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Résumé

Auteur : Stéphanie Thiant
Titre :
Les cytokines homéostatiques, IL-7 et IL-15, au cours de I'allogreffe de CSH :
Leurs évolutions selon le conditionnement et leurs valeurs prédictives de la GVH
aigué et de la Rechute.

Directeur de these : Docteur Myriam Labalette

Résumé

Les mécanismes assurant '’homéostasie du compartiment lymphocytaire T périphérique
veillent a préserver a la fois le nombre, la diversité et la qualité des cellules T qui le composent. Ces
mécanismes sont fortement sollicités chez un receveur d’allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques puisqu'une déplétion initiale plus ou moins intense de son compartiment
lymphocytaire périphérique est induite par le conditionnement pré-greffe. Le retour a
I’homéostasie s’effectue grace a la prolifération homéostatique des lymphocytes du donneur
apportés par le greffon non manipulé, avant la reconstitution beaucoup plus tardive d'un
compartiment lymphocytaire T naif opérationnel, en fonction des capacités de thymopoiese du
receveur. L'IL-7 et I'lL-15, qui jouent un réle majeur dans la survie des cellules T naives et/ou
mémoires, participent étroitement a l'expansion des cellules T induite par la lymphopénie et
méritent a ce titre le qualificatif de cytokines homéostatiques.

Des protocoles de conditionnement d’intensité variable exposent a un risque équivalent de
maladie du greffon contre I'héte, sinon de rechute, en dépit de I'induction d’'un degré variable
d’inflammation. Ceci suggere que I’expansion homéostatique périphérique des lymphocytes T du
donneur est un facteur déterminant de I’évolution bénéfique ou défavorable de I'allogreffe.

Une étude prospective de 107 patients répartis en deux cohortes, I'une apres
conditionnement myéloablatif, 'autre apres divers protocoles de conditionnement d’intensité
réduite nous a permis de comparer I'impact du degré de lymphopénie et d’'inflammation sur les
taux systémiques d’IL-7 et d'IL-15, I'expression de leurs récepteurs par les lymphocytes T

circulants et I’évolution clinique.

Nous confirmons une évolution en miroir des taux plasmatiques d’IL-7 et de la
lymphocytose et nous montrons que la cinétique des taux d’IL-7 post-allogreffe est semblable
quelque soit I'intensité des protocoles de conditionnements utilisés. En revanche, si les taux d'IL-15

présentent une cinétique en miroir similaire a celle de I'IL-7, 1a valeur au pic et I'aire sous la courbe



d’IL-15 différent nettement selon le type de conditionnement, mais sont fortement corrélés
ala CRP plasmatique.

L’incidence des maladies aigués du greffon contre I'h6te de grade 2 a 4 est similaire dans
nos deux cohortes, mais le délai de survenue est plus tardif aprés un conditionnement réduit. Apres
analyse multivariée, notre étude permet de conclure a l'intérét prospectif de la détermination
précoce des taux plasmatiques d’IL-7 : dans les conditionnements myéloablatifs, un taux d’IL-7
supérieur a 11,9 pg/mL a J+14 est prédictif, tandis que dans les conditionnements réduits, c’est un
taux supérieur a 5,9 pg/mL a J+30 qui s’avere prédictif. Dans notre cohorte de patients sous
conditionnement myéloablatif, de faibles taux d’IL-15 a J+14 sont associés en analyse univariée et
multivariée a la survenue ultérieure d’'une rechute de 'hémopathie maligne. Une relation similaire

mais plus tardive (J+90) est retrouvée chez les receveurs d'un conditionnement réduit.

Outre lintérét prospectif pour les patients de la détermination précoce des taux
plasmatiques d’'IL-7 et d’IL-15, cette étude comparative a permis de cerner d’'une part le role
essentiel de la lymphopénie dans I'accumulation d’'une concentration critique d’IL-7 nécessaire
pour piloter I'expansion homéostatique des cellules T matures et, d’autre part I'impact du contexte
inflammatoire sur l'augmentation de la concentration plasmatique d’'IL-15. Celle-ci, par son action
directe sur les I'expansion des cellules T CD8+* mémoires et ses effets contributifs a 'expansion
homéostatique des cellules T naives, apparait renforcer I'action de I'IL-7 en potentialisant son role
dans l'alloréactivité, bénéfique en terme de protection vis-a-vis de la rechute mais délétere en

terme de réaction de greffon contre hote.

Mots clés

Homéostasie, Interleukine-7, Interleukine-15, Lymphocyte T, Allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques, GVH aigué, Rechute.
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Immunologie

Adresse du Laboratoire

Laboratoire d’'Immunologie, EA 2686, Centre de Biologie Pathologie, Boulevard du Professeur Jules

Leclercq, 59 037 Lille cedex.



Liste des abréviations utilisées

Ac : anticorps

Ag : antigene

CCRY7 : récepteur de CC-chimiokines de type 7
CD : cluster de différenciation

Cl : intervalle de confiance

CLP : compartiment lymphocytaire T périphérique
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CSH : cellules souches hématopoiétiques
CSP : cellules souches périphériques

CV : coefficient de variation

FITC : Fluorescéine Iso Thio Cyanate
GVHD : Graft versus Host Disease

GVL : Graft versus Leukemia

HLA : Human Leukocyte Antigen

ICT : Irradiation Corporelle Totale

IFN-y : interféron gamma

IL : interleukine

LAM : Leucémie Aigué Myéloide

LAL : Leucémie Aigué Lymphoide

MFI : intensité médiane de fluorescence
mHA : antigéne mineur d’histocompatibilité
MA : myéloablatif

MO : moelle osseuse

PC5 : phycoérythrine-cyanine 5

PC7 : phycoérythrine-cyanine 7

PCR : Réaction en Chaine par Polymérase
PE : phycoérythrine

Pg/mL : picogrammes par millilitre

RIC : conditionnement d’intensité réduite
SNPs : polymorphismes nucléotides simples
Tn : lymphocyte T naifs

Tcwm @ lymphocyte T mémoire centrale

Tem : lymphocyte T effecteur mémoire

T1p : lymphocyte T différenciation terminale

% : pourcentage
<:inférieur a
> : supérieur a
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INTRODUCTION

L'homéostasie (du grdmomoios « similaire », ethistzmi, « immobile ») est un concept défini en
1850 par Claude Bernard. Il se définit comme laacdp d'un systeme a conserver son équilibre ietern
de fonctionnement en dépit des contraintes ext@segu’il subit. Appliqués au systéme immunitaies,
mécanismes homéostatiques permettent de présetaefods le nombre, la diversité et la qualité des

cellules qui le composent.

Au sein de ce systéme immunitaire, le compartindestlymphocytes T occupe une place de choix.
Il se divise sur le plan anatomique et fonctionereldeux grands ensembles : un compartiment central,
principalement le thymus ou se déroule I'ontogétes cellules T, et un compartiment périphérique, ou

les cellules T matures évoluent pour assurer pie@me leur mission de défense de notre organisme.

Nous nous intéresserons plus particulierement @rdostasie du compartiment lymphocytaire T
périphérique (CLTP) et plus particulierement a spuytation dite « conventionnelle », composée de
cellules T exprimant un récepteur clonotypiqueyge tTCRxB. Ainsi, le CLTP regroupe I'ensemble des
populations de lymphocytes T Chdt CD8, naives et mémoires, présentes dans le sangnfshg; les
tissus et les organes lymphoides secondaires aquidesoganglions, la rate et les formations lymgbei
associées aux muqueuses. Les lymphocytes T difi@wsreffecteurs ou mémoires, peuvent s’extravaser

pour infiltrer les tissus et organes non lymphaoides



1) Les grands mécanismes d’homéostasie du _compartim ent

lvmphocytaire T périphérigue

L’homéostasie du compartiment lymphocytaire T géijque est indispensable au bon
fonctionnement du systéme immunitaire. Chacun deps@cipaux sous-compartiments (lymphocytes T
CD4' et CDS8 et au sein de ceux-ci, cellules T naives et @il mémoires) doit étre préservé aussi bien
sur un plan quantitatif que sur un plan qualitafibmme le CLTP est loin d’étre un ensemble figé, le
mécanismes d’homéostasie doivent au fil des angilmnmaintien de la diversité du répertoire
(dépendante du pool des cellules T naives) eteeffie accrue (dépendante du pool des cellules T
meémoires) en régulant étroitement entrée et sattisein de chaque sous-compartiment, compte tenu de

la compétition des cellules résidantes pour un mertilmité de niches de survie.

Les grands mécanismes qui gouvernent I'hnoméostasigont pas sollicités de la méme facon en
situation basale, au décours d’une réponse imnitaitdense ou en situation de déplétion lymphdogta
intense. Les mécanismes homéostatiques differeaderdgnt selon le caractére naif ou mémoire des
cellules T, qui se traduit par une compétence fonotlle différente. Cette diversité fonctionnedle
aujourd’hui une traduction phénotypique, certesdrfgite, mais qui a permis de mieux appréhender les

processus d’homéostasie spécifiques a chacunesdifférentes catégories de cellules T.

1.1. Caractérisation immunophénotypique des cellule s T naives
et mémoires chez ’'Homme

Si la définition des lymphocytes T naifs est assewoque dans la littérature, celle des
cellules T mémoires est plus délicate. Les travaerés ces dernieres années ont fait éclater le
compartiment des cellules T mémoires en plusieorss-populations, selon leur profil de
marqueurs membranaires, leur répertoire clonotypiqleur aptitude migratoire, leur
domiciliation, la cinétique d’expression, immédiaie apres un certain délai, leurs capacités

fonctionnelles et la polarisation de celles-ci.

1.1.1. Les lymphocytes T naifs

Les lymphocytes T naifs sont des cellules T mafuyeispar définition n’ont jamais rencontré leur
Xéno- ou allo-antigéne spécifique et qui sont abérgies comme quiescentes. Ces cellules circulent en
permanence au sein du compartiment lymphoide p&rgpre entre le sang et les organes lymphoides
secondaires dans l'attente de leur stimulationgéntgue spécifique par contact avec les cellules
présentatrices que sont les cellules dendritiquatsines. Chez un adulte sain, on estime qu’il exaste
moyenne de cent a quatre cent millions de clon#s déférant par les réarrangements de leur @3Ra

taille moyenne d’un clone individuel étant de I'mrdle 200 a 1000 cellules [1, 2].



La caractérisation phénotypique des lymphocyteaifss’est affinée ces dix derniéres années. Les
isoformes de haut et de bas poids moléculaire déyriasine-phosphatase pan-leucocytaire CD45
(CD45RA/CD45R0O chez 'Homme) ont été les premierarqueurs membranaires utilisés pour
différencier les lymphocytes T naifs des lymphosyfeeffecteurs et/ou mémoires. En effet, I'activati
lymphocytaire déclenche une commutation de l'iso®rCD45RA a l'isoforme CD45RO qui survient
aprés la premiere mitose, signant le passage dw@mgiype naif a un phénotype « éduqué » qui ne
présage pas de leur destinée ultérieure commeeseliffectrices ou cellules mémoires. Cependant en
1999, la possibilité d'une commutation rétrogradeGD45R0O en CD45RA a été mise en évidence sur
les populations T mémoires en phase de différaonniaterminale, remettant ainsi en question
linterprétation de résultats acquis sur la sewdeactérisation des cellules T naives par le margueu
CD45RA [3]. Cette commutation rétrograde, initialrhrepérée sur la population T CD8oncerne a
un moindre degré la population T CD4U le contingent de cellules T CIBD45RA" au stade terminal
de différenciation est beaucoup plus réduit.

Il est donc nécessaire d'associer au marqueur CBR46R CD45RO d'autres marqueurs
membranaires, parmi lesquels figurent des réceptdaerdomiciliation lymphoide et des récepteurs de
costimulation [4, 5]

Le trafic régulier des lymphocytes T du compartimemculant vers les organes lymphoides
secondaires est essentiel pour permettre I'indtiatapide d’une réponse immunitaire primaire, y pom
I'induction des réponses aux alloantigenes [6]. €3atde leur capacité de domiciliation itérative diass
organes lymphoides secondaires, les lymphocyteaiff expriment la molécule CD62L, ou sélectine
leucocytaire (molécule d’adhérence aux glycanescddisles endothéliales cuboides) et le récepteur
CCR7 des chimiokines constitutionnelles, CCL19 €L21, molécules présentes abondamment dans les
organes lymphoides secondaires et essentiellesi@iation trans-endothéliale des cellules T naixers
le cortex profond du ganglion.

En ce qui concerne les molécules de costimulatidies jouent un rdéle majeur dans I'étape
d’acquisition de compétence des cellules T naipeiglable a leur prolifération et leur différenmat
Ainsi, qu'ils soient CD4 ou CD8, les lymphocytes T naifs expriment les récepteiersostimulation
CD28 [7] et CD27. Le récepteur CD28 a pour liglmsdmolécules CD80 et CD86 exprimées a la surface
des cellules présentatrices d’antigene maturess der la présentation antigénique, cette interaction
moléculaire juxtacrine délivre le principal co-signd’activation lymphocytaire T et potentialise
'expression membranaire de récepteurs de hauteitéffpour l'interleukine (IL)-2, indispensable a
I'expansion clonale. L’engagement de la molécule28[pue également un rdle dans le développement
de la mémoire T et d’'une réponse secondaire oif@al9]. La molécule CD27, membre de la famille
des récepteurs au TNF (TNFR?7) et interagissant asadigand CD70, est également une molécule de

costimulation dont le réle dans la génération adisles mémoires semble déterminant [10].



Les travaux de Sallusto, de Callan et de FarberlIyindiquent que I'association des marqueurs
CD45RA et CCR7 permet une définition phénotypigagstaisante du contingent de cellules T naives,

maintenant couramment utilisée, notamment pourctéiaer les lymphocytes T CD4

% de cellules T CD4” % de cellules T CD8'
b _*5- ans R I3 ans o 5 ans i 75 ans
1% 69%|  140% 33% 3% | 9% | gu | 20%
I . | w - :
: Txf
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Figure 1: Histogrammes d’expression des marqueurs membramai@D45RA et CCR7 par les
lymphocytes T CD4et CD8 permettant de caractériser les cellules naivesxpoienant CD45RA et
CCRY et trois sous-populations de cellules memoitess cellules de phénotype mémoire s’accumulent
avec 'age, la sous-population de différenciati@mntinale CD45RACCR7“® s’observant surtout au
sein des lymphocytes T CD@2].

Stimulés par leur antigéne, les lymphocytes T ngfifscifiques vont proliférer et se différencier.
Au terme de la réponse primaire, la contractiomale €liminera les effecteurs, tandis que les lesllu
mémoires, correspondant a environ 1% a 5% du pixpdinsion clonale, vont persister durablement (plus

de trente ans aprés la vaccination anti-varioli§lig) 14].

1.1.2. Les lymphocytes T mémoires

La diversité clonotypique des lymphocytes mémoéasssde I'ordre de moins de 1% a quelques
pourcents de celle du pool des cellules naives thdulte [1, 2]. Les travaux récents permettent
d’identifier au moins trois sous-populations aunsdi compartiment mémoire circulant, analysé chez d
sujets sains a distance de toute stimulation anitigé décelable. Ces sous-populations se distinguen
seulement par leur capacité de domiciliation lymighoou tissulaire, mais aussi par leur capacité

proliférative et fonctionnelle.

- les cellules T « mémoires centralegcy) n'expriment pas Iisoforme CD45RA (CD45RA mais
expriment le récepteur CCR7 et majoritairement rfedécules CD62L, CD27 et CD28. Lors d'une
nouvelle sollicitation antigénique, elles possedemt forte capacité proliférative et peuvent sasdiv
plus ou moins rapidement en de nombreux effectsezendaires dont la polarisation fonctionnelle th’es

pas nécessairement figée [15]. Dans le compartife@D8g’, ces cellules sont aussi capables d’exercer



des fonctions effectrices plus ou moins immédigsgxrétion d’interféron- et de TNF, décharge de
perforine préformée) [16-19].

- les cellules T « mémoires effectricegTey) CD45RA™ICCR7*%etles cellules T de « différenciation
terminale »(T1p) CD45RA" CCR7"*renferment une proportion variable de cellules 882u CD27°°
Elles possedent des capacités prolifératives reaisrhission est essentiellement d’exercer des iforgct
effectrices immédiates par la sécrétion rapide ytekines et/ou de perforine et de granzymes. Elles
n'expriment plus les marqueurs CCR7 et CD62L etdomc perdu en théorie la capacité de domiciliation
dans les organes lymphoides secondaires. Cepemaamtjes cellules gy cette perte d’expression du
CCRY n’est pas absolue, car elles auraient la @@pde ré-exprimer ce marqueur en cas de re-sttionla
[20, 21] ou d'utiliser des interactions avec laeséhe P pour émigrer dans les ganglions inflamiredo
[22]. Ces cellules mémoires ont par contre acqluisigurs récepteurs de chimiokines pro-inflammaoir
au cours de leur différenciation ainsi que des ptxes et intégrines de domiciliation dans le

compartiment cutané ou muqueux [23, 24].

1.1.3. L’évolution naturelle des compartiments naif et mémoire

A I'exception des ages extrémes, le nombre deleslll circulantes, reflet indirect mais imparfadt d
I’'homéostasie du CLTP, reste relativement constantours de la vie malgré I'involution progressile
thymus, source par excellence de cellules T nahagares, et les multiples sollicitations antigémigjgui

accumulent des cellules mémoires tout au long dela

La persistance des clones n'est pas synonyme djuiescence absolue, mais implique au contraire
des divisions périodiques des cellules qui les asapt en absence de stimulation antigénique exogéne
connue. Les études par marquage métabolique deshboytes T périphériques ont révélé que le
compartiment naif circulant a un taux de prolifémnatbasale extrémement faible et une durée de vie
intermitotique de I'ordre de 4 a 12 mois pour lefutes T CD4 naives et de 4 mois pour les cellules T
CD8' naives. Malgré la longévité de la mémoire immurgtala durée de demi-vie intermitotique des
cellules mémoires n'est que de quelques semaigespidsant des cellules CD#cy aux cellules §y et

T+p, avec 1 & 5% des cellules en cycle [25, 26].
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Figure 2 : Evolution des cellules T naives et mémoires avéagd. Pourcentage des sous-populations
mémoires T CD4ou CDS8 rapportés a la population CD4ou CDS totale selon les différentes tranches
d’age. La médiane du nombre de cellules T naivieepsesentée par le trait noir contifli2].

