 17) were enrolled at CHU Sainte-Justine
between 2009 and 2015. Median age at transplantation was 9 years (range = 0.6 - 17.4
years). Grafts were not in vitro T cell depleted. All UCB units were required to show 4/6
or greater allele-level matches (HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI1) with the patient and with
each other in the case of double UCBT. For BMT, a match of 9/10 or greater was
required (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQ). HSCT recipients received
either myeloablative or reduced intensity conditioning regimens. GvHD prophylaxis
consisted of cyclosporin A (CsA) and anti-thymocyte globulin (ATG; Thymoglobulin,
Genzyme, Cambridge, MA). UCB and venous blood samples (2-10 ml) were obtained
from graft inoculums and transplanted subjects at 2, 3, 6, 9, 12, 18 and 24 months after
UCBT or BMT. UCB mononuclear cells (UCBMC) and peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated on Ficoll-Hypaque gradients (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) and cryopreserved in 90% FBS (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
supplemented with 10% DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Graft failure was
defined on the basis of donor chimerism (<5%) and the absolute neutrophil count (<0.5 x
10° cells/l at 3 or more consecutive time points). Acute and chronic graft-versus-host
disease (GvHD) were diagnosed based on clinical observations in patients with sustained

t.48

engraftment.”® Leukemic relapse was defined on the basis of presence of more than 5%

blasts in the BM or the presence of leukemic cell at another anatomic site.*> Subjects who
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experienced graft failure or leukemic relapse were withdrawn from the study, and data

were censored at the time of the event.

T cell immunophenotyping. Phenotypic analysis of CD8" T was performed using
cryopreserved UCBMC and PBMC without prior culturing. Cells were thawed in RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) supplemented with 20% FBS and benzonase nuclease (25 U/ml;
Novagen, Madison, WI). Except where mentioned, all antibodies were purchased from
BD Biosciences (San Diego, CA). Cells were stained using Alexa Fluor-700 conjugated
anti-CD3 (UCHT1), Horizon-V450 (RPA-TS8) or APC-H7 (SK1) conjugated anti-CDS,
PerCP Cy5.5 conjugated anti-PD-1 (EH1 2.1), PE conjugated anti-BTLA (Biolegend,
Burlington, ON, Canada; MIH26), FITC conjugated anti-2B4 (2-69), APC conjugated
anti-LAG-3 (R&D systems, Minneapolis, MN), APC conjugated anti-TIM-3 (F38-2E2),
PE conjugated anti-CTLA-4 (BNI3), PE-Cy7-conjugated anti-CCR7 (clone 3D12), and
Horizon V450-conjugated anti-CD45RA (clone HI100). Antibodies were added and cells
were incubated for 30 min at 4°C. Lymphocytes were gated according to forward and
side scatter. Compensations were performed using single fluorochromes and logical gates
were set using isotype control and fluorescence minus one (FMO) stainings. Events were
sequentially gated on CD8" and CD3™ T cells (Figure 1A). Acquisition was performed on
a BD LSR II flow cytometer using the BD FACSDiva software package (BD Biosciences,
San Jose, CA). Analysis was completed using FACSDiva and FlowJo (TreeStar, Ashland,

OR).
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Intracellular cytokine staining and degranulation assay. For assessment of cytokine
production and degranulation, 1 x 10° PBMC were stimulated with 0.2 ug/ml of human
T-Activator CD3/CD28 Dynabeads (Life Technologies, Burlington, ON, Canada) and
incubated for 1 hour before addition of a mixture of brefeldin A and monensin
(eBioscience, San Diego, CA). Cells were incubated for 5 hours at 37°C under a 5% CO2
atmosphere, were stained for CD3, CD8 and PD-1, and were fixed and permeabilized
with Cytofix/Cytoperm reagents (BD Biosciences). Cells were stained using Alexa Fluor
700-conjugated anti-IFN-y (B17), APC-conjugated anti-IL-2 (MQ1-17H12), and PE-
conjugated anti-TNF-a (eBioscience; MAb11) overnight at 4°C, and were then washed
twice in Perm/Wash buffer (BD Biosciences). Background frequencies measured in the
absence of stimulation were subtracted from each subpopulation. FITC-conjugated anti-
human CD107a (H4A3) was added at the beginning of the stimulation. Analysis was
completed using FACSDiva and FlowJo. Data on multifunctionality were also analyzed
using SPICE version 5.3 (Vaccine Research Center, National Institute of Allergy and

Infectious Diseases, NIH, Bethesda, MD).>°

Proliferation assays. To assess T cell proliferative capacity, 10 x 10° cells/ml were
stained with 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE, eBioscience) at
a final concentration of 4 uM for 8 min at room temperature. After quenching and
washing, cells were incubated for 5 days in presence of 0.2 pg/ml Human T-Activator
CD3/CD28 Dynabeads. Expression of inhibitory receptors was then analyzed in CD8" T
cells that had diluted the CFSE using flow cytometry. The CFSE dilution factor (f) was
estimated as the ratio of the CFSE mean fluorescence intensity (MFI) in non-divided cells

(cycle 0) over the CFSE MFI of the entire CFSE" subset. Because intracellular amounts
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of CFSE are halved during each cell cycle, the average number of cell cycles (A) was

calculated using the formula: A = log(f).%!

Statistical analysis. Data were presented as median and interquartile range (IQR). The
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test were used to assess the
statistical significance of differences between continuous variables. Correlations between
variables were tested using the Spearman rank correlation test. p values < 0.05 were
considered statistically significant. All analyses were performed using GraphPad Prism 4

(GraphPad Software, San Diego, CA).

4.5 RESULTS

Expression patterns of inhibitory receptors by CD8" T cells following HSCT.

The expression patterns of 6 inhibitory receptors associated with CD8" T cell exhaustion
was analyzed in a group of pediatric HSCT recipients (n = 41) during the post-
transplantation period (Table I). In all cases, frequencies of cells expressing inhibitory
receptors within the CD8*CD3™ T cell subset were very low in UCB grafts, with 6.40%
of CD8'CD3" T cells expressing PD-1 (IQR = 4.10 - 12.9), 5.25% expressing 2B4 (IQR
=2.25 - 8.70), 0.50% expressing BTLA (range = 0.50 - 1.50), 7.70% expressing LAG-3
(range = 5.00 - 8.10) (Figure 1B, 1C, 1D, 1E), 0.25% expressing TIM-3 (range = 0.00 -
0.50), and 0.40% expressing CTLA-4 (range = 0.10 - 1.90) (Supplemental Figure 1A,
IB). During the first 3 months post-HSCT, a statistically significant increase in the
frequency of cells expressing PD-1 within the CD8"CD3" T cell subset was consistently
observed (p < 0.0001) (Figure 1B). In the case of 2B4, BTLA, and LAG-3, a transient

increase in expression was likewise noted but it did not reach statistical significance (p =

160



0.22, p = 0.31, and p = 0.51 respectively for 2B4, BTLA, and LAG-3) (Figure 1C, 1D,
1E). In contrast, increased expression of TIM-3 and CTLA-4 was not observed
(Supplemental Figure 1C, 1D). Based on these results, subsequent analyses were
primarily focused on PD-1 expression. At 3 months post-HSCT, PD-1 was expressed by
a sizable proportion of CD8'CD3" T cells (median = 42.7%, IQR = 29.7 - 65.1).
However, statistically significant differences in inhibitory receptor expression in terms of
mean fluorescence intensity (MFI) were not observed during the follow-up period (p >
0.05) (Supplemental Figure 2A, 2B, 2C, 2D). An important parameter known to influence
the fate of CD8" T cells is the persistent co-expression of multiple inhibitory
receptors.>**-4332 In the present study, co-expression of PD-1 and 2B4, PD-1 and BTLA,
and PD-1 and LAG-3 was observed in CD8'CD3" T cells from HSCT recipients
(Supplemental Figure 1A, 1B, 1C). In addition, transient increases in the frequencies of
these cells were seen in the early post-transplant period, although observed increases did
not meet the statistical significance threshold (Supplemental Figure 2). When aggregating
patient data over the entire study period, expression of PD-1 in CD8'CD3" T cells was
inversely correlated with CD8" T-cell counts (P = 0.057, r = 0.3936), which highlights
the association between lymphopenia and CD8" T cell dysfunction in the first months
after HSCT (Figure 1F). Three months after HSCT, the frequency of PD-17 cells in the
CD8'CD3" subset was higher in recipients of UCBT than BMT, higher in recipients of
unrelated as compared to related HSCT, and higher in patients who did not experience
acute GVHD, but none of these differences reached statistical significance (Figure 1G).
Reinforcing previous findings,***’ the frequency of PD-1" cells in the CD8'CD3" gate

was also higher in patients who experienced opportunistic viral infections during the first
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3 months post-transplant, as compared with those who did not (p = 0.05), and in patients

who experienced leukemic relapse (p = 0.05).
PD1 is preferentially expressed on Tgy cells in the first 100 days post-transplantation.