Les premieres études de la dynamique d’évolution adlules T naives et mémoires avec l'age
reposaient sur l'utilisation des marqueurs CD45RMERO, du CD28, ou encore CD95, ce qui rendait
difficile une bonne caractérisation simultanée plgsulations T naives et mémoires [27, 28]. L'utilisn
conjointe des marqueurs CD45RA, CCR7 et CD28 momue le pourcentage et le nombre absolu de
lymphocytes T CD4et CD8 naifs (CCR7CD45RA") diminuent progressivement a partir de la puberté
[12, 29]. Les populations T CD&aives sont plus sensibles a ce déclin, décraistmmx fois plus
rapidement que les cellules T CDdt peuvent représenter un contingent trés mini@itzhez certains
sujets trés agés. Le nombre des cellules T mémaigsroit en revanche avec I'dge, avec une
accumulation préférentielle de cellulegyTpour les lymphocytes CD4tandis que dans le compartiment

T CD§', ce sont les cellulesg} et Trp qui s’accumulent avec I'age. Il existe cependamtfaites
variations inter-individuelles [12, 29].

1.2. Les grandes voies de régénération du CLTP aprée s

lymphodéplétion intense

L’identification des mécanismes mis en ceuvre peumgttre 'homéostasie des principales
populations lymphocytaires T s’est faite en pluseétapes. Des approches expérimentales de
reconstitution apres déplétion intense du CLTP dre@mal ont permis de caractériser les
grandes voies de régénération disponibles et, motat) de dévoiler les capacités
insoupconnées d’expansion des lymphocytes T péitples matures. Ces données ont permis

d’interpréter la reconstitution du compartiment pimocytaire T apres lymphodéplétion chez
'Homme.



1.2.1. Les trois grandes voies de régénération iden tifiees dans les
modeles animaux

Apres déplétion intense du CLTP, trois grandessvdierégénération sont différemment sollicitées
selon le modeéle expérimental et 'age de I'anin@al. distingue les voies de différenciation thymice
extra-thymique qui ensemencent le compartimenppérique et I'expansion périphérique de cellules T

matures.

. La régénération de cellules T par les émigrants thy  miques

L'importance du thymus dans la reconstitution demmpartiment T déplété a été démontrée apres
I'irradiation subléthale de souris euthymiques byntectomisées qui recevaient une greffe médullaire
déplétée en cellules T. Tandis que les souris thton@sées restaient lymphopéniques aprés la greffe
[30, 31], les souris euthymiques reconstituaiengpssivement leur compartiment périphérique géace
la génération de lymphocytes T par thymopoiese rir pde progéniteurs meédullaires. Dans ces
conditions, les nouvelles cellules T CDet T CD8 sont en proportion équilibrée dés le troisiemesmoi
sont de phénotype naif (CD45RBet ont un répertoire diversifié qui se traduitr pme parfaite
immunocompétence de l'animal vis-a-vis de xéno dlo-antigenes. Cette voie conduit a la
reconstruction progressive d’'un systeme immunitaiegf proche de celui de jeunes souris car la

production thymique « aveugle » n'est pas asseriéeymphocytose périphérique [32, 33]

. La différenciation extra-thymique de progéniteurs médullaires

La différenciation extra-thymique de progéniteudidine médullaire occupe une place mineure peur |
renouvellement des cellules T conventionnellestéehts sites ont été décrits, principalementdstin,

le foie, le poumon et la moelle osseuse. Les edIUl produites dans ces sites sont généralement
considérées comme non circulantes et de réperteistreint. Elles ont des caractéristigues bien
particulieres : il s’agit principalement de lympltes T a récepteyd, ou af3 d’intensité intermédiaire
d’expression ¢p™
TCRoB" CD4™9CD8™[34].

) ou de diversité inférieure a celle des cellulesomventionnelles, ou encore cellules

. L’expansion périphérique de lymphocytes T matures

L'identification de cette voie de régénération reposur des expériences de reconstitution du
compartiment T périphérique de souris adultes tltyomisées ou de souris athymiques au moyen
d'inoculums de cellules T périphériques. Ces cedlull se sont avérées capables de reconstituer
durablement au niveau quantitatif le compartimemqéfiphérique des animaux receveurs. Il s’agit donc
de I'expansion par prolifération homéostatique gi&rique d’'un pool de lymphocytes T matures, ayant
déja réarrangé les génes codant pour leuraBCRes caractéristiques de cette voie de régénératid

été précisées par différents travaux :



- La capacité de reconstitution est relativement indégendante de la taille de I'inoculum de cellules T
matures. L'utilisation d’inoculums de lymphocytes T spl§oes de taille variable (5x1@ 1x10) influe

sur le temps nécessaire pour la reconstitution ,ntkEies tous les cas, le nombre total de cellules T
accumulées chez la souris receveuse se stabiline @aleur proche de la lymphocytose T et du rdppor
CD4/CD8 de la souris euthymique contrdle. Des @gpées de transfert en cascade montrent que le plus
souvent la totalité du considérable potentiel damgion des cellules T matures n’est pas atteigtietle
degré d’expansion des cellules T périphériquesevaedlon le degré de déplétion du compartiment

périphérique [35].

- La diversité du répertoire T est limitée apres expasion périphérique: un inoculum de tres faible
taille ou un contexte antigénique perturbé chezsdaris receveuse, comme la surreprésentation
d’antigenes de forte affinité, aboutit a la resédion d’'un répertoire fortement biaisé, oligoclofizb,

37].

- La régénération s’opére avec une étape de « sélectipositive » périphérique déclenchée par
I'interaction entre le TCRaf et une molécule du complexe majeur d’histocompatilité (CMH)
enchassant un peptide Le phénomene d’expansion périphérique est dolutéppar les complexes
CMH/peptide reconnaissables par les clones. Lordgueculum est constitué en tout ou partie de
cellules T transgéniques pour un TCR donné, I'egjmen ne peut se faire qu’en présence de l'antigéne
correspondant chez le receveur, et aboutit altes@constitution d’'un répertoire T tres fortembiaisé,
avantageant les lymphocytes transgéniques [36, 3&)s les expériences ou les inoculums sont des
populations T non transgéniques, I'expansion desphocytes T CD%4est réduite en cas d’absence
d’expression ou de masquage des molécules du CMithdse Il. Il en est de méme pour I'expansion des

lymphocytes T CD8en cas d’absence ou d’'inaccessibilité des moléaueCMH de classe | [36].

- La capacité d’expansion des cellules T matures nésite I'intégrité du micro-environnement:
chez des souris présentant une réaction du greftmire I'héte (GVH), l'altération des organes
lymphoides secondaires perturbe I'expansion dellegl T matures, sans que celles-ci présentent

d’anomalies intrinséques [39].

- Les cellules T qui repeuplent le CLTP par un procesus d’expansion périphérique se caractérisent
par un phénotype de cellules éduquées/mémoir¢€D45RE" CD44°"), que Iinoculum initial soit
composé de cellules T mémoires (CD4%5R)Bou naives (CD45RE™) [40, 41]. Dans ces circonstances,
les cellules T naives adoptent donc un phénotypemary-like» sans pour autant avoir rencontré un
antigéne étranger [42]. On pensait initialement tpge lymphocytes T naifs transférés exprimaient
transitoirement un phénotype mémoire avec des gtégr fonctionnelles de lymphocytes effecteurs
(synthése d'interférog-et propriétés cytotoxiques pour les cellules T QD®uis retrouvaient un
phénotype naif lorsque la lymphocytose atteignest ®aleurs sensiblement normales [43], mais cette

réversion d'un phénotype « memory-like » vers urérhype naif reste controversée. L'équipe de



Murali-Krishna a en effet montré la persistanceelles de phénotype « memory-like » cinqg moiapr

I'injection de cellules T CD8dans un modeéle de souris receveuse irradiée [44].

- L’homéostasie indépendante des compartiments périghiques naif et mémoirea été mise en
évidence dans les années 90 par différentes erpésale reconstitution. Lors d’'un transfert deubedi

T mémoires CD4%' a des receveurstrymiques, ces lymphocytes sont capables d’expansio
homéostatique en I'absence de stimulation antig&nigxogene. Malgré un potentiel d’expansion
considérable, et en dépit de I'espace disponiblesda CLTP par I'absence des cellules T naives
endogeénes, le nombre final de cellules T CP¥4#ste identique & celui des souris euthymiques@en
[41]. Réciproquement, I'exportation thymique deBubes T naives CDBCD44%" assure le peuplement
et le renouvellement endogene des cellules T naiaes empiéter sur le compartiment mémoire : une
souris_ethymique femelle (RAG) incapable de réarranger les génes du TCR, maigxquime un
récepteur transgénique spécifique de I'antigéne, ldt\donc qui ne produit que des lymphocytes T TD8

transgéniques naifgénere malgré 'absence de compartiment mémeire@me nombre de cellules T

CD8'CD44*"® qu'une souris controle hétérozygote RAGcapable de réarranger les génes des

récepteurs T.

- L'indépendance de I'homéostasie des compartimentsépgphériques naif et mémoire n’est
cependant pas totalecar des expériences plus récentes de transfeptibdans des modéles murins
RAG™ montrent que la prolifération et la survie dedutes T naives est influencée en présence de

cellules T mémoires [45, 46] et qu'il existe égadamtnune compétition entre les clones mémoires [45].

. Selon les capacités de thymopoiese, il y a donc une contribution variable des
différents processus de régénération du CLTP

Chez les souris receveusghlyaniques, I'expansion périphérique des cellulandtures est le processus
essentiel qui aboutit & une reconstitution du ClavBc un phénotype « mémoire ». La différenciation
extra-thymique de progéniteurs médullaires occupe place mineure et ne permet en aucun cas la
restauration d'un compartiment naif.

Lorsque le thymus est en place, le degré d’expanstoiphérique des cellules T matures varie selon
le statut du thymus de I'h6te : lorsque la régéidmathymo-dépendante est effective, elle exeroe un
régulation négative sur le processus d’expansigiplpérique, qui occupe alors une place moindre. A
I'inverse, le processus d’expansion périphériqungrtoute son importance chez les receveurs ages ch
qui la fonction thymique est détériorée, et peraiets de maintenir le CLTP & environ 75% de lddail

normale.

1.2.2. Les grandes voies de régénération du CLPT ch ez 'Homme

Il'y a encore une dizaine d’années, peu de donétaésnt disponibles chez 'Homme quant a la
contribution des voies thymo-dépendantds (ov) et thymo-indépendantes (expansion homéostatique

périphérique) dans la régénération des lymphodytes



Les premiéres données majeures ont reposé surlyBenales modalités de correction des
lymphopénies T induites par les chimiothérapiegsiphtes ou l'irradiation corporelle et I'étude lde
dynamique de reconstitution du CLTP chez les ragmsvde greffe de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) [47].

Apres déplétion profonde, les populations lymphaicgs T CD4 et CD8 considérées dans leur
ensemble ne suivent pas la méme cinétique de r#otios. Les populations lymphocytaires T
transférées avec le greffon de CSH entrent maijaiteent en cycle [48]. La correction est
guantitativement plus rapide pour les cellules T8CDet cette différence est responsable d'un
déséquilibre au cours des premiers mois post-gesfteainant une inversion du rapport CD4/CD8 et un
répertoire biaisé, oligoclonal. Aprés le premiéméstre ou semestre, la cinétique de reconstitution
dépend principalement de I'age du sujet et de apadités de régénération par I'entremise d’'un tlsymu
fonctionnel [49-51]. Le réle du thymus dans la metdution du compartiment T naif a pu étre vérifié
dans le cas d'un receveur d’allogreffe de moelleagait été préalablement thymectomisé [52] et apre
greffe de CSH, déplétées de leur contenu en lymysesd [49, 53, 54].

Chez I'enfant, la vitesse de régénération des lymphocytes T @3#assez rapide (environ 6 a 18
mois contre 3 & 6 mois pour les lymphocytes T QD8es lymphocytes T CD4qui apparaissent
progressivement expriment l'isoforme CD45RA eta# selativement peu divisés en périphérie, comme
en atteste leur contenu en cercles d’excisions (QREéquelles du réarrangement de leur récepteur
durant la thymopoiése. En effet, contrairement mcgssus d’expansion périphétique consécutif a la
lymphopénie, les émigrants thymiques récents paysetiférer tout en conservant leur phénotype naif
et les capacités fonctionnelles correspondantesntad’entrer en quiescence. Cette expansion post-
thymique sans conversion « memory-like » est néamsnpilotée par 'engagement du TCR, donc en
principe les complexes CMH-peptide du « soi », atlps cytokines homéostatiques [55, 56]. Il existe
une corrélation inverse entre le nombre total deplyocytes CD4CD45RA’ circulants en post-greffe et
l'age du receveur, et le taux de lymphocytes TMA5RA" est significativement plus élevé a 3 mois et a
6 mois lorsqu'il existe une expansion du thymusadbjée radiologiquement (« thymic rebound ») [57,

58]. Chez I'adolescent, la cinétique de recondtituést plus lente [57, 59].

Chez I'adulte, en revanche, on observe une correction incomgdkta lymphocytose T CD4 a 3
mois, les lymphocytes T CD4’atteignent que 35% de leur valeur de base, augmentation minime
des lymphocytes T CD4de phénotype naif (CD45RA et les cellules T COE€D45RO de type
mémoire prédominent trés largement a plus de 12.moce stade, le nombre absolu de lymphocytes T
CD§8' s’est normalisé, grace a un temps de doublemfgrtenr a celui des lymphocytes T CD4uelque
soit 'dge du patient et la taille de son thymusaignles cellules T CD8ont un phénotype
« memory-like » [60]. La normalisation des cellule<CD4 phénotypiquement naives riches en cercles
d’excision (TREC) n’est obtenue qu’aprés une a daomées [50, 61], mais le déséquilibre persiste
souvent plus longtemps, comme en attestent lese®tuétrospectives menées dix ans et plus apres
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autogreffe ou allogreffe de CSH [62-64]. Le rétsddiment du profil polyclonal, reflet de la divetgites
récepteurs T s’instaure dans le compartiment naite &2 la néogénese thymo-dépendante [50]. Les
émigrants thymiques récents, quoique générés erbneofimité en raison de l'involution thymique,
conservent leur capacité d’expansion sans convepdiénotypique au moins jusqu’a la sixieme décennie
[65].

Robust Thymopoiesis

Marrow Thymus Periphery
Naive Memory

Impaired Thymopoiesis

Marrow Thymus Periphery
Naive  Memory

“\ LSK ©
Lo — — |o_t-

o

Figure 3 : Conséquences de la fonction thymique sur le repeapént du compartiment naifLa
diversité du répertoire est schématisée par lesexos des cellules [66].

L'ensemble de ces données souligne l'importance tldgmus dans la reconstitution du
compartiment T naif périphérique et la diminutian sbn efficacité avec I'age. Aprés lymphodéplétion
intense la voie thymique est la seule voie garsatisle rétablissement d'un répertoire TCR divigsif
assurant I'immunité anti-infectieuse vis-a-vis deiveaux antigenes, une réponse vaccinale et unbtmnt
des maladies auto-immunes [67]. Le corollaire estrepeuplement précoce du compartiment T
périphérique par I'expansion homéostatique de lesllll matures, naives et mémoires, apportées par le
greffons de cellules souches non expurgés en lyoyd® T, et a laquelle participent éventuellemest |
cellules T ayant échappé au traitement chimio/thdrapique, selon son intensité. De ce fait, le

phénotype « memory like » prédomine et le répetimitial du CLTP est de caractére restreint.

2) Le réle des cytokines dans I'homéostasie des cellules T

La mise en évidence de I'implication de différentgtokines dans 'homéostasie des lymphocytes T
découle de I'observation initiale de leurs effatsla survie cellulaire grace a leurs capacitéoguer,in

vitro, I'apoptose de ces cellules. Si plusieurs cytokaeagcent cette activité, ce sont I'lL-7 et I'lL-1fbli
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jouent un réle majeur dans la survie des cellulesaives et/ou mémoires et méritent, a ce titre, la
gualification de cytokines homéostatiques.

Les cytokines agissent comme messagers entrelleesear I'entremise de récepteurs spécifiqgues
portés par les cellules cibles. Leurs effets samégalement pléiotropes et partiellement redondants
L’IL-7 et I'lL-15 appartiennent a la famille destokines de type | (ou hématopoiétines). Ces cytskin
n’ont souvent pas d’homologie de séquence prim@itdente (en moyenne moins de 20%), mais une
structure tertiaire commune avec quatre héligesanti-paralléles deux a deux. Les récepteurs de
cytokines de type | possédent, quant a eux, un mh@rextracellulaire conservé de 200 acides aminés
environ, contenant deux paires de cystéines impgudans la formation de ponts disulfure
intramoléculaires, ainsi qu’'un motif consensus (WX proche de la région transmembranaire. Cet

ectodomaine est appelé domaine de liaison aux ieg@slou « CBD » pour « Cytokine Binding Domain».

Au sein des hématopoiétines, I'lL-7 et I'IL-15 apjennent a une famille de cytokines dont le
récepteur hétérodi-ou trimerique partage une mémaéne, appelée chaiyecommune ouy. (CD132).
Cette famille, qui regroupe I'lL-2, I'lL-4, I'IL-7'IL-9, I'IL-15 et I'lL-21, joue un réle crucial dns le
développement, la prolifération, la survie et Idfédenciation de multiples cellules du systeme
immunitaire. Ces cytokines se combinent a leur dergrécepteur avec des degrés variables d’affinité
en fonction des chaines réceptrices présentepélafisité d’interaction étant assurée par une rehal
spécifique. Si les cytokines de cette famille pgeta certaines fonctions, elles se singularisessigar
des effets spécifiques sur des cibles cellulaires #éfinies.

La chainey. comporte une portion extra-cellulaire de 233 amdibes incluant deux domaines
fibronectine de type Il angulés en tandem, un @gesstransmembraire hydrophobe et une queue
cytoplasmique de 86 aminoacides. Les sites de corgkats et rigides avec les cytokines sont
partiellement chevauchants, et le pont disulfugpimentaire du®ectodomaine pourrait contribuer au
caractére dégénéré de linteraction avec six ligand

Les récepteurs comportant une sous-upit€ont pas d'activité enzymatique intrinseque atégént
leur signal par une voie principale, la voie JAKAST(Janus kinase - Signal Transducer and Activator
Transcription). En effet, les domaines intracelikdgides sous-unités responsables de [l'initiatiotede
signalisation sont associés de maniére constitatisles protéine-tyrosine kinases de la famille aba
fixation de la cytokine au complexe récepteur ihdthétérodi- ou trimérisation des sous-unités
réceptrices, avec en conséquence la phosphoryld¢isrdanus kinases. Les kinases JAKs ainsi activées
phosphorylent les tyrosines des motifs cytoplasesgiies sous-unités réceptrices. Ces phosphotysosine
sont des sites d'ancrage pour les transducteursT§Tée qui conduit a leur phosphorylation par les
kinases JAKs. Les STATs phosphorylés se dissocsentimérisent, puis se transloquent dans le noyau
ou ils se lient au promoteur de leurs genes cibles.

La nature des Janus kinases et des transducte#$sSat le recrutement des autres cascades
transductionnelles déterminent la spécificité gmnse aux interleukines. Parmi les transducteufsTS;T

STATS est impligué dans la transduction du signalcthacune des cytokines de la famijte En
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complément des effets qu’il exerce dans le noyalATS peut également activer deux voies de
signalisation impliquées dans la prolifération a&tsurvie cellulaire, les voies Ras-Raf-MAP-kinases
phosphatidylinositol 3-kinase (P13-kinase) [68].

(sTATS) l (sa3)  (5TAT6) (STATS)  (STATS) l (sTaT3)
(stam) (stam) (sTATS)

Figure 4 : Les récepteurs de la famille des cytokines a chgitfs9]

L'importance biologique de la chaiggest illustrée par les conséquences des mutategsall de
sa tyrosine kinase associée, JAK-3, tous deux msgjibes de déficits immunitaires combinés séveres
(DICS), liés respectivement a I'’XLRG) ou autosomiqueJAK3), avec absence de cellules T et NK,
mais cellules B présentes [70, 71]. Le déficit emiyé est beaucoup plus sévére que celui causé par |
seule absence d’IL-2 qui permet de préserver ueldppement T et NK normal. C’est cette observation
qui avait conduit a I'hypothese, depuis confirmée, caractére partagé par plusieurs récepteurs de la
chainey..

Si la chainey, représente le dénominateur commun des réceptaraidey,, d’autres chaines sont
partagées par les récepteurs des interleukinesdstatigues. Ainsi, I'lL-2 et I'lL-15 partagent deule
leurs trois sous-unités réceptrices : en plus dehkiney-commune, elles ont en commun la chaine
IL-2/15RB ou CD122, tandis que la chaine IL&RCD25) ou la chaine IL-15Rassure la spécificité de
liaison au ligand et, s'agissant de I'lL-2, le galiaffinité. Il peut donc y avoir une compétitiooyr la
constitution d’'un récepteur & une cytokine donnée.

La chaine IL-7R spécifique de I'lL-7 peut former un complexe saiec la chaing., soit avec le
récepteur (TSLPR) de la lymphopoiétine stromalenilque (TSLP) si ces deux chaines sont disponibles

a la surface de la cellule. C’est notamment ledesscellules dendritiques [72].
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Figure 5 : Diversité des interactions des chaines partagéesrédeepteurs de la famille des cytokines a
chaine y [73]

2.1. Linterleukine-7 (IL-7)

L’IL-7 est une cytokine non redondante, décrite1®88 comme une glycoprotéine de 25 kDa
produite par une lignée murine issue du stroma ey capable de permettre le développement de
lignées pré-B mises en culture [74]. Son récephenctionnel associe la chaine commuypa la chaine
IL-7Ra (ou CD127) [75]. La chaing intervient principalement dans la transductiondta que la chaine
IL-7Ra confere la spécificité pour le ligand [76]. L'ILékerce un rble indispensable dans la thymopoiése
et le maintien des populations lymphocytaires Tighériques, comme le révele le déficit génétique en

IL-7R [77] et les modéles d'invalidation du génel'tle-7 ou de la chaine IL-7R [78].

2.1.1. Structure et production de I'lL-7

Chez I'Homme, le géne de I'lL-7 est localisé sucteomosome 8 (8q12-13) [79]. Goodvéhal
ont isolé 'ADN complémentaire de I'lL-7 humaine0J8qui comporte 6 exons codant pour une séquence
signal de 25 résidus et une protéine mature deabfifoacides. Le variant IL§4 (sans exon 4) est
retrouvé dans de nombreux tissus ou son messagab@sdant, mais il n'a pas d’activité biologique

identifiée. Le variant IL-35 serait un superagoniste pour les lymphocytes #@bCDS§ [81].

L'IL-7 adopte la conformation typique de la supemnibe des cytokines de type I, formant un
faisceau de quatre hélices, A et B orientées dansens, C et D dans l'autre, stabilisé par troistpo
disulfure. La torsion de I'hélice A est propre &7 et stabilisera son interaction avec la chdingRo.

Les hélices A et D vont interagir avec la chajpe 'orientation particuliére de I'hélice D condaita
chainey. a adopter une conformation particuliére, avec amgulation plus aigué de ses domaines D1 et
D2, ce qui pourrait expliquer les particularitéslaeascade transductionnelle de I'lL-7 comparéelk

de I'lL-2 ou I'lL-4 [82]. Les glycanes n’intervieramt pas dans l'interaction avec le récepteur.

14



L’IL-7 est exprimée dans la plupart des organesnené cerveau [83]. Contrairement aux autres
membres des cytokines a chaipemais comme la TSLP et I'lL-15, I'lL-7 n’est pasoguite par les
lymphocytesS’agissant de ses fonctions non redondantes daasiile de la génération et du maintien
des lymphocytes T, I'lL-7 est disponible dans kedstcompartiments : organes lymphoides centras, |
organes lymphoides secondaires et les tissus @n@sgpériphériques, donc disponible au contact des
thymocytes, des lymphocytes T naifs et mémoiresatupartiment périphérique et des lymphocytes T
mémoires domiciliés sous le revétement cutanéo-ewqul’IL-7 s’adsorbe sur les composants de la
matrice extracellulaire (glycosaminoglycanes, haépar sulfate, fibronectine), ce qui assure sa
biodisponibilité [84].

Au niveau du thymus, I'lL-7 est produite par ledlues épithéliales thymiques et exerce un role
crucial dans la thymopoiése.

Au niveau médullaire, sa production par les cefliidromales assure le maintien des lymphocytes
Tcm qui vont se domicilier dans la moelle osseuse .[83ns le cortex des organes lymphoides
secondaires, I'IL-7 est particulierement présentécg a sa production par les cellules folliculaires
dendritiques et les cellules réticulaires fibrobtages, ces dernieres produisant également lesakimas
lymphoides CCL19 et CCL21, ce qui leur permet itattles cellules T CCR7(naives et mémoires
centrales) tout en leur apportant des signaux oeesi86, 87].

Dans les tissus périphériques, la production de?’lest assurée par les hépatocytes, les cellules
épithéliales de lintestin, les kératinocytes, tdlules endothéliales, les fibroblastes, et lefules
musculaires lisses [88-91]. Les cellules dendrégjet les macrophages produisent également d& I'lL-
mais en quantités moindres [92, 93], ce qui neetepéche pas de jouer un rble actif dans 'homéestas

des lymphocytes T.

La production d'IL-7 était considérée comme confifre, mais des travaux récents ont permis de
mettre en évidence un contrble direct par une sirbplucle de rétro-contrble médiée par le récepeur
IL-7 [94]. Dans les conditions basales, I'utilisatide I'lL-7 par le pool des cellules T maintietit{7 a
des taux stables malgré sa production continuélLet est parfaitement détectable dans le sérum de
sujets sains [95-97]. Le TGF<t I'lL-7 ont des effets antagonistes réciprogsessleur production [98,
99].

2.1.2. Structure et expression cellulaire de la sou  s-unité a du récepteur
alL 7 (IL-7Ra)

Le genelL-7RA est localisé sur le chromosome 5pl13 [100]. Il congp®@ exons. L'épissage
alternatif conservant ou non I'exon 6 donne naissanla forme membranaire ou la forme soluble [101]
qui agit comme un inhibiteur compétitif de I'lL-4sva-vis du récepteur. De hombreux polymorphismes
ont été identifiés et seront décrits ci-dessougn t’entre eux (rs6897932, T244l) affecte I'épipsa

alternatif des formes membranaire et soluble gedééine [102]. Cette derniére peut résulter d'sguies
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éliminant I'exon 6 seul ou avec I'exon 5 [103]. peoportion relative des formes membranaire et delub
produites affecte particulierement la réponse @disles dendritiques a la TSLP, car celles-ci exprit
fortement la chaine réceptrice TSLPR partenaindld@R a membranaire[104].

L'ectodomaine de [IL-7R comporte 219 aminoacides et adopte ['architectare «L »
caractéristique de la superfamille des récepteungakine de classe I. Ses deux domaines fibromecti
de type IlIl (FNIII) sont connectés par une fortegalation hélicoidale (75°) ou viendra se positianne
'IL-7. Les hélices A et C de la cytokine entremt eontact avec les boucles connectant les domaines
FNIIl de I'lL-7Ra. Le domaine D1 est stabilisé par un pont disultomme les autres membres de la
superfamille, complété par deux ponts disulfureti@diers. Le domaine D2 renferme le motif WSXWS
dont les aminoacides nouent des liaisons catiosiquec les résidus voisins. Comparée aux autres
complexes cytokines/récepteurs de la famjtbe I'interface IL-7/IL-7Rx est plus limitée (705 A2) et
moins polaire (43% d’interactions apolaires), n’ligpant que 5 ponts hydrogéne avec prédominance de
contacts hydrophobes ou de van der Wals. Une agaitécularité est le réle indirect des glycanes qui
permettent d’augmenter la vitesse d’associatioflld&R a a son ligand [82].

D & f': - \‘_)‘%IC \hel;t. B

hydrophobic
hydrophilic

Figure 6 : Interaction de I'lL-7Ra et de I'lL-7. (A) Comparaison des complexes glycosylés (reptése
en vert) ou non glycosylés (représentés en blbouel). (B) Représentation des surfaces d'interfaoec
leurs aminoacides hydrophiles (en orange) and hylobes (en vert]82].

Comme pour toute cytokine, les effets qu'exercé-Tlsur ses différentes cibles cellulaires
résultent des signaux consécutifs a I'engagemensate récepteur. La modulation de I'expression
membranaire de ce récepteur mais aussi la dispithiei I'accessibilité des cellules T a I'lL-7 assnt
conjointement une régulation tres fine de I'homasist des cellules T. Etant donné le caractere
ubiquitaire de la chaing sur les lymphocytes et la plupart des cellules dtépoiétiques, la réponse a

I'IL-7 est largement contrdlée par la présencaeyinamique d’expression de la chaine Ila7R
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La chaine IL-7R (ou CD127)est exprimée quasi-exclusivement par les cellylegphoidesOn
retrouve des cellules CD12au sein des précurseurs des lymphocytes B (juscizale pré-Bll) et des
précurseurs T (jusqu’'au stade DN3-4) dans le thymass le compartiment périphérique, les cellules B
matures n'expriment pas I'lL-7R[92]. L'IL-7Ra est fortement exprimé sur la plupart des celldles
matures, a l'exclusion des cellules T effectricésdes cellules T mémoires au stade terminal de
différenciation [92] (Figure 7). Un faible contingede cellules T CD8naives sans CD127 a néanmoins
été identifié [105]. En ce qui concerne les cefulerégulatrices naturelles, elles ont pour carsstigue
générale une faible expression du CD127 [106]. @rouve également un certain degré d’expression
d'IL-7Ra sur les monocytes et les cellules dendritique$, [@&is celles-ci expriment beaucoup plus la

chaine TLSPR [72, 107]. Les cellules du stroma riide expriment également I'lL-76r[108].
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Figure 7 : Expression de la chaine IL-7& et de la chaineyc aux différentes étapes de la
différenciation des thymocytes et au niveau des spopulations lymphocytaires T périphériques
[109].

2.1.3. Voies de signalisation du récepteur hétérodi merique engageant
I'IL-7
La signalisation déclenchée par I'engagement deptéar passe par I'activation des kinases JAK1

(grace a la «boite 1 » cytoplasmique de I'lLe7Rt JAK3 (aprés formation du complexe ternaire
IL-7/IL-7Ra/yc), qui catalysent la phosphorylation des protéfB€AT5A et STATS5B et & un moindre
degré STAT1 et STAT3. L'IL-7 entraine aussi l'aetiion de la phosphoinositide 3-kinase et de kinases
de la famille src [110, 111] et des kinases actiyéer les mitogénes (MAP kinases) a I'exceptionade
kinase ERK (alors que celle-ci est impliquée danséponse proliférative a I'lL-2) [112]. L'étude de

souris exprimant des formes chimériques d’lLe7Rdique que la spécificité de la réponse a I'lL-7
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dépend moins des particularités du domaine cytoptpge de I'lL-7Rr que de sa géométrie particuliere

d’interaction avec la sous-unié [113].

Cet engagement du récepteur a I'lL-7 a pour pradep conséquences de modifier la capacité de
survie, le métabolisme, les capacités migratoirée igulation du cycle cellulaire [114].
- Par les voies de la PI3-kinase et des Janusddndidl-7 induit I'expression de deux facteursiant
apoptotiques, BCL-2 (B cell lymphoma 2) et MCL1 @toid cell leukemia sequence 1) tandis qu'il
réprime les facteurs pro-apoptotiques BID, BIM 6AB Chez les souris déficientes en IL&Rla
surexpression de BCL-2 ou l'invalidation Bém restaurent partiellement le nombre de thymocytaiee
cellules T périphériques [115-117].
- Cet effet sur la survie cellulaire est conforténiveau des cellules T naives par un renforcehemeur
capacité métaboliqgue grace a I'expression accrue tfansporteur du glucose (GLUT1) via la voie
PI3-kinase/AKT [118], ainsi que la régulation tramgtionnelle de I'hexokinase 1 [119].
- L’IL-7 agit également sur ’homéostasie des deBul en modulant leurs capacités de domiciliatian
voie PI3-kinase/AKT inhibe I'activité de FOXO1 (Fkwead box O1) [120] qui promeut normalement
I'expression du récepteur de chimiokines CCR7 [1&lhussi celle de KFL2 (Kruppel-like factor 2),
lequel induit la sélectine-L (CD62L) et le réceptda la sphingosine 1-phosphate (S1PR1, qui centzdl
sortie des lymphocytes hors des ganglions) [122¢efAégard, I'administration d’IL-7 recombinante au
macaque entraine un exode des lymphocytes T hoig dé&culation sanguine [123FOXO1 agit
également sur le géné7RA et contrble a ce titre I'expression de la chaingRa. Ce facteur de
transcription contréle donc globalement la domimla et la survie des cellules en réponse a I'[l1-21,
124].
- L'inhibition de FOXO1 pourrait également favorida progression dans le cycle cellulaire étantngon
gue ce facteur induit I'expression de l'inhibitellune kinase cycline-dépendante p27 kipl [120, 121]
- L'effet prolifératif de I'lL-7 exige une expostn plus forte a I'lL-7 que I'effet sur la survielledaire.
Le maintien du potentiel réplicatif des lymphocyle®st également préservé dans la mesure ou I'lL-7
induit I'expression de la télomérase dans les lymogtes T CD2 naifs et mémoires [125] éés
lymphocytes T CDBmémoires [126]
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Figure 8: Voies de signalisation activées par IL-7/IL-ZR[87]

2.1.4. Les interconnexions du récepteur et des voie s de transduction
modulant la fonctionnalité de I'lL-7

L'IL-7 est une cytokine vitale, non redondante. Pautant, ses effets biologiques ne peuvent étre
interprétés sans considérer I'impact des autresagig en présence, en particulier ceux résultant de
I'engagement du récepteur clonotypique et/ou degsuecepteurs aux cytokines partageant la clyaine
ou I'lL-7Ra. Ces autres récepteurs qui exercent, comme I'ldeg, effets sur la survie et la prolifération
ont des voies de signalisation parfois trés imi@&gavec celles de I'IL-7. Cette connectivité, feaade
par l'existence de chaines réceptrices partagéesmatifs conservés communs dans les portions
cytoplasmiques des chaines réceptrices, de kireisgs transducteurs partagés et de boucles de rétro
contréles aboutit & des effets inhibiteurs ou anotraire synergiques, selon la force et la nature de
signaux en présence [111]. Ces interconnectiongyigé®nt le champ d’action de I'IlL-7 et sont

déterminantes dans son action globale sur I'horaéigstles cellules T.

. Impact du caractére partagé de chacune des deux cha  Tnes du récepteur
-L'IlL-7Ra et le TSLPR peuvent étre co-exprimés par les lesllt, les cellules pré-B et les cellules

dendritiques. Une compétition entre les deux ligatidL-7 et le TSLP, peut donc se produire selan |
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proportion des cytokines dans le microenvironnententa cellule et, & sa surface, la disponibiliéé d
I'L-7R a et ses possibilités d’association a la ch&jrm au TSLPR.

Le TSLP agit sur les lymphocytes T essentiellenmmimodulant la fonction des cellules dendritiques
[127]. A leur niveau, la compétition entre les &ffde I'lL-7 et du TSLP peut influencer leur capa@
induire une différenciation Th2 des cellules T Cld’elles sont en train d’activer [107], contraiemh
aux réponses orientées vers la polarité Thl [¢@8¢ Th17 [129] quand I'lL-7 agit seule.

-L'IlL-7Ra et la chainey, ne sont pas pré-associés constitutivement a ltacgurdes cellules T
quiescentes. La formation d'un complexe récepteumctfonnel nécessite I'association de ces deux
chaines et leur insertion dans des radeaux lipkdigmembranaires riches en cholestérol et en
sphingomyéline [130]. Ce processus peut étre déseaprés pontage par I'lL-7 ou par I'activatiors de
cellules T par leur antigéne [131]. Dans ce castelhsité du signal cognitif conditionnera la répemles
lymphocytes T CD24a I'lL-7 [132].