Cell surface expression of CD45RA and CCR7 was analyzed in CD3"CD8" T cells
during the post-transplantation period, allowing the stratification of CD8 T cells into: 1)
naive (Tn; CD45RA'CCRT7Y); 2) central memory (Tcm; CD45RACCR7Y); 3) effector
memory (Tem; CD45RACCR77), and 4) terminally differentiated effectors (effector
memory RA; Temra; CD45RA'CCR7") (Figure 2A). Low frequencies of Tn cells
(median = 2.8%, IQR = 2.1 — 6.7) and high frequencies of Tem and Temra (median =
32.2%, IQR = 22.4 — 48.5) and median = 17.7%, IQR = 6,7 — 39.7, respectively) were
observed during the first 100 days post-transplantation (Figure 2B). The peak frequency
of PD-1 expression was observed in Tem cells (median = 7.6%, IQR = 1,92 — 16.99),
significantly higher than what was observed in Tn cells (median = 1.7%, IQR = 0.63 —
4.61) (p < 0.0001, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test) (Figure
2B). Differences in the maturational state were also observed between PD-1" and PD-1"
subsets of CD3"CDS8" T cells. As shown in Figure 2B and 2C, CD8" T cells expressing
PD-1 were retained in the Tem subset as compared to PD-1" cells, which differentiated
into Temra (35.3% for PD-1" cells versus 4.48 % for PD-17 cells; p > 0.05 ). Our results
therefore indicate that differentiation of the circulating T cell compartment along the
naive-effector-memory pathway is skewed towards an increased proportion of
phenotypically exhausted CD8" T lymphocytes during the first 100 days following HSCT.
Finally, no significant difference was observed between the frequency of PD-1-

expressing cells in the Tewm subset following UCBT or BMT (Figure 2E), suggesting that
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the association between PD-1 expression and the skewed maturation of memory CD8"
cells might be attributed to acquired rather that intrinsic properties of UCB-derived T
cells following their placement into a lymphopenic environment, as compared to their
BM-derived counterparts. Moreover, PD-1" cells do not co-express CD69, suggesting

that PD-1 signaling interferes with TCR stimulation.

Impact of inhibitory receptor expression on proliferation of CD8" T cells following

HSCT.

Because expression of inhibitory receptors is a marker of CD8" T cells exhaustion in
chronic viral infection and cancer, the functional relevance of PD-1 expression was
examined during follow-up in pediatric HSCT recipients. To do this, PBMC from study
subjects were stained with CFSE and stimulated for 5 days with CD3/CD28 Dynabeads
(Figure 3A). Frequencies of CD8" T cells that achieved at least one cycle of proliferation
were then compared in terms of PD-1 expression, and numbers of proliferation cycles
were computed. Results showed that the proliferation index of CD8" T lymphocytes was
significantly lower in PD-1" cells as compared to PD-1" cells (p = 0.04) (Figure 3B).
Finally, no statistically significant differences were noted when proliferation indexes
were compared between PD-1" CD8" T cells from UCBT and BMT recipients (p = 0.43)
(Figure 3C). These results indicate that PD-1 expression reduces the proliferative
capacity of CD8" T lymphocytes in pediatric HSCT recipients independent of the source
of the graft inoculum. Similar results were obtained when expression of BTLA, and
LAG-3 was examined using an identical experimental procedure (Figure 3A). Therefore,
the expression of PD-1 and other inhibitory receptors during the post-transplantation

period could be an indicator of reduced functional competence compatible with an
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ongoing T cell exhaustion process.

Expression of PD-1 affects the ability of CD8" T cells to produce cytokines during the

early post-transplantation period.

Sustained expression of PD-1 has been correlated with hierarchical dysfunction of their
proliferative capacity, loss of effector functions, and increased apoptosis.>* Hence, to
ascertain whether expression of PD-1 by CD8" T lymphocytes during the early post-
transplant period leads to functional impairment, we assessed the ability of these cells to
degranulate and to produce IL-2, IFN-y, and TNF-a in response to polyclonal stimulation
with CD3/CD28 Dynabeads (Figure 4A). Much lower frequencies of PD-1" CD8" T cells
produced IFN-y, IL-2, and TNF-o compared to PD-1- CD8" T cells (0.5% versus 3.5%
for IFN-y; 0.12% versus 1.0% for 1L-2; 1.8% versus 6.75% for TNF-o) (Figure 4B). In
addition, a larger frequency of PD-1" CD8" T cells retained the capacity to degranulate as
compared to production of TNF-a, IFN-y, and, lastly, IL-2. In contrast, equivalent
frequencies of PD-1" CD8" T cells were capable of degranulation, IFN-y production and
TNF-a production, while less produced IL-2 (Figure 4B). Monofunctional, bifunctional,
and trifunctional CD8" T cells were observed in both the PD-1" and PD-1" subpopulations,
(Figure 4C). However, the proportions of PD-17 CD8" T cells that expressed 1 function
or 2 functions were lower than those observed in PD-1- cells the first 3 months post-
transplantation (p > 0.05) (Figure 4D). Therefore, PD-1 expression is associated with
impaired degranulation, cytokine production, and polyfunctionality of CD8" T cells

following HSCT.
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4.6 Discussion

Over the last decade, several studies have linked expression of immune checkpoint
molecules to T cell exhaustion both in mouse models and patients in various pathological
conditions. Sustained expression of different inhibitory receptors has been associated not
only with phenotypic changes but also with functional defects of CD8" T cells.>**
Importantly, studies on T cell exhaustion have been largely focused on viral infections
and cancer, and there is a paucity of knowledge regarding inhibitory receptor expression
and its consequences following HSCT. The aim of the present study was to identify
exhaustion biomarkers or combinations thereof that are expressed by CD8" T cells during
the post-transplant period and could predispose patients to develop clinical complications.
Several original observations were reported that shed new light on the T cell exhaustion
process following HSCT. (1) All inhibitory receptors tested were expressed at very low
levels in graft inoculums, although we did not have consistent access to these samples in
the case of the BMT procedures. (2) A transient increase in the frequency of CD8" T cells
that expressed PD-1 was observed during the first 100 days post-HSCT. Although similar
kinetics of expression were also observed in the case of 2B4, BTLA, and LAG-3, these
variations were not statistically significant. (3) The frequencies of CD8" Tn and TemrA
were lower in the PD-1" subset as compared with PD-1" T cells. The paucity of PD-1" Tn
cells is compatible with the role of PD-1 in T cell activation, hence transition of these
cells out of the naive pool. The comparatively low frequency of PD-1" Temra suggests
that cells are lost at the Tem stage or that there is a blockage in the Tem-Temra transition.
These data are also compatible with a rapid loss of cells once they enter the Temra stage.

Examining antigen-specific CD8" T cell subpopulations instead of total CD8" T cells and
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tracking discrete T cell receptor clonotypes throughout the naive-effector-memory
differentiation process>> could allow us to distinguish between these two possibilities. (4)
PD-1 expression was found to negatively influence the proliferation of CD8" T cells. In
addition, PD-1" cells in the CD3*CD8" gate produced low levels of IL-2, TNF-o and
IFN-y, as compared with PD-1" cells. The polyfunctionality of PD-1" cells was likewise
reduced, with frequencies of monofunctional and bifunctional cells being significantly
lower than those found in their PD-1" counterparts. These observations and measurements
are fully consistent with these cells having entered the clonal exhaustion process. (5)
High frequency of CD8" cells expressing PD-1 was not associated with the incidence of
acute GVHD, a major, often hard to treat complication of HSCT. However, high
frequencies of PD-1 expression in CD8" T cells was associated with the occurrence of
opportunistic viral infections and leukemic relapse in the post-HSCT period. Taken
together, these results suggest that expression of PD-1 and possibly other inhibitory
receptors and combinations thereof leads to functional impairment of CD8" T cells in
pediatric HSCT recipients. In turn, this functional impairment, which involves key
functions of CD8" T cells such as secretion of effector cytokines and degranulation,
compromises virus-specific and antitumoral cell-mediated immunity in these patients,

leading to adverse clinical outcomes.