- L'IL-7 et I'lL-15 peuvent également étre en cortipén si I'expression a la membrane de la chajne
est le facteur limitant. Effectivement, une trangthn préférentielle de I'lL-15 est observée lorsda

chainey; est faiblement exprimée [133].

IL-16R IL-7TR TSLPR

Figure 9 : Les partages de chaines permettant la réceptigitélL-7, au TSLP et a I'lL-15 et la
compétition éventuelle entre ces cytokirjég1].

. Impact d'une signalisation partageant de nombreux ¢ omposants

Les récepteurs a IL-7 et & IL-15 induisent une d@esignalisation commune car la chaine Ila7R la
chaine IL-2/15R associées a la chaige induisent la voie JAK1/JAK3/STATS5/STAT3. L'engagent
simultané des récepteurs a IL-7 et a IL-15 poumaitpas aboutir a un effet additif en raison d’'une
quantité limitée de STATS. Il apparait cependarg lL-7 est plus efficace que I'lL-15 pour activer
STAT5, au moins dans le cas des cellules T THAS4]. En outre, la cinétique d’activation des
transducteurs STAT3 et STATS differe, car leurs dimvas d'interaction SH2 (Src homology 2) entrent
en compétition pour la phosphotyrosine 449 de &rehlL-7Rx engagée par I'lL-7 [135].
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. Impact des contréles inhibiteurs

Les dimeres de STATS5 induisent la production desémes inhibitrices SOCS1 (Suppressor of cytokine
signaling 1) qui en retour inhibent I'activation 88 AT5 par la kinase Jakl [136]. Les répresseurs de
famille SOCS sont également induits par d’autreskiges. Dans le cas des lymphocytes T CD8
répresseur transcriptionnel Gfil (Growth factordpendence 1) est également surexprimé en réponse a
l'IL-7 et d'autres interleukines [137]. Le rble acial de Gfil a été souligné lors de l'analyse des

perturbations induites dans la population T Cp&r I'infection a VIH [138]

2.1.5. Régulation de I'expression de I'lL-7R  «a selon la biodisponibilité de
liL-7

Quand le nombre de cellules T est normal, la réguiadu degré d’expression de I'lL-dRa la
membrane d’'un lymphocyte individuel impacte direm@t sa capacité a consommer I'lL-7, dont les
concentrations physiologiques limitées instaurer® compétition entre les cellules pour I'utilisatide

cette cytokine.

Comme pour d’autres interactions récepteur-ligdadiaison de I'lL-7 a son récepteur entraine
l'internalisation et la dégradation de I'IL-6R139], mais en outre la signalisation induite pPHr-7
provoque la régulation négative de la transcriptittn genellL-7RA [137, 140]. Cet effet répressif
s’oppose aux modalités de régulation adoptéesesaadtres cytokines de la famillg qui au contraire
induisent I'expression de leurs propres réceptéwrségulation négative de I'expression de I'lLe&7Rar
I'IL-7 elle-méme est probablement un élément clérégulation des réponses cellulaires T a cette
cytokine ubiquitaire. Ainsi, les cellules T venadé recevoir un signal de survie de l'lL-7 via
'engagement de I'lL-7R cessent de capter I'lL-7 disponible en stoppaepiession de I'lL-7R, ce
qui autorise d’'autres lymphocytes IL-@Ra fixer I'IlL-7 environnante et permet ainsi a uaximum de
cellules T de survivre lorsque celles-ci sont emmbiee normal et que la faible concentration
physiologique d’IL-7 est limitante. Ce processus$ &da base du modéle d'oscillations entre stade
réceptif/réfractaire a IL-7, un modéle « altruisté méme de préserver la diversité du répertoirseau
du CLTP [91].

L'étude comparative des effets de I'engagement GRAPB et du récepteur CD28 d’'une part, de
I'exposition a I'lL-7 d’autre part, révele que chagévénement réduit la transcription de la chaine
IL-7Ra. La réexpression de I'lL-7R est rapide (7 heures) si sa perte était due arl'ltandis que non
seulement le signal cognitif exerce une actionaggive cing fois plus forte, mais surtout la réexpion
éventuelle de I'lL-7R est tres tardive [141PDe méme, I'lL-2 réprime I'expression de la chailb& Ra
[140]. Ainsi, la modulationde I'IlL-7Ra par I'lL-7 n’empéche pas durablement la réactivités
lymphocytes T naifs a cette cytokine homeéostatigaetrairement aux effets du signal cognitif relapé
I'IL-2. Cette différence remarquable peut rendrenpte du processus de contraction clonale, qui littab

approximativement la taille des clones sélectiorp@deur antigene, avec une exception importaate :
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petit nombre de cellules activées finira par régplesitivement I'lL-7Rx, ce qui leur permettrait d’'étre
préférentiellement recrutées vers le pool des lesllli mémoires centrales [142].

La régulation négative de I'lL-70R par son ligand pourrait également servir a limitere
prolifération cellulaire T incontrélée lorsque lemx d’'IL-7 sont en exces. En effet la répressien d
I'lL-7R o est plus marquée quand la concentration d’'IL-&iattle seuil plus élevé nécessaire a lequel son
effet prolifératif [143]. Des essais cliniques sdtemment montré que des taux supra-physiologiques
d’'IL-7 conduisaient a une diminution d’expression €D127, limitant ainsi le degré de réponse
proliférative [144]. Un polymorphisme du gémie-7RA localisé dans I'exon 6 (rs6897932) induit la
synthese d’'une forme soluble de la protéine. Ceanaconstitue un facteur de risque génétique feur
sclérose en plaque, associé a une augmentatiotadesd’IL-7Ra soluble et d’IL-7 dans le liquide
cérébrospinal [145]. Dans ce cas, la rupture deolacle de rétrocontrle négative de I'expression de
'lL-7R a pourrait participer a une dérégulation de la totée des cellules T aux autoantigénes.

A l'inverse, d'autres stimuli peuvent augmentexpeession de I'lL-7R, comme les interférons
de type | [146], le ligand de FLT3 [147], le TNF4B, 149] et les glucocorticoides [150-152]. Des
éléments de réponse aux interférons, aRFet aux glucocorticoides sont présents dans leqieur
IL-7Ra[91].

Au total, la signalisation via I'lL-7R joue un réle central dans la biologie de I'lL-%ea une
régulation négative de I'expression du CD127 petanétune régulation fine et dynamique de l'activité

biologique de I'lL-7in vivo.

2.2. L'interleukine 15 (IL-15)

L'IL-15 a été mise en évidence dans le surnageanedignée épithéliale de singe et d'une lignée
lymphocytaire T leucémique humaine comme un facsaluble capable d’induire la prolifération des
lymphocytes T en interagissant avec une chaingéoe partagée avec I'lL-2, dorénavant dénommée
chaine IL-2/15R ou CD122, qui s’associe a la chaine gamma commune.

Les cellules tueuses naturelles (NK) et les cedldieCD8 mémoires qui expriment fortement le
CD122 sont les plus sensibles a I'lL-15 [153]. Caenpour I'lL-2, une chaine spécifique, I'L-15R

pilote I'interaction de la cytokine et son réceptgib4].

2.2.1. Structure de I'lL-15

L'IL-15 humaine a été clonée a partir d'une ligriecellules stromales [155]. Son géne localisé
sur le chromosome 4931 comporte 9 exons (dont isegodants) avec un exon alternatif (4a) pour le

peptide leader. La région régulatrice en 5’ congdds sites consensus pour la réponse aux intesféto
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au NFkB, autorisant donc une modulation de la produatiefIL-15 selon I'environnement cytokinique

des cellules ou le contexte inflammatoire.
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Figure 10 : Géne de I'lL-15 et isoformes d'épissage de I'lL-1@\) Deux isoformes sont générés selon
I'utilisation de I'exon 4 codant pour un peptidgisal long (48 aminoacides, IL-15LSP) ou de I'exan 4
codant pour un peptide signal court (21 aminoacidiesl5SSP). (B) Schéma du géne de I'lL-&%R des
isoformes d’épissage incluant ou excluant I'exaro@ant pour le motif sushi de liaison a I'lL-1556].

Si le gene s’exprime dans de nombreux types celslaparmi lesquels les fibroblastes, les
monocytes, les cellules épithéliales, les mastecys monocytes/macrophages, les cellules dequii
et méme les lymphocytes T ; la traduction, la rmaton post-transcriptionnelle de la protéine et son
exocytose sont généralement trés limitées. D’'umg paxiste de multiples sites AUG d'initiatioreda
traduction, d'autre part, l'isoforme a peptide sigoourt (IL-15SSP) semble exercer des effetsnitnas
en inhibant la transcription de I'lL-15. L'analysie la localisation intracellulaire prédisait quelsie
produit utilisant l'isoforme long (48 aminoacidedy peptide leader (IL-15LSP) s’oriente vers un
cheminement d’exocytose [157], mais ces différemtmesoutage entre isoformes peuvent étre modifiées
si la cellule est capable d'utiliser comme chapdeochaine IL-15R [158]. On décrit également une
forme membranaire de la cytokine, exprimée coristément a la surface des monocytes et surexprimée
en réponse a l'interféropf159]. Cette expression membranaire est attrilduelongueur inusitée de la

séquence signal de I'isoforme IL-15LSP ou un areglgcosyl-phosphatidylinositol [160].
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L’IL-15 mature est une glycoprotéine de 14-15 kemprenant 114 aminoacides codés par les
exons 5 a 8, qui malgré moins de 20% d'identit&@guence adopte la conformation générale de I'lL-2.
Le faisceau a quatre hélicasest stabilisé par deux ponts disulfure, dont let f©42-C88 homologue a
celui de I'lL-2, avec une forte homologie des héticA, C et D qui seront au contact des chaines
IL-2/15RB etyc du complexe récepteur. Les différentes de tditle boucles AB, BC et CD et I'absence
de I'hélice AB contribuent vraisemblablement apédficité de liaison de I'lL-15 a sa chaine spiécié
IL-15Ra [161].

Contrairement a I'lL-2 dont la régulation est esgdiement transcriptionnelle et par stabilisation
de 'ARN messager, les effets biologiques de I'-§'exercent principalement par un mécanisme
original de trans-présentation impliquant la chdiné5Ra. Fonctionnellement, les sources principales
sinon exclusives d’IL-15 sont ainsi les celluledttéiales, les fibroblastes, les monocytes/macagelk

et les cellules dendritiques.

2.2.2. Lachaine a du récepteur a I'lL-15 (IL-15R a) et son interaction avec
'IL-15

Le génellL15RA est localisé a proximité du gerk2RA sur le chromosome 10pl5-pl4 et
comprend 8 exons organisés comme ceux du g&2RA Les ARN messagers sont produits par de
nombreuses cellules parmi lesquelles les cellulesnales de la moelle, les cellules épithéliales, |
monocytes/macrophages et les cellules dendritigires que les lymphocytes T, B et NK. Seuls les
isoformes d’épissage incluant I'exon 2 sont camallle se combiner a I'lL-15[162]. L’expression de
I'lL-15Ra est modulable, en particulier au niveau des @dlaendritiques répondant a des signaux de

danger ou aux interférons de type | ou de typ&6B[ 164].

L'IL-15Ra présente une grande similitude structurale avekb-2Ra, avec une queue
cytoplasmique (37 aminoacides contre 11 pour I'Ra?, un domaine transmembranaire, et 173
aminoacides qui projettent a la surface de la leellme tige riche en proline et thréonine, uneagi
charniére et un ectodomaine qui expose l'unique ailoen « sushi» terminal (codé par I'exon 2)
indispensable a la fixation de la cytokine [169pbfs que I'lL-2Rx posséde deux domaines sushi). La
portion charniére adjacente codée par I'exon 3 smigincourir également a I'interaction avec le tiga
[166].

Comme I'lL-2Rn, I'lL-15Ra a pour fonction principale de conférer la spéitéicd’action de
I'IL-15 lors de la formation d’'un complexe quateineaassociant I'lL-2/15R et la chaing,, mais sans
intervenir directement dans la transduction dualigBontrairement a I'lL-2R, I'IL-15R a posséde une
trés forte affinité intrinséque pour son ligand, (e I'ordre de 18" M contre 1G M pour 'lL-2Ra,

grace a une vitesse de dissociation beaucoup phig)l Son affinité n'est d'ailleurs pas accrue en
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présence des chaines IL-2/J5Rt yc, confirmant I'absence de coopérativité pour kistn. Les
topologies d’association des complexes IL-15/IL-&5& IL-2/IL-2Ra sont cependant tres similaires,
avec paradoxalement une surface en contact (4pplds limitée mais une meilleure complémentarité de
charges électriques, d’hydrophilie et de géoméigcave/convexe entre I'lL-15 et le domaine eltjpé

« sushi » de I'lL-15R [161].

2.2.3. La trans-présentation de I'lL-15

Comme I'lL-15 partageait de nhombreux effets de-Pllin vitro, et que les mémes lymphocytes
coexprimaient souvent les ARN messagers de legeptéurs, on a initialement considéré que I'lL-15
agissait de la méme facon que I'lL-2 avec toutsssiaus-unités de son récepteur portées par ldecellu
cible et la spécificité d’action pilotée par I'lL5Ra.

Plusieurs éléments ont suggéré un mode d’actiaginati In vivo, I'lL-15Ra a une expression
beaucoup plus large que celle de I'lL€Rt qui se superpose a la transcription sinon ¢aéién de
l'IL-15. Cette expression coordonnée de la chaind3Ra et de son ligand rendait difficilement
compréhensible I'effet de I'lL-15 trés restreintxalymphocytes T et NK, tel que déduit des modéles

d’invalidation des génes. Comme les souris IC=1%es souris IL-15B7"

sont généralement en bonne
santé mais ont un déficit trés spécifique et de enérdre en cellules T CD8&et tout particulierement les
cellules mémoires), en cellules NK, NKT et en lympytes intra-épithéliaux CR&x, établissant que
'IL-15 et I'lL-15R a sont essentiels au développement et 'homéostieses lignages cellulaires [167,
168]. Par contre, et contrairement aux effets el les effets a I'lL-15 analysés par transfetoptif ou

in vitro n'exigent pas que le lymphocyte T CD&émoire CD44°" IL-2/15RB™") répondeur exprime
lui-méme I'lL-15R, quoiqu’il soit dépendant de I'expression de I1bRa par les cellules stromales ou
dendritiques environnantgd 69, 170] Jointes a I'exigence d’'une coexpression de I'HRd et de
I'lL-15 par ces cellules [171], ces observationsabituelles ont conduit & envisager le conceptalest
présentation de I'lL-15 [172, 173].

L’observation d'une association intracellulaire rent’IL-15 et I'IL-15Ra, des le réticulum
endoplasmique et le complexe Golgien avant leumatement vers la surface de cellules dendritiques,
est venue conforter ce modéle de trans-présentatioassigne a la chaine IL-18Rin réle de chaperon
et de transporteur de I'lL-15 vers la surface daila [174] en prévenant sa dégradation [175]. Le
complexe IL-15/IL-15R, porté par la cellule productrice, peut alors stendes lymphocytes de
voisinage, a condition qu’ils expriment les sougtém IL-2/15F3 et y.. L'affinité du complexe
IL-15/IL-15Ra est si forte que cette liaison est fonctionnellenikéversible : le complexe peut survivre
a I'endocytose et se ré-exprimer ensuite a la serthe la cellule productrice [161, 173]. Le domaine

cytoplasmique de la chaine IL-18Ry'intervient pas dans la trans-présentation propré dite, mais il

permet le recyclage du complexe IL-15/IL-XbBt donc globalement sa persistance a la surf@&.[1
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Figure 11 : Le modele de trans-présentationa cellule dendritique produit conjointement I'll5 et la
chaine IL-15R qui s’associent avant I'exposition du complexa aurface. Le lymphocyte cible exprime
les deux sous-unités IL-2/1BRt i indispensables a la transduction du signal panttemise des Janus-
kinaseqd177].

Cette modalité de trans-présentation est un méoanimique a I'lL-15, et elle est particulierement
intéressante a considérer, étant donné que lessactimposants du récepteur ne sont autres que deux
chaines partagées avec le récepteur a I'lL-2. Bppart a une sécrétion cytokinique autocrine ou
paracrine conventionnelle, pour laquelle toutesheines réceptrices sont portées par la mémdegdtu
trans-présentation a l'avantage de permettre ustildition directe et sélective de la cytokine aux
lymphocytes cibles. Les dimensions d’environ 50e& dous-unités IL-2/19Rety, et 100-125 A pour le
complexe IL-15-IL-15R correspondent & la distance inter-membranaireedaymapse immunologique.
Dans ce contexte, I'affinité moindre du complexe2ll5R3 et y. pour I'lL-15 explique le caractere
réversible de l'interaction etmans toutefois suffisante pour délivrer le signal gmphocyte [161]. Ce
mécanisme de trans-présentation est actuellemesidésé comme essentiel dans I'action homéostatique
de I'lL-15 et le role qu'y assument les cellulesdetiques [178, 179]. L'étroite régulation permigar
ce mode de délivrance « synaptique » permettraiit@dr les effets délétéres qu’auraient des taes tr
élevés d’IL-15 soluble sur les lymphocytes [180helhutre possibilité de présentationtiems serait la
capture préalable de I'lL-15 soluble (sécrétée)yver cellule exprimant des chaines IL-t5iRoccupées.

Une réponse a la cytokine sous sa forme associte membrane plasmique est également

envisagée dans le cas des monocytes/macrophagésjtssi ceux-ci sont activés [159]. Ce mode

26



particulier d’expression de I'lL-15LSP a la memleapourrait expliquer les effets distinctifs des
monocytes/macrophages et des cellules dendritigueta réponse et le maintien des sous-populations
lymphocytaires T CD8mémoires [181].

Figure 12 : Résumé des modalités d’action de I'lL-Hssociée aux membranes de la cellule productrice,
schématisant a gauche la forme membranaire del3Lsur le monocyte/macrophage et a droite I'lL-15
combinée a la chaine IL-15RJl'une cellule dendritique. Une signalisation belitionnelle activant le
lymphocyte et la cellule productrice elle-méme pire induite, car la forme IL-15LSP de la membrane
du monocyte/macrophage ou le domaine cytoplasmigisivement long de I'IL-15&R pourraient
délivrer des signaux activateurs32].

2.2.4. Laréponse a I'lL-15 soluble

D’autres modalités de réponse a I'lL-15 sécrétémcden mode paracrine conventionnel, restent
toutefois possibles. Une premiere modalité esealine interaction eais, comme dans le cas de I'lL-2,
si le lymphocyte cible exprime lui-méme I'lL-18R En effet, la tige riche en proline - thréonine de
l'IL-15Ra et la flexibilité de la charniére permettent digler suffisamment le domaine sushi de la
membrane plasmique pour lui permettre de venirifkero> I'lL-15 posée sur les sous-unités IL-2/1BR
et y. également exprimées a la membrane du lymphocy8].[Lette possibilité d'interaction egis,
déduite de I'analyse cristallographique, vient diétérifiée dans le cas des lymphocytes T C8nains
[184]. Comme l'expression de la chaine IL-D6Bst trés inconstante a la surface des lymphodytas
moins par analyse immunocytométrique [185, 18@mpact de ce mode d'interaction en cis est

vraisemblablement limité.
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Figure 13 : Deux modalités d’interaction de I'lL-1§modélisée en brun) selon que la cellule réponeleus
(dont la membrane est figurée en bas) exprimeneaie (interaction en cis) ou non (interaction en
trans) la chaine IL-15R (modélisée en rouge).La flexibilité de la charriéie I'lL-15Ry est compatible
avec ces deux modalités. Dans les deux cas, lehlyeye cible doit exprimer conjointement les sous-
unités IL-2/15Rr et . [73].

En l'absence d’expression de l'lL-18Rpar le lymphocyte cible, I'lL-15 soluble peut serl
directement aux domaines fibronectine de type Hltandem qu’'exposent chacune des sous-unités
IL-2/15RB ety., mais compte tenu de leur affinité modeste, ulie téponse requiert une concentration
élevée (nanomolaire) de I'lL-15, et ne s’appliquend pas aux conditions basales d’homéostasie du
systeme immunitaire [154].

L'IL-15 soluble peut également se combiner a lan@rsoluble de I'lL-15R. Ces formes solubles
de I'lL-15Ra peuvent naitre d'un processus d'épissage ou pagel protéolytigue du récepteur a la
surface de la cellule productrice grace a la najteditéinase a domaine disintégrine ADAM17, laquelle
peut agir, que le récepteur soit ou non combin@_ab [187, 188]. Les complexes solubles circufant
exercent alors, selon la nature de l'isoforme [R&Smpliqué, des effets agonistes ou antagonistes, [16
183].
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Figure 14 : Les effets différentiels des isoformes solublesI'tie15R a. (a) Dans le contexte d'une
cellule exprimant a la membrane les trois chaine$3Ry, IL-2/15R8 ety,, la fixation et la signalisation
de I'lL-15 sont inhibés par les formes sIL-W68ushi incluant le motif de 13 aminoacides précédant le
domaine sushi, mais pas par les formes dépourveiesdlif (slL-15Rsushi). (b) dans le contexte d’'une
cellule n'exprimant pas la chaine IL-186R tous les complexes sont plus efficaces quelBllsoluble
seule. D’aprés Bouchaud et §l66].

En raison de limportance du mécanisme de transemtétion de [I'IL-15, I'expression de
I'IlL-15Ra a la surface d’une cellule ne peut étre corréléa éapacité de réponse a I'lL-15. En revanche,
comme la signalisation de I'lL-15 passe par le clex IL-2/15R3/y,, le niveau d'expression du CD122
est un meilleur indicateur de la capacité de répoaslIL-15. Les cellules T CD8 et tout
particulierement les cellules T CD&hémoires, les cellules NKT et les cellules NK sogites ayant les
taux les plus élevés d'expression de la chfiinee qui rend ces cellules particulierement seesibl
I'IL-15 [189].

Le dosage de I'lL-15 circulante est également tiletranfidéle du degré d’exposition a la cytokine
dans les conditions basales de I'homéostasie lynyhibe. Par contre des taux systémiques élevés
peuvent indiquer une production exagérée, notamoaamg un contexte inflammatoire [190] ou un défaut

de consommation en cas de lymphopénie.
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Figure 15 : Résumé des modalités d’action de I'IL-15 selon dléeagit associée a la cellule
productrice ou a distance de celle{di82].

2.2.5. Signalisation par le récepteur aprés engagem entde I'lL-15

L’IL-15 peut agir in vitro sur de nombreux types cellulaires, mais elle exeses fonctions

essentielles sur les cellules T CDRs cellules NK, les cellules NKT et les lymphtesyintra-épithéliaux
CD8aa de l'intestin.

L'utilisation des sous-unités IL-2/1FRety, explique les ressemblances fonctionnelles entrEsIL
et I'lL-2 pour permettre la survie (avec inductide BCL-2) et la prolifération des lymphocytes T
réceptifs. L'engagement de la sous-unité IL-2/A%Rtive la kinase JAK1 et celui de la chagpactive la
kinase JAK3, entrainant la phosphorylation des sttanteurs STAT3 et STATS5. Des cascades
transductionnelles complémentaires sont initiéeles que I'activation de kinases de la famille, $ac
voie Ras/MAP-kinase et la voie de la PI3-kinaseniveau des lymphocytes T réceptifs, I'lL-15 va don
permettre leur survie (avec notamment inductionBd@ -2) et leur prolifération tout en minimisant
I'érosion de leurs télomeres grace a I'activatieratélomérase [191].
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Les cascades transductionnelles induites par Bldépendent du type de cellule qui répond. Par
exemple, dans le lignage lymphocytaire T CDRs cellules effectrices, relativement éphémeres,
mobilisent moins la voie PI3-kinase/AKT impliquéand la survie que les cellules mémoires [192].

Dans le cas des monocytes, il semble qu'une sgatadn inverse soit également induite par la
forme membranaire de I'IL-15LSP, qui est alors pitusylée sur ses sérines et active les kinases
ERK1/2 et p38K, la GTPase Rac3 et la kinase d’ddhdscale (FAK) [156]. Ceci favorise I'adhésion et
la migration des monocytes et la production d’lLe6 de TNF. Des conséquences directes sur
’homéostasie des lymphocytes T peuvent égalementiéeouler, puisque I'lL-15 va promouvoir la
différenciation des monocytes en cellules dendrégy[193].

S’agissant des cellules dendritiques, qui exprinensous-unités IL-2/19Rety, et surexpriment
'lL-15Ra en réponse aux signaux de danger ou aux integfgname signalisation eds impliquant
I'lL-15 en mode autocrine ou paracrine contribukedr survie et leur maturation [164]. La chaine IL-
15Ru pourrait contribuer a la signalisation [176]. lésultat global est la surexpression des molécules d
CMH de classe |, du ligand de costimulation CD8etduction d’'IL-12 [163]. Cette signalisation
favorise donc la réponse des lymphocytes T Ch8tamment I'induction de la production d’intedésry
et leur polarisation Tcl [194, 195].

3) Contribution des cytokines homéostatiques au _maintien _ou _au

rétablissement de ’lhoméostasie des cellules T

Préserver ’hnoméostasie des cellules T conventi@me’est parvenir & maintenir I'équilibre entre
quatre populations lymphocytaires T aux propridétéstionnelles et de domiciliation bien différentes
les cellules T naives, CD4t CD8, et les cellules T mémoires, CDdt CD8. Pour cela, deux cytokines
homéostatiques principales, I'lL-7 et I'lL-15, qudnt pouvoir agir grace a une production a I'étasd
pratiguement diffuse a I'ensemble de I'organismeur.champ d’action, la survie et la prolifératiozsd
cellules T matures, doivent pouvoir s’exercer ddéf@ment selon I'état de réplétion du compartiment T
périphérique et selon la durée de vie et I'étahgégement dans le cycle de chaque catégorie ddesell
T.

Ainsi, pour chaque cellule, les effets des cytokiheméostatiques sont directement corrélés a leur
disponibilité dans le microenvironnement hébergdantcellule T, au degré d'expression de leurs
récepteurs et le cas échéant aux autres signgorésence.

Avec bien évidemment des différences liées a lamaractéristiques fondamentales, on peut
globaliser les capacités d’action des cytokined kt IL-15 sur, d'une part les cellules T CDet CD8
naives, et d’autre part sur les cellules T mémoiPesir ces deux groupes cellulaires, les effetdld&
et I'lL-15 seront directement corrélés a leur coraion respective, elle-méme dépendante de ldgat

réplétion du CPLT mais aussi de I'état inflammaga@u non du microenvironnement.
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3.1. Le réle de I'lL 7 dans le maintien homéostatiq ue des cellules T
naives

A I'état basal, les cellules T naives sont desutadl qui se doivent d’étre quiescentes mais pas
inertes. Elles doivent pouvoir en permanence scaariee contenu peptidiqgue des molécules
d’histocompatibilité des cellules présentatriceantigenes professionnelles, sans s’activer aprées la
reconnaissance de peptides du «soi» vis-a-vigjueéés leurs récepteurs clonotypiques ont été

sélectionnés lors de leur éducation dans le thymus.

Cet état métastable leur est conféré par une esggétroite en signaux de survie, délivrés
a minima pour maintenir tout leur potentiel prolifératif. Feur surface, on trouve les récepteurs
clonotypiques, les récepteurs de costimulation G228 molécules de domiciliation CCR7 et CD62L
pilotant leur transfert régulier dans les organyesphoides secondaires, des récepteurs pour I'lleid b
exprimés, mais une expression faible ou absenk® cleaine IL-2/15R. Cette mosaique membranaire est
en parfaite adéquation avec les éléments du micir@m@mement que rencontre régulierement une cellule
T naive en dehors de toute exposition de l'orga@ismun xénoantigéne : des cellules dendritiques
interdigitantes enchassant dans leurs moléculeCMiH un peptide du « soi» capable d’engager
guelques uns de leurs récepteurs T, et de I'lLeTésée localement, mais en quantité limitée, taqdes
I'IL-15 est également trans-présentée par les leslidendritiques.

Dans les conditions physiologiques, les signaunlt@st de I'engagement du T@R et de I'lL-7
assurent la survie prolongée des cellules T naiweais sont insuffisants pour déclencher leur
prolifération intense [196, 197], et le phénotypemmbranaire reste inchangé. Aucune costimulatiostn’e
apparemment nécessaire, puisque des cellules T*COD5°Y CD28°% CTLA-4" sont capables de
prolifération homéostatique [198]. Il s’agit don@ét d’'une survie entretenue par ces deux types de

signaux, avec auto-renouvellement par division apigue.

Le role irremplacable de I'lL-7 pour assurer le nten du compartiment naif est validé par de
nombreux travaux expérimentaux. L’injection d’antigs monoclonaux pour neutralisgécifiquement
I'IL-7 entraine une lymphopénie sévdid9-202] De méme, on observe, aprés transfert a des animaux
IL-7 déficients en IL-7, la disparition progressides cellules T naives, qui ne survivent que qeslqu
semaines [203].

Les souridL-15"" ont par contre des cellules T naives, quoiqu’enbre diminué, et les cellules T
CD8' naives proliférent plus lentement en cas de teanafloptif & des sourls-15"" par rapport & des
souris de type sauvage [167]. Ainsi, contrairenzehlL-7, I'lL-15 n’est pas cruciale pour la survies

cellules T naives. Comme la plupart d’entre-ellexprime pas ou tres peu la chaine IL-2/B5Reffet
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modeste de I'lL-15 est sans doute indirect ou détaaprés que I'expansion ait été initiée par igsasix

conjoints du TCR et de I'lL-7 pour leur permettraatjuérir la chaine IL-2/15R[204].

L’absence de I'un des deux signaux de survie camgiioibalement a I'apoptose des cellules T naives,
qui ont donc une double compétition a mener pouoriae [205, 206]. La compétition pour un nombre
limité de ligands CMH/peptide du « soi » contribag maintien de la diversité du répertoire des
cellules T naives [207], et la faible quantité dildisponible a I'état basal, au regard de I'aboedades
cellules T, régule étroitement la taille du comjpaent, en placant les cellules T naives en sitnati®
compétition altruiste vis-a-vis de I'lL-7 [123].

La contribution relative des deux types de signeanke selon le degré d'affinité des clones [208] et
selon I'abondance des complexes CMH/peptide redssalales par les récepteurs T des lymphocytes qui
vont proliférer [209-212]. Cette dualité permetsaigue des taux élevés d'IL-7 puissent compenser un
tres faible affinité du TCR [211, 212] et, récippement, que les clones les plus affins persistierst p
facilement que des clones moins affins [213].

Pour les mémes raisons, le répertoire potentielrdesgrants thymiques récents qui ensemencent le
CLTP sera trés vite réduit a ceux des clones quigranent a se maintenir face a leurs congénetgs [5
ce processus étant évidemment prédominant duralgrieer trimestre de la vie intra-utérine et lesian
qui suivent la naissance [214]. De méme chez ltadylisqu’au moins la sixieme décennie, le nombre

absolu des lymphocytes T naifs est réduit, maiersité de leur répertoire est préservee [65].

3.2. Modes daction de [IIL 7 dans le contrble de | ’expansion
homéostatique des cellules T naives

Apres une déplétion intense du compartiment lymptaiie, chez la souris comme chez I'Homme,
I'expansion homéostatique périphérique (égaleménbuhmée prolifération induite par la lymphopénie)
joue un rdle majeur dans la reconstitution préctgeCLTP et cette voie prédomine de nombreuses

années quand la fonction thymique est défaillante.

3.2.1. L'effet prolifératif de I'lL-7 & concentrati  on élevée

En cas de lymphopénie, la diminution du nombre dkules T entraine une diminution de la
consommation de I'lL-7 et accroit de ce fait ladigponibilité de I'lL-7. Exposées a I'lL-7 a pluerfe
concentration, les cellules T résiduelles consoninfeercytokine et proliferent grace a I'engagement
conjoint de leur récepteur clonotypique. Dans aaxditions, les complexes CMH-peptides du « soi »
deviennent mitogeniques, et durant leur expansésncellules acquiérent un phénotype analogueta cel

des cellules T mémoires centrales [215].
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Cette double exigence se vérifie vitro chez I'Homme, puisqu’en I'absence d’engagement du
récepteur TCRB, un mélange d’IL-7 et d’IL-15 s’avere inefficac®yy induire la prolifération des
lymphocytes T CDZ4ou CD§ naifs [186].

Au niveau des signaux délivrés, I'impact de I'lLsdr le facteur de transcription FOXO1 semble
essentiel pour le maintien et I'expansion homémgtatdes lymphocytes T naifs [121, 124]. Les voies
transductionnelles induites directement par I'lils@nt complétées grace a I'engagement du TCR, qui
permet I'activation de la cascade des kinases BRKspensable pour induire la prolifération celitda
[73] ainsi que I'ajustement de la réponse a I'llgiface a un meilleur couplage a la PI3-kinase [132]

Des mécanismes de rétro-contrble négatifs s’exerqaour éviter une expansion
lymphocytaire incontrélée: quand les taux plasmegggsont élevés, la transcription du gene de
I'IL-7 par les cellules stromales diminue. Ce psmes est altéré chez les souris IC7Bui ont
des taux d’IL-7 circulante augmentés d’'un factevetlus de transcrits de I'lL-7 que ceux

présents chez des souris RAG

3.2.2. Une expansion relativement moindre des cellu  les T CD4" naives

De maniere surprenante, cette reconstitution laifiar prolifération de cellules T matures ne ritab
pas I'équilibre entre les populations T CDet CD8 car, comparativement aux cellules T CD&ives,
les cellules T CD% naives ont une expansion beaucoup plus limitées dam environnement
lymphopénique. Cette réponse discordante aboutiteareconstitution immunitaire déséquilibrée, avec
une inversion prolongée du rapport CD4/CD8. Legbasoléculaires et cellulaires de ce phénomene ont
été récemment décortiquées et suggeérenin givo, la prolifération homéostatique des cellules T CD4

s’opére au sein d’'une niche trés spécifique, peéien situation de lymphopénie sévere.

La faible réponse proliférative des cellules T CDdives en dépit de taux élevés d’IL-7 systémique
n'est pas liée a un défaut d’expression du réce@dlL-7 ou de phosphorylation de STAT5, qui est
comparable a celui des cellules T CD#h présence de concentrations limitées d’IL-7 tduex d’IL-7
lui-méme ne peut étre considéré comme un facteutalt cette expansion : I'injection de fortes dose
d’IL-7 recombinante renforce la survie des cellile€D4 mais ne permet pas d'initier leur expansion

homéostatique plus intense [144].

En revanche, les sources d’'IL-7 apparaissent jonaile critique dans la capacité a déclencher ou
non I'expansion homéostatique des cellules T CA4CDS. Alors que I'lL-7 est produite principalement
par les cellules stromales et en moindres quanpiéédes cellules dendritiques, de facon surprenant
'augmentation du nombre de cellules dendritiquegnudn vivo apres traitement par le ligand de Flt3)

déclenche une forte expansion homéostatique diegeseT CD4 mais pas des cellules CD8
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Par une série d'expériences réalisées chez dess sgumphopéniques et possédant différents
chimérismes pour leurs cellules sources d’IL-7quige de Guimond et coll. [94] a déterminé l'infhoe
de la source cellulaire productrice d’IL-7 sur kpacité d’expansion homéostatique des cellules #CD
ou au contraire son blocage. Quand seules ledeetromales produisent de I'lL-7, seules lesutedl T
CD8" s’expandent. A linverse, quand les cellules djové médullaire (probablement les cellules
dendritiques) sont seules a produire I'lL-7, leflubes T CD4 proliférent préférentiellement. Ainsi,
I'IL-7 produite par les cellules dendritiques edadois nécessaire et suffisante pour piloterpaxsion
homéostatique des cellules T CDtandis que I'lL-7 produite par les cellules stades entraverait cette
expansion.