There are several limitations to the present study. First of all, we were only able to
examine a small group of subjects (n = 41), even though this is arguably a sizable number
when compared to other recent studies in the field.*” Second, BMT and UCBT recipients
were grouped together in the analysis, while it is well-established that BM and UCB are

intrinsically different as sources of HSC, and that the two procedures exhibit different
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characteristics in terms of engraftment, immune reconstitution, and post-transplant
complications, including opportunistic infections, graft rejection, and GVHD.>® In
addition, there was significant heterogeneity between subjects in terms of underlying
medical conditions, conditioning (myeloablative vs non-myeloablative; administration of
ATG), GVHD prophylaxis, HLA disparity, and post-transplantation complications and
outcomes. Additional studies will be required to sort out the effects associated with these
potential confounders. Third, the study was conducted using bulk PBMC and explored
the entire CD3"CDS8" T cell subset rather than examining antigen-specific subpopulations.
Fourth, while we were able to assess expression frequencies of six different inhibitory
receptors that are arguably capable of mediating important biologic functions, other
molecules of interest could not be examined, including CD160, CD200R,*® VISTA,>’

TIGIT,*® and CD112R.%

In summary, the present study provides for the first time a detailed documentation on the
expression patterns of major inhibitory receptors by CD8" T cells following HSCT. A
more thorough understanding of the involvement of these molecules in T cell dysfunction
following HSCT may provide a rationale for blocking multiple inhibitory receptors with
the aim of improving T cell-mediated immune responses, particularly those directed
against viruses and tumors, while avoiding graft rejection and/or induction of GVHD.
Many components of the post-HSCT microenvironment in the host would also merit

examination, including the role additional soluble factors (IL-10, TGF- B ) and regulatory

T cells. Finally, identifying the basis of the differences in behavior between UCB-derived
and BMT-derived CD8" T cells in the post-transplant period could lead to a better

understanding of T cell development and immune reconstitution in humans.
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4.8 Figure legends

Table 4.1 Clinical characteristics of study subjects. AML: Acute myeloid leukemia;

ALL: Acute lymphoblastic leukemia; MDS: Myelodysplastic syndrome; WAS: Wiskott-

Aldrich syndrome; UCB: Umbilical cord blood; GvHD: Graft versus host disease; CGD:

Chronic granulomatous disease; AAS: Acute aortic syndrome; SCD: Sickle Cell Disease;

ATG: Anti-thymocyte globulin
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Figure 4.1 Expression pattern of single inhibitory receptors by CD8*CD3" T cells in
pediatric recipients of HSCT. A. Flow cytometric analysis was performed as described
under Materials and Methods. A. The lymphocyte gate was set based on forward (FSC)
and side scatter (SSC). CD8" cells were selected to exclude CD8 natural killer (NK)
cells. CD8" CD3" cells were retained for analysis. Gates for cells expressing PD-1, 2B4,
BTLA and LAG-3 were set using fluorescence minus one (FMO) stainings and isotype
control. Shown are results obtained with a single representative study subject.
Frequencies of CD8"CD3" T cells expressing PD-1 (B), 2B4 (C), BTLA (D), LAG-3 (E)
were measured ex vivo over 24 months of follow-up post-HSCT, as described under
Materials and Methods. Statistical significance of differences between frequencies was
tested using the Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple comparisons test. p values <
0.05 were considered statistically significant. n: number of subjects. G: graft inoculum.
HC: healthy control subjects. F. Absolute CD8" T cell counts and frequencies of PD-1 in
CD8'CD3" T cells expressing were measured ex vivo using flow cytometry over 24
months of follow-up post-UCBT. Statistical significance was tested using Spearman’s
correlation test. p values < 0.05 were considered statistically significant. G. Clinical
outcomes were recorded in pediatric HSCT recipients over 3 months of follow-up relative
to the time of transplantation, including graft-versus-host disease, viral infections, and

leukemic relapse.

Figure 4.2 PD-1 is preferentially expressed on Tgm CD8" T cells in pediatric
recipients of HSCT during the first 100 days after transplantation. A. Flow

cytometric analysis was performed as described under Materials and Methods. Gates
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were set using fluorescence minus one (FMO) stainings. Shown are results obtained with
a single representative study subject during the first 100 days after transplantation. HSCT
recipients had an increased frequency of Tem cells (B) and expression of PD-1 was
highest on Tem subset and was lowest on Tn cells and Tem at 100 days post-HSCT
(Combined data of 10 patients) (B, C). Boxes represent the median and interquartile
range (IQR). (D) CD8" T lymphocytes expressing PD-1 do not co-express CD69. p
values < 0.05 were considered statistically significant. Pie charts represent frequencies of
PD-1* and PD-1" cells on naive, CM, EM and EMRA CD8" CD3" T cells measured ex

vivo in HSCT recipients

Figure 4.3 Expression of PD-1 affects the proliferative capacity of CD8" T cells
following HSCT. Measurement of PD-1 expression by flow cytometry, in vitro
stimulation with anti-CD3/CD28 beads, and 5,6-carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFSE) staining were performed as described under Materials and
Methods. (A) Typical density plots showing proliferation of CD8'CD3" T cells from
UCBT recipients (top panels) or BMT recipients (bottom panels) expressing PD-1.
Proliferation of cells from HSCT recipients was expressed as the relative frequency of
CFSE™™ cells that expressed (+) or not (-) PD-1. Colored bars are proportional to the
frequency of CFSE-positive cells having undergone discrete numbers of proliferation
cycles. Numbers in parentheses represent time post-transplantation. (B, C) Comparison of

proliferation index of PD-1" and PD-1" cells following UBCT and BMT.
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Figure 4.4 Expression of PD-1 impaired cytokine production of CD8" T cell

following HSCT

(A) Representative density plots of IFN-y, IL-2, and TNF-0. and CD107a gated on PD-1"
and PD-1- CD8" T cells. Intracellular staining for IFN-y, IL-2, and TNF-o was performed
on PBMC from HSCT recipients, during the first 100 days following transplantation,
after stimulation with anti-CD3/anti-CD28 dynabeads. Background frequencies measured
in the absence of cognate peptide were subtracted. (B, C) Frequencies of cells exhibiting
one, two or 3 functions gated on CD3" CD8" cells. (D) Frequencies of cells expressing
IFN-y, IL-2, TNF-a or CD107a gated on CD3" CDS8" cells. Boxes represent the median
and interquartile range (IQR). Whiskers represent the range of values. Statistical
significance of differences between frequencies was tested using the Kruskal-Wallis test
and Dunn’s multiple comparisons test. p values < 0.05 were considered statistically

significant.

Figure 4.5 Supplemental Figure 1 Dual expression of inhibitory receptors and single
expression of CTLA-4 and LAG-3 by CD8"CD3* T cells in pediatric recipients of
umbilical cord blood transplantation (UCBT). Frequencies of CD8" CD3" T cells
expressing inhibitory receptors were measured ex vivo using flow cytometry over 24
months of follow-up post-UCBT, as described under Materials and Methods. A. PD-1
and 2B4. B. PD-1 and BTLA. C. PD-1 and LAG-3. D. Tim-3, E. CTLA-4. Boxes
represent the median and interquartile range (IQR). Whiskers represent the range of
values. Statistical significance of differences between frequencies was tested using the
Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple comparisons test. p values < 0.05 were
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considered statistically significant. n: number of subjects. G: graft inoculum. HC: healthy

control subjects.