Pour vérifier que cette prolifération des cellule<CD4 résultait bien d’'une stimulation par des
complexes CMH-peptide du soi en présence d’IL-hat pas d'une stimulation par des antigénes de
I'environnement et tout particulierement ceux ddldae intestinale, les résultats ont été validas Il
transfert de cellules T CD4ransgéniques pour un récepteur spécifique déid@ame mineur de H-Y a
des souris sauvages femelles. L'IL-7 d’origine istate a un effet délétere sur I'expansion homéaogtati
des cellules T CD% elle-méme soutenue par I'lL-7 produite par lebutes dendritiques. Cet effet est
aboli dans un modéle de souris receveuses chingéridont les cellules dendritiques sont déficieates
IL-7Ra ou STATS.

Ainsi, de fortes concentrations d’IL-7 exercenteffet inhibiteur sur les cellules dendritiques, gui
pour conséquence une expression diminuée des nedéClViH de classe Il mais aussi une diminution de
la production d’IL-7 par ces cellules. Par cettedle régulatrice négative déclenchée par des tawés
d’IL-7, les cellules dendritiques auraient alorss deapacités limitées de présentation d’antigene.
L'interaction entre cellules dendritiques et calklT CD4 pourrait aussi étre perturbée par la baisse
d’expression de la molécule CD4 et de I'lL<'Rbservéen vivo en présence de fortes concentrations de
I'lL-7. Ceci est d’autant plus probable que I'expam homéostatique des cellules T C¥ige une
production locale d’IL-7, par les cellules dendyites elles-mémes, qu’elles scannent en permanersce |
de leurs passages dans les organes lymphoidesaddgdes murins vérifient, en effet, que I'expansion
homéostatique des lymphocytes T CD4 lieu dans le cortex profond des organes lymm@soid

secondaires [216].

Au total, en situation de lymphopénie séveére, Vétion des taux d’IL-7, engendrée surtout par sa
non-consommation, entraine I'expansion homéostatides cellules T CD8naives et la survie des
cellules T CD4 naives. Dans le méme temps, cette augmentatiotades!’IL-7 bloquerait relativement
I'expansion de ces derniéres en agissant sur Ikslese dendritiques pour diminuer leur capacité

d’interaction cognitive et limiter ainsi I'expansiales cellules T CO4aives.
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3.3. Le rble des cytokines homeéostatiques dans 'ho  méostasie des
cellules T mémoires

La durée de vie inter-mitotique des cellules T miéewoest relativement courte, leurs exigences en
signaux de costimulation sont moindres et, de maraéiendue, leurs exigences en signaux de suevie n
sont pas exactement les mémes que pour les celluladres.

En effet, contrairement aux cellules T naivesjdaa cognitif n’apparait pas aussi critique paur |
survie des cellules T mémoires, et I'expressiomdIMH allogénique, incapable d’assurer le maintien
des cellules naives, peut suffire & préserver dngia persistance du compartiment mémoire [218].21
Ce sont donc les cytokines homéostatiques qui @ctupne place de choix dans 'homéostasie des
cellules mémoires, avec des différences selon ‘guecbnsidére les populations T mémoires CDd
CDS8’, le maintien en situation basale du compartime@mpire ou I'expansion homéostatique

périphérique en situation de lymphopénie.

Dans les expériences de transfert adoptif de eslllil mémoires CD4ou CD8 a des receveurs
déficients en molécules de CMH de classe | ou dssel Il, les cellules transférées vont persistais m
elles ne se divisent peu ou pas, suggérant qugagament de leur TCR pilote plus I'expansion que la
survie proprement dite [218-221]. Il en est de mé@mes ablation de leur TCR [222].

Les populations T mémoires CD4pparaissent, dans ces modéles, plus dépendaetes d
possibilités d’engagement de leur TCR que les @bjouis T mémoires CD8223]. Seddon et coll.
confirment ces observations en montrant que leasifiCR n’'est pas rigoureusement nécessaire au
maintien du compartiment de cellules T CD#émoires, pourvu que la capacité de production des
cytokines homéostatiques soit préservée. Il coefiamsi I'idée qu’'une compensation est possible, au
moins a court terme, entre les deux types de sigfi224]. En I'absence de possibilité de contact
TCR/CMH/peptide chez des receveurs invalidés pesigénes de classe Il du CMH, les cellules T TD4
meémoires ont cependant un profil modifié d’expressies géenes de survie et du métabolisme [223].
Dans ces mémes conditions, les cellules T Tidmoires ont des capacités fonctionnelles limigres
réponse a leur xénoantigene nominal injecté en mémes que des cellules présentatrices normales,
CMH" [225]. La disparition a terme des cellules T mée®iCD4 rendues incapables de transmettre un
signal via leur TCR ne peut étre compensée papdisition a des taux élevés d’'IL-7 [226]. L'absedee
possibilit¢ d’engagement du TCR par les lymphocyfe€D8 mémoires conduit également a des

altérations fonctionnelles, voire a long termegur disparition progressive.

En situation de déplétion, la présence de xéngamtis spécifiques peut contribuer a déclencher la
prolifération des cellules T mémoires. Il s’agittgarticulierement des antigénes de la flore fintale
non pathogens. L'expansion homéostatique est, fet, @lus limitée si les receveurs lymphopéniques
sont hébergés en conditions gnotobiotiques [227. IBbsence de stimuli xénoantigéniques, le

déclenchement de I'expansion homéostatique desle®IlT mémoires est piloté conjointement par les
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interactions a bas bruit du TCR avec les peptides soi » et les signaux des cytokines homéosesiqu

qui prennent alors toute leur place [227].

En situation basale, la réponse aux cytokines hetatiques pourrait suffire a assurer la survie des
cellules T mémoires avec une prolifération a bastt®l, 156], mais s’avérerait insuffisante pour
permettre leur maintien a long terme, qui requiertgagement itératif a bas bruit du TCR, au maiass

le cas de la population CD4

3.3.1. Les cellules T CD4 " mémoires : réle majeur de I'lL-7

La plupart des cellules T CD4némoires exprime fortement la chaine ILe7Rwtorisant I'lL-7 &
exercer son role prédominant dans leur persist@@fe 228]. L'IL-15 peut toutefois suppléer a I'ainse
d’IL-7 [229]. De plus, lors d’'une déplétion en cadls T CD8 et NK, cellules les plus consommatrices
d’IL-15, la disponibilité accrue de I'lL-15 augmensa capacité a induire la prolifération homéagtiati
des cellules T CD4mémoires.

Chez I'Homme, la survie de la sous-population lyopfaire T CD4 mémoire centrale et sa
résistance a I'apoptose bénéficient des effetsargawnts du signal cognitif et du signal IL-7, coisdnt
a la phosphorylation de STATS et FOXO3a [230].

3.3.2. Les cellules T CD8 * mémoires : réle de I'lL-7 et de I'lL-15 selon
I'expression ou non de la chaine IL-2/15R 3

Comparativement aux populations naives, les pdpogi CD8 mémoiresont une réactivité
étendue aux différentes cytokines homéostatiquesamment grace a la chaine IL-2/15Rui est
fortement exprimée sur les cellules T CDB8émoires les plus différenciées [189], alors queHaine
IL-7Ra reste exprimée sur la plupart des cellules mém@iR4 comme CD8.

In vitro, chez 'Homme, I'exposition des lymphocytes T CDBémoires a un mélange d’IL-7 et
d’IL-15 entraine leur prolifération, avec la ped&xpression du CCR7 par les cellules COBy et
I’émergence progressive du phénotype de differépaigerminale [186]. L’effet de I'lL-15 sur la seu
population CD8CCR7*CD122°"CD127%"" (Tey et Trp) purifiée a été vérifién vitro, I'lL-15 induisant
leur survie et leur prolifération, notamment pantremise de la voie PI3-kinase/AKT [231]. Ceci
n'exclut pas que les cellules T CD&émoires puissent répondre a I'll-15, au moinsgua taux d’IL-7
est élevé [232].

Comparées aux cellules T CD4némoires, les cellules T CD8némoires ont de ce fait des
exigences globalement différentes, en adéquatiea &urs territoires de domiciliation. Au sein de |
population T CD3, les cellules mémoires centrales sont abondatatedis qu’au sein de la population T

CD§', les cellules mémoires effectrices et les effasteéarminaux prédominent. Ces différentes sous-
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populations n’'occupent pas les mémes niches, préfélement les organes lymphoides secondaires
pour les cellules dy, mais aussi les tissus et organes non lymphoiolesles cellules dy et Trp. Selon

leur nature, lymphoide ou extra-lymphoide, ces eschélivrent aux lymphocytes qui y résident des
signaux particuliers [233]. Il existe ainsi uneatele concordance entre les exigences en cytokines
homéostatiques des cellules mémoires, I'expresigrécepteurs correspondants et 'abondanceveelati
de ces cytokines dans I'environnement dans ledied évoluent. Ces différences de distribution dans
I'organisme rendent le maintien des cellules T CD&moires globalement moins dépendant de
l'intégrité des organes lymphoides secondaires][234

Pour le développement et le maintien de la pomnathémoire T CD§ fortement au contact des
tissus et organes non lymphoides, I'lL-15, dontdesrces principales sont les cellules épithéljdees
fibroblastes, les monocytes/macrophages et lesileglldendritiques, est ainsi la cytokine de choix.
Effectivement, le transfert de cellules T CD&émoires & des receveurs ILZ1%ntraine la réduction
sélective des sous-populations qui expriment foetrgn€D122 [153] et, réciproguement, la transgénose
IL-15 entraine la prolifération massive du contimg€D122" [180]. Le role de la transprésentation par
I'IL-15Ra est souligné par le phénotype des animaux inalidéez qui les cellules T CBBD122°"
sont quasi-absentes [167].

En situation physiologique, I'lL-7 serait davantagepliquée dans la survie que dans la
prolifération basale de la population mémoire T CDparticulierement des sous-populations qui
n'expriment pas ou peu la chaine IL-2/J5R35, 236]. L'IL-7 peut cependant permettre I'erpin des
cellules T CD8CD122°": celles-ci proliférent chez des hétes ILZ1%u IL-77-, mais non chez les
receveurs invalidés pour les génes des deux cysKRP21]. La survie des clones T Chifectifs pour
le génelL-7RA est cependant compromise apres transfert chelaédes en situation non inflammatoire,
témoignant d’'un effet non redondant de I'lL-7 sarrsurvie, au moins quand les taux d’IL-15 sont dans

leurs limites physiologiques [237].

3.3.3. L’expansion prédominante des cellules TCD8 * mémoires

Etant principalement IL-7-dépendantes, les celllle€D4 mémoires subissent, comme leurs
homologues naifs, une entrave a leur expansionepagffets régulateurs de taux élevés d’IL-7 sar le
cellules dendritiques. De plus, le contexte inflastwmire favorise la production accrue de I'lL-15 geut
concourir a I'expansion relativement plus intensecompartiment CD8mémoire, d’autant qu’il est

globalement plus réceptif & cette cytokine.

En présence de taux élevés de cytokines homénpstatiles clones lymphocytaires T mémoires
qui ont une affinité particulierement élevée paicomplexe CMH/peptide, gu'il s’agisse de peptides
« soi », de la microflore intestinale ou de patmagelatents, se trouvent avantagés pour s’expatahe

le CLPT. Ce mécanisme compétitif peut rendre cordptearactére oligoclonal prédominant au sein des
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sous-populations mémory-like les plus différencid@®45RA" et CD28%% fréquemment observé durant

la période de reconstitution immunitaire aprés lgopenie [36, 238].

3.4. Les autres cytokines contribuant a I'hnoméostasie du CLTP

Les autres cytokines ont une contribution beauqolug limitée en situation physiologique, en
partie parce que certaines d'entre-elles ne sost qua peu produites de fagon constitutive, mais
principalement durant les réponses immunitairasgires ou secondaires.

L'IL-2R a est rapidement mais transitoirement augmenté aprésctivation des lymphocytes T et
I'IlL-2 contréle leur expansion clonale, mais actmiisuite leur susceptibilité a I'apoptose, et sile
homéostatique est essentiellement ciblé sur ldslel T régulatrices naturelles. Cependant, I'lL-2
confere un avantage de survie aux lymphocytesapagperont a la contraction clonale [239]. Une form
particuliére d’expansion homéostatique a égaler@gnobjectivée, dans laquelle les lymphocytes T'CD8
murins proliferent sous l'action conjointe de I'é&éion des taux d’'IL-2 et d’IL-15n vivo, & condition

que les molécules du CMH soient présentes cheirm&rj240].

L’interleukine-21 (IL-21) est produite principalentepar les lymphocytes T activés, les cellules
NK et les cellules dendritiques. Son récepteur @sska chaine commung, et la chaine spécifique
IL-21R, laquelle est largement exprimée sur lesplyotytes T et B, les cellules NK, les cellules
dendritiques, les fibroblastes et les celluleshéidles. L'IL-21 contribue & la survie des lympites T
matures qui expriment I'lL-21R. Dans un modele imuinvalidé pour I'lL-21R, on observe une
paradoxalement une hyperlymphocytose et une réuucte la prolifération homéostatique, ce qui
suggeére un effet régulateur négatif de I'lL-21 [R4leffet de I'lL-21 semble toutefois étre dépendau
bruit de fond génétique et du contexte cytokiniqud.-21 seule n‘augmenterait pas la prolifération
cellulaire, mais agirait de maniere synergique dV¥e€l5 pour potentialiser I'expansion essentiatient
des lymphocytes T CD8et leur production d’'IFN-[242]. L’association IL-21, IL-15 et IL-6 pourrait
méme induire la prolifération des lymphocytes T8CBaifs murins en I'absence d’engagement du TCR
[243]. Chez 'Homme, I'lL-21 maintien in vitro lausvie des lymphocytes T CD4aifs [244] et agit en
synergie avec I'lL-15 sur la survie de la sous-pation lymphocytaire T CD&D28" [245], en accord
avec l'effet reconnu de I'lL-21 pour maintenir lignession du récepteur CD28 par les cellules T'CD8
[246].

La lymphopoiétine du stroma thymique (TSLP) a comméeepteur un hétérodimere utilisant la
chaine IL-7Rx qu'elle associe a sa chaine spécifigue (TSLPRE Rburrait exercer un role dans
I'noméostasie de la population lymphocytaire T CDdians la mesure ol les souris invalidées pour le
geneTLSPRont une capacité réduite de reconstitution du CapEes irradiation subléthale, tandis que

linjection de TLSP & des souris lymphopénique8RG’ améliore le développement des cellules T
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CD4" [247]. Un transgeéneTLSP permet également de corriger I'absence de dévetoppt des
lymphocytes T des sourls 77~ [248]. Les lymphocytes T CD8nurins peuvent exprimer le récepteur
TLSPR et la cytokine promeut leur survie, sansetfmig agir réellement sur I'expansion homéostatique
de ces cellules, peut-étre parce que, contrairemgiht-7, la TLSP n’active pas la kinase JAK3 etige
donc moins le transducteur STAT5 [249]. Chez I'Hoepran rapport récent signale I'expression de la
chaine spécifigue TSLPR et un effet de potentiadisade la réponse des lymphocytes T CRdtivés
[250]. L'effet de la TLSP sur I'expansion homéospaé de la sous-population CD4cy serait
cependant principalement indirect, par I'entrentes cellules dendritiques, beaucoup plus réactaes
exprimant mieux le TLSPR [251].

L'effet des interférons sur la survie des lymphesyfT CD8 est essentiellement indirect, par
induction de la production et de la trans-présentad’IL-15 via I'IlL-15Ra, notamment au niveau des

cellules dendritiques et dans les tissus périphésdq

De méme, l'effet de I'lL-12 est surtout indirect’agissant des lymphocytes T CD8& cytokine
serait impliquée dans la modulation d’expressiofadehaine IL-7R et la chaine IL2/15R[252].

Enfin, la chimiokine CCL21 contrble I'expansion héostatique des cellules T CD4ans doute
grace a son effet sur la domiciliation de cellegams les organes lymphoides secondaires danslesqu

se trouvent les niches de survie pour les lymplescygcirculants [253].

Par contre, le facteur de croissance transfornT@BE{3) exerce un effet antagoniste des cytokines

homéostatiques et réprime tout particulieremenpkmsion homéostatique des cellules T C[284].

Quelque soit leur mode d’action, paracrine ou partact, les cellules T régulatrices naturelles
CD4'CD25°"FOXP3 peuvent exercer leur effet inhibiteur en limitéiakpansion homéostatique [255].
Toutefois, n'exprimant pas I'lL-7&, leur expansion homéostatique éventuelle n'estepaphase avec
celle des lymphocytes T conventionndls.vivo chez I'Homme, I'administration d’IL-7 recombinante
entraine en effet une diminution relative de leprésentation au sein de la population lymphoaytair
CD4' [144].

3.5. En conclusion, on peut discerner deux composantes d ans
I’'hnoméostasie globale du CLTP toutau longdelavi e

Le rble des cytokines homéostatiques apparaitpedisable pour assurer la survie des lymphocytes
T périphériques, I'lL-7 exercant un rdle prédomingour la population naive, I'lL-7 et/ou I'll-15
contribuant plus ou moins a la survie des cellatgsnoires selon leur degré de différenciation etsleu
possibilités de domiciliation dans les compartirsepériphériques lymphoides ou non lymphoides de

'organisme.
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Le partage de la chainge (et pour I'lL-15 de la chaine IL-2R2/8p entraine évidemment une
certaine redondance des effets des autres cytoWingsi peuvent donc compléter et moduler les effets

des cytokines homéostatiques constitutives.

Naive CD4* cD8*

IL-7R

Survival
Ag-specific
activation

Survival
Ag-specific
activation

Memory cD4* cDs*

Survival
Homeostatic
proliferation
Ag-specific
activation

Survival
Homeostatic
proliferation
Ag-spacific
activation

Figure 16 : Rdle des cytokines homéostatiques dans la surviel'@tpansion induite par la
lymphopénie comparant les populations naives, qui exprimemhiaine IL-7R et les cellules mémoires,
guand celles-ci ont acquis I'expression de I'ILBRB (les cellules mémoires CD8Tgy et Trp
principalement) ; I'lL-15 pilote alors principalemé 'expansion homéostatique de ces cellules. Dans
cas du maintien des populations activées convemtitement par leur antigéne spécifique, le réle de
I'IL-7 concerne essentiellement la survie des ¢eflau décours de cette étape d’activatja®7].

Les cellules T naives ont une tres longue persistariermitotique, alors que les cellules mémoires
se divisent plus fréqguemment, indépendamment dkcitdlons xénoantigéniques décelables. Ces
divisons itératives assurent I'auto-renouvellenda® sous-populations naives et mémoires. Danstce bu
I'engagement itératif du récepteur TE@R est plus ou moins strictement requis selon les ébesd
expérimentaux étudiés.

Au-dela de la nature du peptide antigénique « smi x non soi » et du contexte, inflammatoire ou
non, qui s’y associe, I'étude comparative de I'eigian clonale induite par une stimulation
immunogénique optimale et de I'expansion homéagtatiinduite par la lymphopénie révele une
différence notable :

- Dans le premier cas, la prolifération obéit audgie classique dit « autopilote », pour lequel la
variabilité¢ dépend du temps mis par le lymphocytécdique pour franchir le seuil de compétence
(transition @/G1). Mais une fois la compétence acquise, (au mours) mitose survient, modéle
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déterministe conforme compatible avec les donngeardiques acquises grace a I'imagenievivo des
événements se déroulant dans I'organe lymphoiddrgirie I'immunogéne.

- Au contraire, la prolifération des cellules naviaduite par la lymphopénie est mieux décrite Ipar
modéle stochastique de Smith-Martin, selon lequehmt un intervalle de temps donné certaines esllul
vont se diviser et d’autres non [256]. Cette valiighbd entrée ou non en cycle pour chaque lymphecy
individuel dépend de plusieurs contraintes: I'ergagnt ou non de son TCR par le complexe
CMH/peptide du « soi », la biodisponibilité desatyhes homéostatiques et le stade ou est la celarie

sa dynamique « altruiste » d’expression/répressiorrécepteur a I'lL-7 face aux autres cellules en
compétition.

- Rappelons a cet égard que I'lL-7 n'agit pas deigra autocrine et que, contrairement a I'expansion
homéostatique, I'lL-7 n’est pas requise pour lgrses primairem vivo [235]. De plus la chaine IL-
7Ra est réprimée durant la réponse primaire, qui @&dacchaine/c a d’'autres récepteurs de cytokines
de croissance. Enfin, 'expansion homéostatiqu@lestou moins rapide chez I'animal receveur, reais

tout cas moins « explosive » que I'expansion clemaduite par un immunogeéne puissant.

Face a une biodisponibilité accrue des cytokingadustatiques, les lymphocytes en situation de
compétition favorable ont un avantage de survideeprolifération sur les autres cellules, ce quitpe

compromettre I'efficacité de I'immunité anti-inféetise (primaire ou anamnsestique) [257].

L’expansion induite par la lymphopénie peut aussifonction de la dominance des clones et de
leur avantage sur les cellules T régulatrices CI¥¥2favoriser I'émergence de réponses alloréactives
[176, 258-260], antitumorales [261, 262] ou autoumes [263-265]

4) L'impact des cytokines homéostatigues apres l'allogreffe _de cellules

souches hématopoiétiques (CSH)

Les mécanismes homéostatiques sont fortement igkdliapres allogreffe de CSH. En effet, le
conditionnement pré-greffe entraine une déplétidanise voire totale du compartiment lymphocytaire
périphérique. Le greffon non manipulé apporte dgsphocytes assurant la premiére étape de
repeuplement du CLPT, avant la reconstitution beap@lus tardive d’'un compartiment lymphocytaire
naif opérationnel, en fonction des capacités dmtippiese du receveur.

A ce titre, les allogreffes de CSH constituent chdamme un modéle d'étude de la reconstitution
du CLTP apres lymphodéplétion. Dans le cas le fokkguent ou l'allogreffe de CSH est pratiqguée pour
compléter le traitement d’une hémopathie malighiauit tenir compte du fait que le contexte alldgée

et les cellules tumorales résiduelles entrainesipdeticularités notables par rapport aux autogseff
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4.1. Les lymphocytes transférés sont confrontés dan s le contexte de
I'allogreffe a des molécules étrangeres, différente s du «soi» du
donneur qui a régi la sélection négative de ses cel lules T.

Si les complexes CMH/peptide « non soi » vis-aedsquels les lymphocytes T du donneur n’ont
pas été expurgés, sont nécessaires a I'expansin@dstatiques des cellules T transférées ; ils aosgi
susceptibles d'influencer les modalités de I'expamfioméostatique elle-méme. Ce role de pilotage de
I'expansion est analogue a celui des composanta decroflore digestive révélé par comparaison des
animaux lymphopéniques hébergés en conditions piatigues ou non [227]. En fonction de l'affinité
propre de chaque lymphocyte T du donneur pourdegptexes CMH/peptide « non soi » exposés dans
le compartiment périphérique du receveur et deidaigponibilité des cytokines homéostatiques, il
pourra en découler un avantage compétitif pouagertlymphocytes issus du greffon.

L'expansion homéostatique périphérique permet gmphocytes greffés qui ont la spécificité
adéquate datteindre une taille clonale suffisaptar étre & méme de développer une réponse
alloréactive vis-a-vis de I'h6te et/ou des cellulesiorales résiduelle§’agissant des cellules T CD4+
initialement naives, I'lL-7 permet en outre de peéparer a produire de I'interférgnf266]. Cet effet
potentialisateur de I'expansion homéostatique périgue explique qu’une réponse alloréactive du
greffon contre I'h6te aigué puisse s’observer aprésallogreffe familiale HLA-identique apportamteu
trés faible quantité de cellules T (1 /@) [267]

Le contexte inflammatoire péri-transplantation véec les conditions favorables a I'expression de
'immunogénicité des alloantigenes et antigénesotamnx, en induisant la maturation des cellules
présentatrices des complexes CMH/peptide « nom».stie contexte inflammatoire est, de plus,
susceptible de retentir sur la production des dgtsk homeéostatiques. C’est particulierement ledeas
I'IlL-15, dans la mesure ou les cellules dendritgjpeuvent trans-présenter I'lL-15 et ou la producte
cette cytokine est augmentée par les signaux dmged » convergeant sur la voie KB-[163, 268,

269], comme précisé précédemment.

Les modéles expérimentaux ont parfois amené a aénesi que les capacités fonctionnelles des
cellules « memory-like » issues de I'expansion hostetique périphérique pouvaient avoir des capacité
fonctionnelles moindres que celles des «vraieshules mémoires restimulées par un rappel
antigénique. S’agissant des cellules T CD8ur capacité fonctionnelle dépendra en fait’dielé que
leur apportent les cellules T CD4onjointement en voie d’expansion. Cette coop@matiéprime
l'impact régulateur qu’exercerait en son absenceigend pro-apoptotique (TRAIL, tumor-necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) sur leButes T CD8 en expansion [270]. L'effet de cettte
coopération a été vérifie dans un modéle murirralesplantation. L'aide délivrée par les lymphocytes

CD4' permettant d’induire des lymphocytes T cytotoxigatoréactifs parfaitement opérationnels [271].
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De plus, chez 3 receveurs en rechute de leucémidordg chronique apres avoir recu une allogreffe
familiale dépétée en cellules T, l'injection de fymocytes T CD4du donneur a permis d’obtenir une
rémission cytogénétique associée a I'émergence/mdphiocytes T CD8cytotoxiques alloréactifs, au
prix d’'une maladie du greffon contre I’h6te chaml'des patients [272].

Enfin, 'administration d’IL-7 recombinante cheHbmme permet I'expansion des lymphocytes T
CD4' et CD8 conventionnels, avec une expansion relativemehtite des cellules T CD4égulatrices

[144, 273], ce qui peut également contribuer a oroir les réponses alloréactives.

Du point de vue immunologique, la réussite dedgileffe de CSH pour hémopathie maligne est
influencée d'une part par la prise de greffe, pétane la réduction progressive du déficit d’'immaeénit
anti-infectieuse consécutif a l'aplasie éventuadtea la lymphopénie. D’autre part, I'évolution des
allogreffes est dominée par les effets bénéfiquesabastes de I'alloréactivité.

L'objectif thérapeutique historique était d’obtelhdr reconstitution de I’hématopoiese, abolie ou
compromise par les traitements cytoréducteursrdiest induire la rémission la plus compléte possibl
[274]. L'objectif actuel est avant tout de réalisgre véritable immunothérapie adoptive [275], puisq
les lymphocytes T apportés par le greffon sont eptdgles de permettre le développement d’une
immunité anti-tumorale [276]. Cet effet de préventde la rechute est dénommé l'effet GVL (Graft-
Versus-Leukemia), Graft-Versus-Tumor ou Graft-Veralignancy.

L'effet bénéfique des allogreffes de CSH peut é&wmntrebalancé par une autre réaction
immunologique, cette fois délétére, la réactionnmladie du greffon contre I'héte (Graft-Versus-Host
Disease ou GVHD), dans laquelle I'alloréactivité dellules immunitaires greffées est dirigée coletse
tissus sains du receveur exprimant les alloantgy§2#7]. La maladie du greffon contre I'héte peet s
présenter sur un mode aigu, classiquement daemtgours qui suivent la greffe. Sa survenue teuah
des stades de gravité différents [278], prés de d@&aeceveurs et sa physiopathologie est domiaee p
la réponse alloréactive [279]). La maladie du gnef€ontre I'hdte chronique survient plus tardivetnen
Sa physiopathologie est complexe, associant a laposante alloréactive des manifestations
autoimmunes [280-286], avec une dominante plusofifme qu'inflammatoire. L’introduction des
protocoles de conditionnement atténué a conduitaneer cette distinction purement chronologique en
tenant compte de I'expression symptomatique etoamapathologique, puisque des manifestations

cliniques de type aigu peuvent survenir au deldédai classique de 100 jours [287, 288].
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Figure 17 : Effet de I'expansion homéostatique périphérique gite par les alloantigenes et les
antigénes tumoraux amplifiée par le contexte inflanatoire péri-transplantation durant les mois qui
suivent une allogreffe de CSHLa résolution progressive de linflammation, silleei n’est pas
entretenue et amplifiee par une réaction du greftmmtre I'héte et/ou un contexte infectieux, va
édulcorer cet influx de cellules dendritiques pdeitent matures. Passées les premiéres semaines post-
allogreffe, les cellules dendritiques dont la mation est réduite seront alors tolérogenes plutét
guimmunogénef289].

4.2. Les populations cellulaires T impliguées danslaGV  H

De nombreux travaux en immunologie fondamentale petmis de mieux cerner la
physiopathologie de la GVHD aigué, qui est orcléespar différents acteurs cellulaires et se dérenl@
étapes : les dommages tissulaires, I'activationaddisiles immunocompétentes du donneur et l'attaque
des tissus cibles par des effecteurs cytotoxigpescipalement les lymphocytes T cytotoxiques et
cellules NK [290-292]. Des données récentes onttréole rble crucial, quoique non exhaustif, des
lymphocytes T CD4 et CD8 conventionnels du donneur dans le déclenchemena d&VH aigué.
Plusieurs travaux montrent une corrélation entredmbre de cellules T CD4ou CDS8 greffées et
l'incidence de la GVH aigué chez I'homme [293-298he étude prospective réalisée par notre équipe
montre I'implication particuliére des cellules T deénotype CDA_CR7 (naive et mémoire centrale)
des greffons dans la survenue ultérieure d'une G¥kl€. [279]. Ce rOle des cellules T naives est
confirmé par une deuxiéme étude clinique récent€lugng [296]. La polarisation des lymphocytes T
effecteurs CD4 et CD8 de type Thl et Tcl semble jouer un role prédontidans le mécanisme de
GVH aigué, avec parfois des effets ambivalents’lé@4y [297, 298]. Morris suggére cependant que
I'alloréactivité post-greffe résulte d’'un ensemlaénteractions entre le systéeme immunitaire inné et

'immunité adaptative grace aux cellules du greffbes lymphocytes T régulateurs (T reg) ont un role
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encore discuté mais ceraines études ont montrénguarte proportion de cellules T reg dans le greff
représente un facteur protecteur vis-a-vis de Baigipn d'une GVH aigué [299, 300] sans incidenae s

le taux de rechute. Les cellules NK et surtoutkdiiles NKT constituent une deuxiéme populatioaray
montré des capacités de controle de la GVH [30dlitdfois, les expériences de déplétion montrent que
les lymphocytes T CD4et CD§ alloréactifs activés dans les organes lymphoidesrglaires ont un role
déterminant dans la genése de la GVH [291].

La physiopathologie de la GVH chronique reste, tjdarlle, mal comprise. Sa survenue plus
tardive et les manifestations cliniques différendescelles de la GVH aigué laissent a penser gite ce
maladie répond a d’autres mécanismes et schémastvdiaon lymphocytaire T et B entrainant des
manifestations d’auto-immunité [280]. Récemmentéeérioration dans la fonction de sélection n&gati

thymique a été évoquée comme mécanisme probabiébemmt & la GVH chronique [282].

4.3. Les effets bénéfiques ou déléteres de l'alloréactiv = ité

Sans sous-estimer le rdle des autres cellules qoidis dans I'immunité innée ou adaptative
(cellules NK, NKT, lymphocytes yB, lymphocytes B) et les contrdles exercés par yagphocytes T
régulateurs, les cellules dendritiques myéloideplasmocytoides régulatrices et les cellules saiche
mésenchymateuses [291], les réponses lymphocytdiresntre les disparités alloantigéniques sont
déterminantes pour la maladie du greffon contr@t&rcomme pour I'effet GVL. Ceci est tres vite app
grace aux modeles animaux [302-306] et dés lesipremésultats des allogreffes déplétées en celllle
chez ’lhomme [307]. Trés vite, il est cliniquemapparu que la maladie du greffon contre I'hotéediet
anti-tumoral étaient le plus souvent étroitemesbe®s [308-310], y compris dans les protocoles plu
récents utilisant apres I'allogreffe des injectiaieslymphocytes du donneur originel [311]. Mémergla
d’authentiques réponses ciblées sur des antigéogses aux cellules tumorales sont individualisable
I'alloréactivité concomitante joue un rdle potehsiateur, comme l'indique le risque de rechute plus
élevé des greffes entre jumeaux monozygotes compandx greffes apparentées HLA-identiques [310,
312].

Dans le cas des allogreffes de moelle osseuse @iG)e cellules souches périphériques (CSP)
mobilisées par un facteur de croissance hématagoééttel que le G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor), le donneur sélectionné estlisi@ent un membre de la fratrie HLA-compatible. En
I'absence de donneur familial, I'allogreffe serdeefuée a partir de CSH d’'un donneur non apparenté
HLA-compatible. La compatibilité est appréciée, Eance, par le typage en biologie moléculaire des
alleles A, B, C de classe | et DRB1, DQBL1 de cldksea compatibilité 10/10 et les protocoles atsue
permettent une évolution similaire gu’il s’agisserddonneur apparenté ou non [313, 3} I'absence

de donneur HLA-compatible, on peut avoir recourta greffe de sang placentaire, qui contraint a
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accepter un plus grand degré d'incompatibilité HicAmpatibilité de 5 a 6 antigénes majeurs HLA-A, B,
DR), mais I'immaturité relative des cellules T issudu sang placentaire semble minimiser le risgue d
maladies du greffon contre I'hdte sévéres, au mdars le cas ou les cellules d’'une seule unitéadg s

placentaire sont greffées [315].

Dans le cas des allogreffes de moelle osseuse @U@dg cellules souches périphériques (CSP) sur
lesquelles ont porté nos travauy, il subsiste tmgjales disparités entre donneur et receveur mkgré
compatibilité HLA 10/10 [316]. Une éventuelle disip@ au locusHLA-DP ne peut étre formellement
exclue, quoique son impact sur I'évolution soitgsidéré comme moins dommageable que des disparités
pour les autres loci [317]. De nombreux autres éyets d’histocompatibilité ont été décrits,
génétiqguement localisés en dehors du complexe HIA.dérivent de polymorphismes souvent
bialléligues de génes autosomiques ou portés pairrtenosome Y ou encore le génome mitochondrial.
Les antigénes correspondants sont dénommés argigéneurs d’histocompatibilité (mHAgs).

Du point de vue des réponses lymphocytaires T,aletigénes mineurs d’histocompatibilité
correspondent a des allopeptides présentablesngamolécule du CMH partagée entre le donneur et le
receveur, et obéissent donc aux régles de la gegsenantigénique conventionnelle [318]. De c¢, fas
possibilités de réponse aux mHAgs dépendent nderseat des disparités génétiques entre donneur et
receveur, mais aussi des capacités d’enchassemetidpeptides par les allélomorphes HLA, et donc
des groupes HLA communs au donneur et au recelzesralloantigenes mineurs ont une distribution
variable dans I'organisme, mais le fait essent@irg’alloréactivité est qu’ils sont présentables fes
cellules dendritiques [319] et peuvent constitues fhcteurs de risque de GVH (Tableau 1).

Le role des disparités en antigenes mineurs esié@ar le risque accru d’'une allogreffe d'un
donneur du genre féminin & un receveur du genreutinsqui introduit une disparité pour les antigén
HY [320, 321]. Son impact est vérifié aprés analyes disparités par typage moléculaire des pringipa
mHAgs [322-324]. L'impact des mHAgs dans I'effet G\ést mis en évidence chez 'Homme par le
risque atténué de rechute en cas de disparitéemte gntre donneur et receveur [325, 326] ; etgar
corrélation entre I'obtention d'une rémission coetpl aprés injection de lymphocytes du donneur et
l'identification concomitante de lymphocytes T sifi§@ces des mHAgs qu'exprimait le receveur mais
non le donneur [327].