Figure 4.6 Supplemental Figure 2 Mean fluorescence intensity of inhibitory
receptors in pediatric recipients of umbilical cord blood transplantation (UCBT).
Expression level of A. PD-1, B. 2B4, C. BTLA and, D. LAG-3 were measured ex vivo
using flow cytometry over 24 months of follow-up post-UCBT, as described under
Materials and Methods. Whiskers represent the range of values. Statistical significance of
differences between frequencies was tested using the Kruskal-Wallis test and Dunn’s
multiple comparisons test. p values < 0.05 were considered statistically significant. n:

number of subjects. G: graft inoculum.
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Tableau 4. 1 Clinical characteristics of study subjects

n % Patients ID
Graft npe BMT 17 41 P17, P18, P19, P20, P21, P22, P23, P24, P25,
P28, P30, P36, P38, P39, P40, P41
Single UCB unt 20 49 P1, P2, P3, P4, P5, P7, P9, P10, P11, P12, P13,
P15, P16, P26, P27, P31, P32, P33, P34, P35,
P37
Double UCB unit 10 P6, P8, P14
Related Graft 18 RS P17, P18, P19, P21, P22, P23, P24, P27, P28,
P29, P32, P38, P39, P40, P41
Unrelated Graft 23 63 P1, P2, P3, P4, PS5, P6, P7, P8, P9, P10, P11,
P12, P13, P14, P15, P16, P20, P25, P26, P30,
P31, P33, P34, P35, P36, P37
Gender XY 21 51 P6. P7. P8. P9, P10, P14, P17, P18, P20, P23,
P24, P25, P27, P28, P29, P30, P32, P33, P37,
P39, P40
XX 20 49 P1. P2, P3, P4, P5. P11, P12, P13, P15 P16,
P19, P21, P22, P26, P31, P34, P35, P36, P38,
P41
Indication AML 8 19 P1, P2, P4, P5, P15, P22, P24, P31, P40
ALL 13 32 P6, P7, P10, P12, P16, P19, P25, P29, P30,
P33, P34, P35
MDS 3 7 P9, P11, P13
Hurler disease k] 7 P3. P14, P15
WAS 1 2 P9
CGD - 10 P17, P18. P20, P23
AAS 2 5 P21, P39
Thalassenuas 1 2 P36
SCD 3 7 P26, P27, P32
Other ndications 3 7 P28, P38, P41
ATG in conditionning Yes 24 58 P1. P2, P3, P4, P5, P11, P12, P13, P15, P16,
P21, P25, P26, P27, P31, P32, P36, P39
No 17 41 P17, P18, P19, P22, P23, P24, P28, P29, P30,
P33, P34, P35, P37, P38, P40, P41
HLA mismatch 0 24 58 P1, P3, P4, P15, P16, P17, P18, P19, P20, P21,
P22, P24, P25, P26, P27, P28, P29, P31, P32,
P36. P38, P39, P40, P41
1 10 22 P2, P7, P8, P10, P11, P12, P14, P23, P30, P34
2 7 25, P5,P9.P33. P37
Ourcome Acute GvHD 16 39 P6, P7, P8, P10, P11, P14, P18, P25, P26, P28,
P30, P34, P35 P41
Chronic GVHD 2 5 P34, P35
Leukemic relapse 5 15 P12, P13, P16, P24, P34
Graft Failure 3 7 P2, P5, P14
Viral infection duning the 15 37 P1, P2, P4, P9, P10, P11, P15, P19, P20, P23,
100 days after HSCT P27, P28, P32, P36, P41
Mortality 3 5 P12, P13, P16

AML: Acute myeloid leukemia; ALL: Acute lymphoblastic leukenuia; MDS: Myelodysplastic syndrome; WAS: Wiskott-
Aldrich syndrome; UCB: Umbailical cord blood: GvHD: Graft versus host disease; CGD: Chronic granulomatous disease;
AAS: Acute aortic syndrome; SCD: Sickle Cell Disease; ATG: Anti-thymocyte globulin
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Figure 4. 1 Expression pattern of single inhibitory receptors by CD8 CD3" T cells in
pediatric recipients of HSCT

Salem Fourati et al. Figure 1
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Figure 4. 2 PD-1 is preferentially expressed on TEM CD8+ T cells in pediatric
recipients of HSCT during the first 100 days after transplantation.
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Figure 4. 3 Expression of PD-1 affects the proliferative capacity of CD8+ T cells

following HSCT

Salem Fourati et al.
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Figure 4. 4 Expression of PD-1 impaired cytokine production of CD8+ T cell following

HSCT
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Figure 4. 5 Supplemental Figure 1 Dual expression of inhibitory receptors and single
expression of CTLA-4 and LAG-3 by CD8+CD3+ T cells in pediatric recipients of
umbilical cord blood transplantation (UCBT)
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Figure 4. 6 Supplemental Figure 2 Mean fluorescence intensity of inhibitory receptors
in pediatric recipients of umbilical cord blood transplantation (UCBT)

Salem Fourati et al. Supplemental figure 2
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Chapitre 5 Discussion
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Acteurs de I'immunité spécifique antivirale et anti-tumorale, les lymphocytes T CD8*
constituent I’arme majeure dont dispose le systéme immunitaire pour maitriser 1’infection
virale et éradiquer les cellules tumorales [403, 404]. La dynamique de reconstitution
fonctionnelle de I’'immunité antivirale spécifique au CMV et au VZV reste mal
caractérisée suite a une TSCO. Le premier chapitre de cette thése décrit le développement
d’un test d’ELISpot IFN-y pour I’évaluation de la reconstitution immunitaire spécifique
au VZV suite a la TSCO et évoque la pertinence d’associer une telle technique a la
s¢lection fine et au suivi rapproché des patients nécessitant une thérapeutique
médicamenteuse antivirale. Le deuxiéme chapitre adresse la question du pouvoir
protecteur des lymphocytes T CD8" provenant du SCO contre les infections virales et le
développement des signes cliniques associées a ces dernieres. Le troisiéme chapitre,
quant a lui, pose la question de 1’épuisement clonal des lymphocytes T CD8" suite a la

transplantation de CSH.

5.1 Pouvoir protecteur des lymphocytes T du SCO contre les infections
au CMV et au VZV

Nos résultats montrent que les trois premiers mois post-transplantation sont marqués par
une profonde lymphopénie, dont témoignent des comptes de cellules CD4" et CD8" trés
bas et une absence totale de lymphocytes T générés de novo CD4" CD31" [122] et CD8*
CD45RA" CCR7" CD27" [31]. Le suivi de la reconstitution de I'immunité spécifique au
CMV et au VZV par ELISpot IFN-y a révélé une réponse suite a une stimulation
antigénique chez seulement moins de 5 % des patients pendant les 100 premiers jours
suivant la TSCO. Cette fréquence augmente considérablement a 6 mois, ou des réponses

protectrices en termes de réactivation virale et de développement de la maladie ont été
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développées chez 10-15% des patients. L’émergence progressive de réponses antivirales
renseigne sur la restauration du potentiel fonctionnel des lymphocytes T chez la majorité
des patients a 12 mois post-TSCO, qui s’accompagne d’une augmentation de la fréquence
des lymphocytes T naifs. Ceci rend compte de I’importance de la reconstitution thymique

pour restaurer, de fagon durable, la diversité et la fonction des populations T.

5.1.1 Immunité antivirale pendant les 100 premiers jours suivant la TSCO: absence
totale, défaut de prolifération, ou fonction altérée?

Les données disponibles dans la littérature nourrissent d’abondantes controverses sur la
question des facteurs de risque spécialement reliés aux infections 8 CMV suite a la TCSH.
Alors que certaines études plaident en faveur d’une plus forte incidence aprés TSCO,
d’autres ne soulévent aucune différence significative comparativement aux autres sources
de CSH [186, 187, 200]. Il est utile de mentionner que les données sur les infections a
CMV et les maladies qui y sont reliées suivant une greffe pédiatrique ont été extrapolées
majoritairement a partir d'études réalisées chez l'adulte, ce qui nous force a nous
demander jusqu’a quel point les interprétations qui en découlent sont comparables. La
nature clinique de ces études ajoute a la difficult¢ d’homogénéisation des variables
confondantes liées au conditionnement pré-greffe, a 1’dge, a la prophylaxie contre la
GVHD et les infections opportunistes, et au degré de disparit¢ HLA. Au vu des nombreux
facteurs confondants, un lien de causalité entre la source de CSH et I’incidence des
infections a CMV est difficile a établir. Toutefois, en dépit des discordances, toutes ces
¢tudes se rejoignent clairement pour identifier le statut sérologique du receveur comme

¢étant le principal facteur prédictif d’une maladie 8 CMV suivant la transplantation. Ceci
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suggere que le SCO, en tant que source de CSH, peut influencer le risque d’infection par
le CMV différemment selon que le receveur provienne d’une population a forte ou a
faible séroprévalence pour le CMV [187, 200], menant ainsi plus facilement au
développement de la maladie malgré la mise en place de stratégies préemptives. Compte
tenu des différences fonctionnelles évidentes distinguant les lymphocytes T du SCO de
leurs homologues provenant des autres sources de CSH [405], on comprend que la
présence de cellules mémoires dans la MO de 1’adulte ou dans le SP soit associée a un
tableau de complications liées au CMV moins séveres comparativement a la TSCO, suite
a laquelle les cellules T naives requicrent plusieurs jours voire une semaine pour se
différencier et monter une réponse antivirale efficace [406]. Dans notre cas, [’absence de
réponse antigéne-spécifique détectée par ELISpot IFN-y chez la majorité des patients
n’exclut pas systématiquement la présence de lymphocytes T spécifiques au CMV et au
VZV. Dans le cas du CMV, ’ELISpot IFN-y a été réalisée en utilisant un mélange de
peptides spécifiques a la pp65 et/ou a I'[E-1, une approche limitée a des groupes
présélectionnés de peptides qui pourrait sous-estimer la taille du compartiment effecteur
[407, 408]. Une caractérisation plus rigoureuse de la reconstitution immunitaire de
réponses antigene-spécifiques se ferait en présentant tous les peptides viraux
potentiellement immunogénes générés par des cellules infectées. Dans notre cas, le faible
nombre de cellules a ét¢ un facteur limitant, que ce soit pour cribler d’autres régions
virales, ou encore relativement a 1’utilisation d’une approche qui impliquerait I’isolement
des APC autologues, leur infection par le virus et leur culture en présence des
lymphocytes T du patient. De plus, certains peptides non-immunodominants peuvent étre

trés importants et parfois suffisants pour induire une réponse T efficace [409]. Une autre
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limite associée a ’ELISpot est reliée a la quantification des cellules secrétant I’IFN-y,

une capacité que I’on sait &tre amoindrie dans le cas du SCO [172].

Nos résultats laissent entrevoir un déficit quantitatif et qualitatif de la réponse
immunitaire & médiation cellulaire t6t aprés une TSCO. Ceci nous a amené a nous poser
les questions suivantes : S’agit-il d’un défaut de prolifération des lymphocytes T
antigéne-spécifiques aprés TSCO? Présentent-ils un déficit fonctionnel ne leur permettant
pas de controler I’infection virale et les manifestations cliniques qui en découlent? Ont-ils

d’autres fonctions?

Récemment, McGoldrick et al. ont démontré que les lymphocytes T CD8" et CD4"
spécifiques au CMV sont présents tot suivant la TSCO, toutefois a de faibles fréquences
[410]. Nos avons également observé un défaut de prolifération des lymphocytes T CD8"
exprimant le récepteur PD-1. Le nombre de cycles de prolifération complétés par ces
cellules au terme des 5 jours de stimulation polyclonale est moins important
comparativement aux cellules qui sont PD-1". L’absence de méthylation du géne Pdcd]
rend peu probable la perte de I’expression de PD-1 pendant la stimulation qui se traduirait
par une inversion du dysfonctionnement de ces cellules. De plus, la fréquence des
cellules exprimant PD-1 ne peut pas étre biaisée dans notre cas, étant donné que suite a
une stimulation, I’expression de PD-1 atteint un pic a 24h avant de regagner son niveau
basal a 5 jours [411]. Dans des expériences futures et afin de saisir plus précisément
I’impact de I’expression de PD-1 sur la capacité proliférative des lymphocytes T CD8, il
faudrait trier les lymphocytes T PD-1" et les stimuler, ce qui permettrait également de
cloner le TCR des populations PD-1" et suivre 1’évolution de leur profil clonotypique

suivant 5 jours en culture.
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De plus, la différenciation terminale, caractérisée par le phénotype EMRA, observée chez
les lymphocytes T issus du SCO suivant la stimulation in vitro, est associée a un défaut
de production d’IL-2 et/ou d’IFN-y [412]. Merindol et al. ont démontré que dans un
contexte de disparit¢é HLA entre le donneur et le receveur, la stimulation antigénique
menait a I’oligoclonalisation, voire méme a la délétion clonale, phénoméne pouvant
expliquer I’absence de la réponse spécifique a I’antigéne pendant les 100 premiers jours
[413]. Nos résultats viennent, d’une part, appuyer ceux publiés par Merindol et al. et,
d’autre part, mettre en relief le biais dans la différenciation des lymphocytes T effecteurs
mémoires (Tem) vers un phénotype Temra avec une nette prédominance de I’expression
de PD-1 par les cellules Tem. Pendant les 3 premiers mois post-TCSH, les cellules Tn et
Tcm diminuent en fréquence au profit des cellules Tem et Temra. Le suivi de la
distribution de I’expression de PD-1 par les différentes sous-populations naives et
mémoires du compartiment CD8" a révélé que les cellules Tn et Tem exprimaient des
niveaux de PD-1 plus bas que les cellules Tem et les Temra. Ceci suggere que ces deux
sous-populations, étant plus engagées dans le processus de différenciation, ont été en
contact plus longtemps avec leur antigéne. De plus, au sein méme de ces deux sous-
populations, nous avons noté une expression préférentielle de PD-1 par les lymphocytes
Tem, alors que ce biais de différenciation n’a pas été observé pour la population PD-1,
qui se différencie en population Temra. Ceci suggere soit une régulation dépendante de
PD-1, qui maintient les cellules a un stade de différenciation plus précoce, soit une
délétion clonale des cellules spécifiques a 1’antigéne exprimant PD-1 ayant atteint un état

d’épuisement sévere et une plus grande susceptibilité a 1’apoptose.
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Comparativement au phénotype EMRA, le phénotype EM se caractérise par une

expression ¢levée d’IFN-y, de perforine et de granzyme B [414, 415].

De surcroit, il ne faut pas perdre de vue le réle non négligeable, et méme parfois
dominant, du compartiment T CD4" dans la réponse antivirale [416, 417]. Ainsi,
I’amoindrissement de la capacité proliférative est d’autant plus aigu que les lymphocytes
T CD4" restent lourdement affectés et reconstituent lentement aussi bien dans leur
diversité que dans leurs fonctions. Dans un environnement lymphopénique, ces cellules
semblent étre moins sensibles aux signaux homéostatiques [418] et n’atteignent des
niveaux normaux qu’apres la reprise de la thymopoiese [419]. De plus, les lymphocytes T
CD4" du SCO sont physiologiquement biaisés vers une polarisation Th2, produisent in
vitro moins d’IFN-y comparativement a leurs homologues du SP et démontrent une
hyperméthylation du promoteur du geéne de I'IFN-y [420]. L’épuisement clonal des
lymphocytes T CD4" [421] peut également expliquer la reconstitution immunitaire
fragilisée chez la majorité de nos patients. Au méme titre que les lymphocytes T CDS8",
les cellules T CD4" expriment PD-1 de fagon stable pendant les 3 premiers mois post-
TSCO (données non montrées). Finalement, il est possible que la mesure de la qualité de
la réponse antigene-spécifique en considérant un seul parametre, bien qu’il soit un
marqueur d’une bonne réponse cytotoxique, ne refléte pas complétement le potentiel
fonctionnel des lymphocytes T, et laisse supposer une sous-estimation de la fréquence du
compartiment effecteur et de son pouvoir protecteur [422]. Etant donné la pertinence tant
clinique qu’immunologique des sous-populations lymphocytaires produisant de 1I’IFN-
v et de I’IL-2 [423, 424], nous avons réalisé¢ un ELISpot double IFN-y-IL-2 (données non

montrées) [425]. Les résultats n’étaient malheureusement pas concluants dans la mesure
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ou la séquestration de I’'IL-2, produite suite a la stimulation, par les anticorps de capture
affecte a la baisse la fréquence des lymphocytes T produisant I’IFN-y comparativement a
I’ELISpot IFN-y [425]. Plusieurs questions restent en suspens: Est-ce qu’on peut
s’attendre a ce que les cellules ne produisant pas I’IFN-y démontrent un pouvoir antiviral ?
Est-il possible d’avoir une reconstitution de populations dotées a la fois d’autres
propriétés antivirales et de pouvoir protecteur [426]. Dans des projets futurs, il serait
intéressant d’étudier le répertoire des populations antigéne-spécifiques CD4" ou CD8"
afin de déterminer leur origine, suivre leur évolution en évaluant leur persistance et la
stabilité des clones détectés, estimer leur diversité et caractériser leur fonction a court,

moyen et long terme suivant la greffe.

5.1.2 Des réponses immunitaires antivirales en absence de signes de présence virale

Des reconstitutions spontanées ont été détectées chez certains patients séronégatifs vis-a-
vis du CMV ou du VZV en absence d’une réplication virale détectable, lesquelles ont été
confirmées, dans le cas du CMV, par un marquage avec un tétrameére CMH de classe 1.
Ce résultat a la fois pertinent et intriguant justifie d’investiguer davantage les mécanismes
potentiels menant a de telles réponses. D’un point de vue clinique, I’infection a CMV
peut se manifester sous une forme localisée au niveau des intestins, limitant ainsi la
détection virale dans le SP par PCR [427]. Etant les premiers a étudier la reconstitution
de I’'immunité antivirale chez les patients CMV-séronégatifs, on ne connait toujours pas
comment et quand ces cellules sont générées, ainsi que les facteurs requis pour leur
production et leur maintien. Il est possible que ’activation des réponses humorales et

cellulaires ne se soit pas faite simultanément, bien que ce mécanisme soit
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vraisemblablement peu probable chez tous les patients. Fait important, dotés d’une
grande flexibilit¢ au niveau de leurs sites de fixation, les TCR démontrent une forte
propension aux réactivités croisées a différents antigénes [428, 429]. Une réaction croisée
fortuite pourrait donc constituer également une explication complémentaire de cette
observation [430]. Par convention, le développement de cellules T mémoires se fait
subséquemment a la rencontre avec 1’antigéne [431]. Toutefois, les cellules T « memory-
like » peuvent étre générées par des mécanismes homéostatiques, en absence de
I’engagement du TCR avec le complexe CMH-peptide [432, 433]. Dans un
environnement lymphopénique, les lymphocytes T CD8" mémoires générées par la LIP
partagent des caractéres phénotypiques et fonctionnels avec les cellules mémoires
conventionnelles, incluant leur capacité a controler efficacement 1’infection [412]. Bien
que la majorité des lymphocytes T CD8" présents dans les trois premiers mois soient en
différenciation terminale [434], il n’en demeure pas moins que, pour les patients qui
développent une immunité antivirale, ces cellules peuvent se différencier en « memory-
like ». Il reste a progresser dans cette voie et caractériser le phénotype des cellules

antigéne-spécifiques.

La question essentielle et majeure est: y a-t-il des cellules souches capables de circuler ou
d'étre mobilisées? L’existence d'une population mémoire a savoir les TSCM (« T stem
cell memory ») [435, 436], pourrait conférer une certaine flexibilité fonctionnelle aux
cellules T. En d'autres termes, lorsque les cellules antigéne-spécifiques les plus
différenciées présentent un dysfonctionnement, on devrait avoir théoriquement davantage
de différenciation des cellules TSCM pour assurer un meilleur contréle de l'infection. Il

serait intéressant de faire un phénotypage plus détaillé CD45RA/CCR7/CD27/CD95 sur
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les cellules spécifiques au CMV et au VZV et également une étude du TCR pour voir si
le contréle de l'infection est la résultante de la différenciation des TSCM en cellules
effectrices ou bien d’une simple inversion du dysfonctionnement des lymphocytes T, ou
des deux. Ceci dit, l'influence des facteurs intrinséques et extrinséques sur ladite
différenciation est trés peu caractérisée. Est-ce que I'environnement post-TSCO supporte
cette différenciation? Est-ce que les TSCM issus des cellules naives du SCO ont les
mémes propriétés phénotypiques et fonctionnelles que celles de 1'adulte? Toutes ces

questions demeurent encore sans réponse.

5.1.3 L’ATG: une question de temps et de dose

L’infection a CMV est d’autant plus fréquente que le déficit immunitaire est profond et
que la reconstitution immunitaire du patient est lente. Le sérum anti-lymphocytaire (anti-
thymocyte globulin; ATG) est administré quasi systématiquement avant la TSCO aux
patients admis au Centre hospitalier universitaire Sainte-Justine dans le but de limiter les
effets déléteres liés a I’alloréactivité. Il s'agit d'un anticorps polyclonal, d'origine équine
ou produit chez le lapin, spécifique aux antigenes des cellules T. De toute évidence, les
¢tudes cliniques plaident en faveur du role aggravant de son utilisation en routine dans le
conditionnement pré-greffe [437, 438]. En effet, sa faible spécificité et sa demi-vie sont
telles qu'elles induisent une profonde déplétion des lymphocytes T et un retard au niveau
de la reconstitution immunitaire, se traduisant par une incidence plus ¢levée d'infections
opportunistes [439-441]. De plus, tel que démontré par 1'é¢tude menée par Admiraal et al.
le temps d'administration et la dose d'ATG influencent le pronostic des patients
pédiatriques receveurs de TSCO [439]. Un autre groupe s'est ¢galement intéressé a cette
question, cette fois-ci chez l'adulte, et a encore une fois mis en relief I'importance
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d'¢loigner l'administration de I'ATG du moment d'infusion des CSH [442]. La
détermination du meilleur schéma d’administration de I’ATG est donc particulierement
importante en raison de I’existence d’une frontiére remarquablement ténue entre la

protection contre les infections opportunistes, la rechute de leucémie, et la survenue de

GvHD.

5.1.4 Monitorage immunitaire pour une meilleure gestion des patients

Si I’utilisation d’agent antiviraux reste jusqu’a aujourd’hui le traitement de référence en
premicre ligne des infections a CMV et a VZV aprés la TCSH, son impact sur la
reconstitution immunitaire a ¢été largement débattu avec des résultats contradictoires dans
la littérature. La prolongation des traitements antiviraux est tout aussi délétére que la
déplétion in vitro des lymphocytes T, en termes de protection immunitaire contre les
infections opportunistes. De plus, la question de la durée idéale de cette prophylaxie reste
sans réponse [443-446]. Les données probantes issues de notre étude pourraient étre
utiles pour guider les cliniciens dans la prise de décisions éclairées en termes de gestion
des infections virales. Le seuil minimal de reconstitution d’une immunité protectrice fixé
dans notre cas a 150 SFU/million de PBMC implique inéluctablement une
reconsidération des protocoles, non personnalisés, mis en place pour la gestion des
infections liées au CMV et au VZV aprés TSCO. L’atteinte de ce seuil permettrait de
s¢lectionner les patients dont I’immunité reconstituée est suffisamment efficace pour
assurer leur protection en absence de développement de signes cliniques. Il sera
important de confirmer avec un plus grand nombre de patients dans des projets futurs la
validité de ce seuil. Particulié¢rement dans le cas du CMV, le monitorage immunitaire

demeure une priorité dans un contexte ou la prophylaxie faisant appel a la vaccination
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pose un certain nombre de problémes. L’évaluation des effets de la vaccination post-
transplantation de CSH doit s’intéresser a la nature et a ’amplitude de la réponse
immunitaire principalement a médiation cellulaire, plutét qu’a la réduction du risque
infectieux. Il est aisément compréhensible que I’utilisation de vaccin vivant atténué
(vaccin CMV Towne) [447] ne constitue pas une option dans le cas du CMV, dont les
infections surviennent a un stade d’immunosuppression majeure pendant les 3 premiers
mois post-greffe, et dont la protection repose principalement sur la voie thymus-
indépendante. Deux vaccins contre le CMV, 'un a ADN et l'autre contenant la
glycoprotéine B du virus et ’adjuvant MF59, ont été testés récemment dans des essais
cliniques de phase 2 chez les patients ayant recu une TCSH et une transplantation
d’organe respectivement [448, 449]. L’efficacité de ces deux vaccins est telle qu’elle ne
permet pas une interruption compléte de 1’utilisation des agents antiviraux. Les obstacles
auxquels se heurtent les essais de vaccination pour le CMV sont : 1) 'immunogénicité des
vaccins candidats, qui sont incapables de mimer la réponse immunitaire naturelle
développée suite a une primo-infection par le CMV, laquelle implique simultanément les
deux bras, humoral et cellulaire, de la réponse immunitaire; ii) la diversité de la réponse
immunitaire, étant donné que les vaccins candidats ciblent un nombre limité d’antigénes
dominants; et iii) la durabilité¢ de la réponse immunitaire [351, 450]. La vaccination dans
le cas du VZV est tout aussi importante que dans le cas du CMV. Malgré I’existence de
plusieurs vaccins vivants atténués contre le VZV, leur utilisation apres transplantation ne
peut se faire qu’au-dela de 12 mois et ’appréciation des bénéfices liés a leur utilisation
demeure difficile dans la mesure ou la vaccination est pratiquée en dehors de la période a

risque. Le monitorage immunitaire des lymphocytes T VZV-spécifiques par ELISpot
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IFN-y permettrait de cibler le groupe de patients a risque devant faire I’objet de

vaccination pour une protection a long-terme.

5.2 L’épuisement clonal des lymphocytes T CD8" tot suivant la TCSH

Une suite logique de la premiére partie de la présente thése de doctorat se veut d’étudier
I’expression des récepteurs inhibiteurs associés a [’épuisement clonal dans les
populations spécifiques au CMV et au VZV. Toutefois, la détection des clones T
spécifiques au VZV ou au CMYV est limitée par la faible fréquence de ces cellules, surtout
tot suivant la transplantation. La stimulation antigénique in vitro préalable des cellules
CD8" pourrait biaiser I’expression des récepteurs inhibiteurs étudiés [249, 451].
La caractérisation de 1I’expression d’un ou plusieurs récepteurs inhibiteurs a été donc
accomplie dans les lymphocytes T CD8" totaux suite a la TSCO ou la TMO. Nos données
ont révélé une augmentation significative de la fréquence des cellules T CD8" exprimant
PD-1 pendant les trois premiers mois (environ 50 % des lymphocytes T CD8" CD3™), des
résultats qui viennent appuyer ceux publiés par Merindol ef al. [249]. A I’exception de
PD-1, les lymphocytes T CD8" ne semblent pas co-exprimer les autres récepteurs (i.e.
2B4, BTLA, CTLA-4, TIM-3 et LAG-3) documentés comme étant impliqués dans
I’épuisement clonal dans le contexte d’infections chroniques et de cancer [421].
L'augmentation non statistiquement significative, parfois négligeable, de la fréquence des
lymphocytes T CD8" exprimant ces corécepteurs inhibiteurs rend compte de la
complexité de I'environnement post-greffe, probablement en termes de disponibilité des
ligands respectifs et de I’'influence de facteurs extrinséques [452]. Fait encore plus

intriguant, I’augmentation de 1’expression de PD-1 dans les premiers mois post-greffe ne
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semble pas étre réservée exclusivement aux lymphocytes T CD8" provenant du SCO,
mais a également ¢été notée chez les patients transplantés de MO. Nos données nous
poussent inéluctablement a évoquer les sources potentielles d'une telle similarité, pour le
moins inattendue. En effet, en dépit des différences biologiques entre les deux sources,
les lymphocytes T subissent dans les deux cas une expansion homéostatique massive
dans un contexte lymphopénique conjointement a de nombreuses stimulations par des
infections opportunistes causées par le CMV, par exemple. Toutefois, la mise en
¢vidence d'une telle cinétique ne permet pas, par elle-méme, de conclure a I'existence
d'une relation causale entre l'expression de PD-1 et l'environnement, a la fois
lymphopénique et inflammatoire, qui régne tot suivant la transplantation, menant a
l'acquisition de ce phénotype. Tout d'abord, I'existence d'une hétérogénéité clinique au
sein du groupe d'étude pourrait expliquer la mise en évidence de ces résultats, notamment
par le role confondant de la maladie sous-jacente, du régime de conditionnement, de la
disparité HLA entre donneur et receveur et des complications post-greffe. L'expression de
PD-1 ne représente qu'une composante de 1'épuisement clonal parmi tant d'autres, et si
l'intégration des signaux environnementaux se fait de la méme fagon par les deux sources
cellulaires (SCO et MO) demeurent inconnu. En I'état actuel des connaissances, on ne
connait toujours pas le role de PD-1 dans I’initiation et/ou 1’établissement de
I’épuisement clonal. Odorizzi et al. ont démontré que I’épuisement clonal survient méme
en dépit de 1'absence de PD-1 [452]. Une analyse globale du transcriptome, permettrait de
ségréger les génes peu ou pas exprimés de ceux qui le sont abondamment, menant ainsi a
l'identification de certains facteurs de transcription, médiateurs potentiels impliqués dans

'épuisement clonal tot suivant la transplantation [372]. D'autres récepteurs inhibiteurs,
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n'ayant pas été étudiés mais largement admis comme étant associés a 1'épuisement clonal,
incluant TIGIT, VISTA et CDI160 pourraient démontrer des patrons d'expression
différents selon qu'il s'agisse de lymphocytes T CD8" provenant du SCO ou de la MO

[325, 453].
5.2.1 Expression de PD-1 par les lymphocytes T CD8" totaux

Une association directe entre I’expression de PD-1 par les cellules antigéne-spécifiques et
la forte exposition a 1’antigéne a été largement établie dans le contexte d’infections
chroniques ou de cancer. Toutefois, notre étude a été réalisée sur les lymphocytes T CD8"
totaux, et il reste donc a vérifier si les résultats reflétent en totalité ou en partie le
phénotype des populations antigéne-spécifiques. Les présentes hypothéses permettent de
proposer une description intelligible, mais non exhaustive, des mécanismes non
mutuellement exclusifs, pouvant mener a une telle augmentation en fréquence des

lymphocytes T CD8" exprimant PD-1.

- Tout d'abord, la population totale englobe les cellules antivirales, les cellules
allogéniques et les cellules anti-tumorales, dans le cas ou la TCSH est utilisée pour le
traitement de pathologie hématologiques malignes. Au cours de notre étude, il nous a été
possible d’associer 1’expression de PD-1 avec I’occurrence d’événements particuliers,
incluant les infections virales et la rechute de la leucémie. L’expression de PD-1 par les
lymphocytes T CD8" spécifiques au CMV a été démontrée dans plusieurs contextes
d’immunosuppression, notamment chez les patients chroniquement infectés par le VIH-1
[454]. Suivant la transplantation, quelques groupes ont étudi¢ [455, 456] une partie de
cette question et ont démontré une association entre I’expression de PD-1, la charge

virale élevée et la perte de fonction effectrice tant au niveau des lymphocytes T CD8" que
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CD4" spécifiques au CMV. Ces données sont a prendre avec une certaine réserve, étant
donné que I’évaluation du phénotype a été réalisée suite a une stimulation antigénique ou
polyclonale des cellules CMV-spécifiques, pratique qui biaise 1’expression de PD-1. Il
reste donc a vérifier si ces résultats auront une pertinence clinique égale en absence de
stimulation préalable. Nous avons observé une fréquence significativement plus élevée de
lymphocytes T CD8" exprimant PD-1 pendant les 6 premiers mois post-TCSH chez les
patients qui allaient faire une rechute de leucémie. Ceci rend compte du role-clé joué par
les lymphocytes T CD8" et de I’importance d’une reconstitution, tant en nombre qu’en
fonction, du compartiment T dans la prévention de la rechute. Du fait de son impact sur la
qualité de la réponse T et sur le pronostic du patient, le récepteur PD-1 constituerait un
bon marqueur prédictif de rechute de leucémie [248, 457]. De plus, nos résultats ne
démontrent pas de différence significative au niveau de la fréquence des lymphocytes T
CD8" exprimant PD-1 chez les patients qui font ou non une GvHD, ce qui laisse suggérer
que la manipulation de I’axe PD-1/PD-L1 pourrait permettre [’inversion du
dysfonctionnement tout en dissociant I’effet GvL de la GvHD. D’importantes questions
restent en suspens concernant le bien fond¢ et la pertinence du blocage de I’interaction entre PD1
et PD-L1 t6t suivant une TCSH. Une nouvelle stratégie d’immunothérapie particulierement
prometteuse faisant appel a des anticorps bloquant les récepteurs impliqués dans
I’épuisement clonal des lymphocytes T CD8 est au cceur des approches
immunosuppressives actuelles utilisées en clinique pour la prise en charge des cancers et
de certaines maladies infectieuses chroniques. Les résultats obtenus en études
précliniques, validés par plusieurs études cliniques, démontrent le potentiel et le bien-

fond¢é des immunorégulateurs de la nouvelle génération. En 2011, la FDA ( « US Food
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and Drug Administration ») a approuvé [’utilisation de I’ipulimumab, un anticorps
monoclonal bloquant CTLA-4 et maintenant ainsi une réponses anti-tumorale durable
pouvant atteindre 10 ans chez certains patients [458]. S’ensuit en 2014 1’approbation par
la FDA de deux anticorps ciblant PD-1 (pembrolizumab et nivolumab), ce qui a marqué
le début d’une nouvelle ére pour I’'immunothérapie du cancer. Deux essais cliniques de
phase III menés chez des patients atteints de mélanomes et comparant 1’efficacité des
inhibiteurs ciblant PD-1 ou CTLA-4 ont démontré un bénéfice clinique global supérieur
par rapport a I’ipulimumab [459, 460]. De plus, a cette efficacité supérieure s’ajoute un
profil de tolérance favorable, ce qui a mené a envisager son utilisation conjointement
avec les traitements conventionnels anti-tumoraux ou avec d’autres anticorps bloquants.
Une étude clinique randomisée de phase I a rapporté que I’administration simultanée des
deux antagonistes permet d’atteindre des taux de réponses objectives plus élevés
comparativement a 1’administration de I’ipulimumab seul (61 % versus 11 %) [461].
Cette approche immunothérapeutique combinatoire permet de renforcer la réponse
immunitaire en inhibant deux voies agissant en synergie et impliquées directement dans

le dysfonctionnement des lymphocytes T CD8".

5.3 Les récepteurs inhibiteurs au-dela de I’épuisement clonal aprés
TCSH.

Une question mérite d’étre posée: I’expression de PD-1 est-elle la conséquence directe de
I’activation des lymphocytes dans un contexte d’inflammation chronique caractérisant
I’environnement post-greffe? Dans le but de dissocier PD-1, marqueur d’activation et
PD-1, marqueur d’épuisement clonal, nous avons donc évalué 1’expression concomitante

de PD-1 et de CD69 par les lymphocytes T CD8, pendant les trois premiers mois suivant
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la TCSH. Quel que soit la source de CSH (SCO ou MO), aucune corrélation n’a été
observée entre 1’expression de PD-1 et celle de CD69 dans le compartiment CDS.
L’absence de co-expression peut étre expliquée par le fait que les lymphocytes T CD8,
ayant une fois acquis I’expression de PD-1, deviennent réfractaires a 1’expression de
CD69 ou, de fagon plus générale, a la stimulation via le TCR [462]. Il est peu probable
que I’expression de PD-1 ait évoluée de transitoire a stable uniquement pour rendre les
lymphocytes T dysfonctionnels, puisqu’un tel résultat aurait pu étre aisément atteint par
la délétion clonale des lymphocytes T CD8" spécifiques a l'antigéne. Il serait donc
réducteur de limiter 1’explication de 1’apparition d’un tel phénotype suivant la TCSH
uniquement a 1’épuisement clonal. Dans ces conditions, 1’expression stable de PD-1
maintenue pendant les 3 premiers mois chez la majorité des patients laisse entrevoir un
mécanisme d’adaptation fonctionnelle a travers lequel les lymphocytes T CDS8*
acquierent un phénotype effecteur optimisé pour causer une inflammation et une
immunopathologie moindres que les lymphocytes T effecteurs conventionnels. Un tel
ajustement des propriétés fonctionnelles, conjointement a I'expression stable de PD-1,
peut s'avérer d'une importance majeure tot suivant la transplantation [452]. Récemment, il
a été démontré que 1’absence de PD-1 était associée a un déséquilibre en faveur d'une
population épuisée ayant gardé uniquement une activité cytotoxique, soulignant son role
dans la prévention de la surstimulation [256]. Certaines idées permettront d’élargir notre
vision de ce qu’est I’épuisement clonal aprées TCSH. L’allo-tolérance est importante pour
la réussite de la greffe, surtout a 1’ére du conditionnement a intensité réduite impliquant
un délai pour I’établissement d’un chimérisme complet. L expression de PD-1 de fagon

continue pourrait représenter une réaction de défense mise en place par I’organisme face
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a une réponse inflammatoire puissante passée a la chronicité, finement régulée et
génératrice d’un phénotype spécialisé caractérisant le compartiment T CDS8". Dans le
meéme sens, 1’existence de cellules T biaisées vers la tolérance immunitaire provenant du
foie feetal pourrait fournir une explication complémentaire [27]. Récemment, il a été
démontré que I’induction d’un phénotype épuisé suivant une exposition prolongée a de fortes
doses virales protégeait les souris de I'immunopathologie, alors que des doses virales plus faibles,
n’induisant pas I’apparition d’un tel phénotype, étaient a 1’origine de pathologie substantielle
[463]. Le remodelage de I’empreinte épigénétique, se traduisant par une déméthylation du locus
PDCDI, notée aussi bien chez la souris dans le contexte d’une infection chronique par le LCMV
clone-13 [383] que chez I’humain dans le contexte d’une infection par le VIH [384] et le VHC
[464] met en relief I’extraordinaire complexité des processus impliqués et incite a axer davantage
les recherches pour expliquer la stabilit¢ du phénotype épuisé et les conséquences
pathophysiologiques et cliniques qui en découlent. Il reste a progresser dans cette voie
pour voir si les lymphocytes T caractérisés par un phénotype épuisé sont générés de fagon
constitutive a de faibles fréquences t6t suivant la transplantation et, dépendamment du
spectre de complications post-greffe et du degré d’inflammation, subissent ou non une

sélection préférentielle favorisant leur survie au dépens du phénotype conventionnel.

5.4 Conclusions et perspectives

La TSCO a connu, depuis ses débuts, de profondes évolutions ayant conduit a
I’augmentation de fagon continue du nombre de receveurs, enfants et adultes, de cette
thérapeutique. Toutefois, il n’en demeure pas moins que beaucoup reste a faire pour la
caractérisation du potentiel fonctionnel et protecteur des lymphocytes T du SCO suivant
la transplantation. Le but de cette ¢tude était de cerner les mécanismes potentiels associés
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a un spectre de complications distinguant la TSCO des autres alternatives de TCSH. Au
cours du présent travail, nous avons pu démontrer que des réponses protectrices
spécifiques au CMV et au VZV peuvent étre développées suivant une TSCO. Les travaux
de recherche effectués dans le cadre de cette thése ont permis également d’identifier
I’épuisement clonal comme mécanisme potentiel du dysfonctionnement des lymphocytes
T aprés TSCO associé a une plus forte incidence d’infections opportunistes ainsi qu’a un
risque de mortalit¢ conséquente. Le résultat le plus intéressant et le plus novateur
concerne certainement la mise en évidence de I’augmentation significative de la
fréquence des lymphocytes T exprimant PD-1 t6t suivant la TSCO indépendamment de la
source de CSH. Cette population, caractérisée majoritairement par un phénotype effecteur
mémoire (EM) démontre une perte significative de la capacité proliférative et produit
moins d'TFN-y, d'IL-2, de TNF-a et de CD107a. S’agit-il d’'une question d’équilibre de
signaux intégrés qui nous amenerait a des approches préventives personnalisées? PD-1
est un récepteur aux multiples facettes, et dont les effets biologiques — contexte-
dépendants - sont a la hauteur de la complexité du phénomene d’épuisement clonal. Il
serait donc intéressant et pertinent de caractériser I’expression de PD-L1. Il conviendrait
également de trier les cellules PD-1" et de comparer les niveaux d’expression de facteurs
de transcription clés associés I’épuisement clonal entre les patients qui font une rechute
ou présentent de multiples épisodes de réactivation virale et les patients ne développant
pas de complications post-greffe. Il conviendrait également de faire une étude du
transcriptome sur les cellules T prélevées du SCO a la naissance et les mémes cellules

provenant du méme individu, cette fois-ci de nombreuses années plus tard.
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A P’issue de ces résultats, il serait particuliérement intéressant de soulever leur pertinence
clinique ainsi que leur représentativité¢ dans d’autres contextes de TCSH allogénique et
autologue. En d’autres termes, 1’épuisement clonal des lymphocytes T CD8" peuvent-ils
étre extrapolés a toutes les conditions impliquant une lymphopénie pour la reconstitution
du systeme immunitaire dans un but curatif? Les cellules T périphériques proliférent
fortement apres transfert a des hotes immunodéficients, ce qui pourrait étre a 1’origine de
I’expression de PD-1. Ce phénomene devrait s’appliquer dans la majorité, si ce n’est la
totalité, des contextes de lymphopénie. Il reste toutefois a associer PD-1 a 1’activation
donc a la prolifération des cellules T ou plutot a leur dysfonctionnement. On pourrait
supposer que dans le contexte d’une TCSH autologue, telle que pratiquée dans le cas de
la sclérose en plaque, la fréquence ainsi que le niveau d’expression de PD-1 par les
cellules T CD8" soient moindres que dans le cas d’une greffe se faisant dans un contexte
de disparit¢ HLA entre donneur et receveur, lequel impliquant un environnement
inflammatoire chronique. Dans le cas de la sclérose en plaque, I’expression de PD-1 par
la sous-population lymphocytaire impliquée dans la maladie, serait a la fois favorable et
recherchée, rendant ainsi les lymphocytes T CDS8' autoréactifs résiduels moins
fonctionnels jusqu’a la reprise de la thymopoiese. Le dilemme est toujours le méme :

faut-il favoriser ou au contraire bloquer I’interaction entre PD-1 et PD-L1.
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