D’autres études ont souligné la notion que le chelvament GVHD/GVL n’était pas absolu,
puisque l'effet bénéfique GVL peut parfois s'exerem absence de maladie du greffon contre I'hnéte
[328] et impliquer des clones anti-tumoraux de Hjpiteé distincte des clones alloréactifs [329-33%]
ces observations ouvrent des pistes de recherdBesssantes pour tenter d’éliminer les réponses
alloréactives néfastes tout en préservant I'effgi-tamoral, leur introduction dans la pratiqueniue

courante n’est pas envisageable a tres court terme.
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Facteurs de Risque de la

GVH aigué Information Référence

Le risque de GVH aigué augmente
Disparité en locus HLA | proportionnellement au nombre de loci (HLA-A, -B} - [332, 333]
C et DRB1) incompatibles

=]

Les patients ayant recu un greffon provenant d’u

Type de donneur donneur non apparenté ont plus de risque de | [313, 334, 335]
développer une GVH aigué II-1V

Les patients ayant recu des cellules souches
périphérigues obtenues par cytaphérése ont un plu§316, 336, 337]

grand risque de GVH aigué que ceux ayant recu de la
moelle osseuse.

.

Source du greffon de CS#

Les conditionnements atténués entrainant un degré d
Type de conditionnemen lymphopénie et d’inflammation moindre chez le

recu receveur induisent un risque moins élevé de GV
aigué

| 287, 338-341]

L’existence de mismatches pour certains
mHA est corrélé avec le développement d’une GyH
Mismatch en antigéne aigué. Plus particulierement, les greffes HLA-
mineur et sexmismatch | identiques avec donneur féminin et receveur masquli
entrainent un sexmismatch H-Y qui augmente le

risque de GvH aigué.

[316, 342]

Tableau 1 : Facteurs de risque majeurs de la GVH aigué

4.4. L'effet de I'inflammation induite par les condition nements

4.4.1. Réle de l'inflammation aux temps précoces po  st-greffe

De nombreux travaux ont permis de mieux cernerhigsippathologie de la maladie du greffon
contre I'h6te aigué, qui est orchestrée par difféereacteurs cellulaires et se déroule en 3 étafees :
dommage tissulaire péri-transplantation, I'activatides lymphocytes T apportés par le greffon et
I'attaque des tissus cibles par des effecteursayitpues et les cytokines pro-inflammatoires [2292,
343].
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2. DC Migration &
Maturation

4, Recruitment
& Retention

3. Priming & Imprinting

Figure 18: Physiopathologique des réponses alloréactivi®l4]. L'agression tissulaire due au
traitement de I'hémopathie maligne et au conditement pré-greffe (1) induit une inflammation prepic
a la maturation et la migration des cellules detidties (2) qui vont présenter leurs alloantigénex a
lymphocytes T alloréactifs dans le ganglion de niagie et leur imposer une « empreinte tissulair8)» (
permettant leur domiciliation préférentielle dames tissus correspondants (4). Les effecteursraniilies
tissus cibles y induisent des lésions et entretiehfiinflammation (5), créant un cercle vicieuxiqu
entretient et amplifie les réponses alloréactives.

Les dommages tissulaires a l'origine de la cascpdthogéne sont consécutifs a de la
chimiothérapie, associée ou non a l'irradiatiorpooelle totale pour le conditionnement pré-greffmsi
sont générées et libérées de grandes quantitégtadnes pro-inflammatoires (ILAL IL-6, TNF en
particulier) qui concourent a la maturation dedube$ présentatrices d’antigene [290, 345]. Cetage
cytokinique » est amplifié et complété par l'alteva des barrieres muqueuses qui entraine, par
translocation bactérienne, I'exposition aux endotes et I'engagement consécutif des récepteurs de
« danger » des cellules tissulaires, des macrogleigges cellules dendritiques [346, 347].

En réponse a ces signaux, les cellules dendritigueseceveur vont exprimer fortement a leur
surface des molécules HLA, ayant pour certainebasse des allopeptides. Elles expriment également
des ligands capables d'induire des signaux deroakttion et des cytokines comme I'lL-12, capables
d’orienter la différenciation des lymphocytes Tuaie d’activation (« troisieme signal »).

Selon la nature des mHAgs, il peut s'agir d'un nmésrae d’alloprésentation directe (si la cellule
dendritique exprime l'allele correspondant) ou iedie (si la cellule dendritigue a capté la praéin
polymorphique libérée par une cellule tissulairgék ou qui a réagi aux cytokines pro-inflammatdires
[348]. Sous l'effet notamment du TNF, les celluldendritiques se mobilisent vers les organes
lymphoides ou la production des chimiokines lymgbeei CCL19 et CCL21 est respectée par le
conditionnement et ou s’effectuera la rencontre éee lymphocytes T [349].
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L’importance de cette rencontre est soulignée’pdnibition de la réaction du greffon contre I'hote
expérimentale conférée par un antagoniste de CQ331] ou I'invalidation du géne du récepteur CCR7
[351] et visualiséén vivo par I'analyse des étapes précoces de la réactm@rimentale [6, 349].

L’importance de I'inflammation est soulignée pas haodeles expérimentaux, qui montrent que la
fonctionnalité des lymphocytes T, en expansion hastadique périphérique et ayant acquis un phénotype
« memory-like », est optimisée si les animaux aoibi sne irradiation préalable favorisant la tranat@mn
bactérienne et ses conséquences adjuvantes [352/3Biverse, la sévérité de la maladie du greffo
contre I'h6te expérimentale est réduite si lesisdtnadiées sont maintenues en conditions gnotiofies
[355]. Le contexte inflammatoire est également corohez I'homme pour promouvoir le rejet
d’'allogreffes d’organe [356] et 'administrationaditi-TNF durant le conditionnement permet de retard

et réduire la maladie du greffon contre I'h6te [B57

A ce stade initial des allogreffes de CSH, lesubedl dendritiques de I'héte, respectées par le
conditionnement, jouent un réle déterminant dainslliction des réponses aux alloantigénes et Bithith
de la réaction du greffon contre I'h6te aigué [2924, 345, 358, 359]. Selon leur type et leur lieu
résidence tissulaire, les cellules dendritiguest sooméme d'imposer au moins transitoirement une
domiciliation préférentielle aux lymphocytes T alactifs qu’elles activent, ce qui concourt au agjel

tissulaire des mécanismes effecteurs de la réadtigreffon contre I'h6te [360, 361].

4.4.2. Reésolution progressive de linflammation et possibilités de
complications tardives post-greffe

La durée de vie des cellules dendritiques étantden les cellules dendritiques de I'héte seront
progressivement remplacées par des cellules dériée CSH greffées, selon une cinétique dépendante
de l'intensité du conditionnement et du type dduted dendritiques [362-364]. Un mécanisme semi-
direct ou indirect de présentation des mHAgs préderalors. Toutefois, un certain degré de chimégism
des cellules dendritiques persistera longtemps;egéala génération de cellules de Langerhans et de
cellules dendritiques dermiques a partir des pe&uus tissulaires radiorésistants du receveur [365]

De maniére concomitante, on assiste, au cours o&s gui suivent la greffe, & une diminution
progressive de l'inflammation. Cette résolutionraime d’'une part, une diminution de l'activatiorsde
cellules dendritiques résiduelles du receveur pdesquelles la présentation peptidique devient non
immunogéene ; et d'autre part, une absence de ntaturat d'activation des cellules dendritiques
nouvellement produites a partir des CSH du donnBarallélement, on observe un ensemencement
progressif du CLTP par productiate novode cellules T, d'importance variable selon lesac#tps du
thymus de I'héte. Ces nouveaux lymphocytes, édudaés le thymus du receveur peuvent concourir a
I'établissement d’'une tolérance de transplantatiui, s'’observe effectivement chez certains patients

indemnes de morbidité liée a la greffe.
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Ce n’est cependant pas toujours le cas, et on@sdss, chez certains patients, a des phénoménes
d’alloréactivité tardive qui se manifestent padiveloppement d’'une maladie du greffon contre hot
chronique. Les mécanismes de développement de K ¢hvbnique associent aux réponses alloréactives
des processus analogues a ceux impliqués dansviense de maladies auto-immunes. D’'une part, les
lymphocytes T du donneur qui ont réalisé leur egganhoméostatique persistent en s’auto-renouvelant
chez le receveur, et ils peuvent développer ouetuas des réponses alloréactives favorisées pée tou
source d'inflammation, liee par exemple a une itidec D’autre part, les lymphocytes T nouvellement
produits, vont s’éduquer dans le thymus du recevdonc au contact des peptides dérivés des
allélomorphes du receveur, ce qui permet I'établi'nt de la tolérance, mais plusieurs facteursepguv
s'y oppsoser. La séléction négative s’effectue antact des cellules épithéliales thymiques ou des
cellules dendritiques peuplant la médulla [366]. I@pithélium thymique peut étre agressé par le
conditionnement pré-greffe et en conserver desedlégu[367, 368] ou subir les effets déléteres é’un
réaction du greffon contre I'héte [283, 369, 37Quant aux cellules dendritiques résidentes de la
médulla, elles seront progressivement remplacéasrter des cellules souches greffées, qui expriment
donc un panel de peptides correspondant aux akéfdmes du donneur et non plus du receveur. Les
cellules dendritiques thymiques peuvent aussi cajgte protéines circulantes, et des cellules déquaies
périphériques peuvent migrer vers le thymus [373}3@t autoriser de ce fait la sélection négaties d
thymocytes vis-a-vis d’allélomorphes de type domnexprimés en périphérie. Ces possibilités, en
I'occurrence, bénéfiques peuvent toutefois étraiitéd en cas d’inflammation périphérique [372]. Les
lymphocytes T non tolérants issus du thymus comribnt alors au développement de la maladie du

greffon contre I'héte chronique [374].

L’induction des réponses impliquées dans I'effetLGabéit vraisemblablement & un mécanisme
similaire. Dans les proliférations myéloides, desllutes dendritiques dérivées de précurseurs
leucémiques pourraient présenter directement leepsides antigéniques [375, 376], mais elles pduven
aussi étre anergisantes [377], d'ou I'importance mMécanismes de présentation indirecte des alidpspt

ou des antigenes tumoraux.

4.5. L'intensité du conditionnement détermine le degré d e lymphopénie
et le degré d’'inflammation

Différents protocoles de conditionnement pré-graid@t maintenant utilisés, prenant en compte
leur toxicité confrontée a I'age du receveur etdesnorbidités. Les conditionnements myéloablatifs
un niveau élevé de toxicité et induisent une lynggimie totale. On peut proposer depuis une quinzaine
d’années des conditionnements moins toxiques,ddittensité réduite (RIC) voire non myéloablatifs
[287, 378].
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Il existe cependant une grande hétérogénéité audssiconditionnements d’intensité réduite, avec
induction de degrés variables de lymphopénie. Rample, I'association Fludarabine-Busulfan-sérum
anti-lymphocytaire entraine un niveau de lymphopéguasi-identique a celui observé aprés les
conditionnements dits myéloablatifs.

Les conditionnements d’intensité réduite entrainendegré d’'inflammation moins intense dans les
premieres semaines post-allogreffe [379]. Effectignt, les taux d'un marqueur classique de
linflammation, la protéine C réactive (CRP), s\@@at moins que suite aux préparations myéloabktive
[380], et les taux plasmatiques des cytokines pflafmmatoires sont peu modifiés durant les 3 mais q
suivent l'allogreffe, avec cependant un pic d'ILp¥® associé aux grades séveres de la maladie du
greffon contre I'héte aigué [381].

On s’attendait donc a un risque moindre de malddigreffon contre I'néte aprés conditionnement
atténué. Si plusieurs études ont en effet retrauna incidence diminuée [287, 338-341], d’autres ne
montrent pas d'impact significatif du type de cdindinement sur le risque de cette complication2{38
385]. Ces divergences peuvent s’expliquer en ppetida variété des protocoles utilisés [301, 8BS,

387] ou la persistance du chimérisme mixte donneceXeur. Le chimérisme hématopoiétique a
effectivement des conséquences variables seloegme et sa durée. Il peut favoriser I'établissemen
d’une tolérance du greffon [388], mais il peut antcaire accroitre le risque de rejet du greffon ou
réduire son effet GVL [389, 390]. En effet, plugeétudes avec un recul de 3 ans ont retrouvésgnei
de rechute plus élevé [391, 392]. L’injection dmphocytes du donneur (DLI), quand elle est réalésée
temps, peut y remédier [393].

Les indications des protocoles standards ou d'sitiméduite ne s’appliquent pas nécessairement aux
mémes patients et le potentiel prolifératif de ttapathie reste un facteur essentiel a considéres ida
risque de rechute. Toutefois, si des protocoles linphopéniants exposent a un risque équivalent de
maladie du greffon contre I'héte, en dépit de lioton d’'un degré variable d’inflammation, on peat
déduire que I'expansion homeéostatique périphérides lymphocytes T du donneur est un facteur
déterminant de I'évolution bénéfique ou défavoratad allogreffe de CSH. Si cette hypothése sefiegri

la production et les effets des cytokines homéigstas auraient un réle crucial.

4.6. Impact des cytokines homéostatiques sur les éveneme nts post-

greffe

Plusieurs équipes se sont intéressées a I'impicale I'lL-7 ou de I'lL-15 dans le devenir de la
greffe, et plus particulierement dans la surveneidadmaladie du greffon contre I'héte aigué et ae |

rechute. L’IL-12, cytokine pro-inflammatoire, a égaent fait I'objet de quelques études.
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4.6.1. IL-7 et événements post-greffe

Dans un modéle murin invalidé pour I'lL-7 ayantuagne greffe allogénique de moelle osseuse,
Chunget al n'observent pas de maladie du greffon contretéhdnais aprés des injections d’'IL-7
recombinante par voie sous cutanée, une augmeantitjoificative de I'incidence de maladie du greffo
contre I'h6te aigué est obtenue [394]. L'effet aygmt de I'lL-7 n’est par contre pas retrouvé dans
autre modele utilisant une allogreffe appariée MHGnurin et I'effet GVL est également inchangé. Ce
résultat est attribué a la répression d’expresdiomécepteur CD127 par les cellules alloréacti3&s |
396]. Au total, I'lL-7 délivrée par transfection dmellules souches mésenchymateuses régulatrices
n’aggraverait pas non plus le risque de maladigréifon contre I'héte [397]. Inversement, 'utiligan
d’'un anticorps anti-IL-7R, bloquant l'interaction de la cytokine avec sorcefgteur, prévient le
développement de la maladie du greffon contre €tj898].

Cet effet semble indépendant d’'un contexte inflatoimg, puisque I'administration d’IL-7
recombinante aggrave également la maladie du greffatre I'héte aigué dans un modéle de greffe d'un
parent a I'hybride de premiere génération et réduilose seuil de lymphocytes T a transférer [258].
Toujours dans les modéles expérimentaux, I'effet'agministration d’IL-7 sur la maladie du greffon
contre I'hdte est estompé par l'intensité du caaditement s'il inclut une irradiation sublétale létale
[368].

L'ensemble de ces études expérimentales a condirtaitre des réserves quant aux possibilités
d'utilisation de I'lL-7 recombinante dans le coxte de la transplantation [399] alors que ses ®ffet
bénéfiques sur la reconstitution lymphocytaire Teapghimiothérapie intense pour tumeur solide sembl
envisageable avec une tolérance acceptable apdssd phase | [144, 400].

Dans une étude prospective chez 31 adultes recedallogreffe de CSH aprés conditionnement
d’'intensité réduite (Fludarabine/Cyclophosphamideis précédé d’'une induction entrainant une
lymphopénie sévére (0-69 cellules CD#vant la greffe, médiane 3/uL), Mackatl al observent une
franche augmentation des taux plasmatiques d’liv@caine valeur & 7 jours post-greffe corrélée en
analyse multivariée a la survenue d’'une maladigreédffon contre I'héte aigué chez ces patients [401]
Par contre, cette association n’est pas retrouaée d’autres études comparant différentes indisitio
d’allogreffe de CSH chez 11 [402] ou 32 enfantevears d'allogreffe [97].

4.6.2. IL-15 et évenements post-greffe

Blaseret al. ont utilisé un modéle murin d’allogreffe avec umairss donneuse transgénique pour
I'IL-15. lls montrent une plus grande infiltratiale monocytes au niveau intestinal associée a wrese
tissulaire plus importante que dans leur modeldladjeeffe contréle. De plus, la présence d'IL-15
augmente I'expansion des LT ClD43" effecteurs mémoires alloréactifs, leur survieset lproduction
d’'IFNy [259].

53



Le suivi des taux sériques d’'IL-15 associe la péasice de taux élevés d’IL-15 plasmatique au-dela
de la deuxiéme semaine a la survenue d’'une mathdigreffon contre I'héte aigué sévere (grade 3-4)
[403, 404]. Par contre, un autre rapport ne reeequas cette relation aprés allogreffes pédiatrifd@a).
Plus récemment, une autre équipe observe une ateginanplus marquée des taux sériques d’'IL-15
durant le premier mois post-allogreffe chez 19 elerd 27 patients qui développent une maladie du
greffon contre I'héte aigué, mais sans corrélatigac le grade [405]. L’analyse de survie classifizh
receveurs adultes selon leur taux sérique d'lIL-180gours post-greffe révele I'association avec une
maladie du greffon contre I'héte aigué de grade 2 ®ulphy et coll. rattachent cette association a
I'expansion des cellules NK de phénotype CB56apables de sécréter de l'interfésorout en évoquant
un effet de possible de cette cytokine sur les tymagtes T alloréactifs [406]. Les relations des<tau

d’'IL-15 et la rechute n’ont pas été décrites asmotinnaissance.

Dans la transplantation d’organe, la quantité d’8 circulante a été a plusieurs reprises associée
au rejet de celui-ci. Chez des patients ayant vegutransplantation de poumon, un taux élevé diL-1
dans le liquide broncho alvéolaire de (LBA) a été en évidence chez les patients présentant en reje
[407]. Cette observation a également été faite dmmadre de transplantation de foie [408, 409eu
rein [410]. L’IL-15 intervient dans ce contexte ame facteur pro-inflammatoire participant a I'activa
des monocytes dans les tissus et a la proliféradies cellules T cytotoxiques responsables de la

destruction de I'organe.

4.6.3. IL-12 et évenements post-greffe

Une autre cytokine pro-inflammatoire, IL-12p70, exdgellement produite par les cellules
myéloides a été étudiée, en raison de son réleldalierenciation des lymphocytes de type ThITol
(producteurs d'interférop- et de TNF) et la génération des réponses des lyoypds T CD8
cytotoxiques intervenant dans la physiopathologidadmaladie du greffon contre I'néte aigué ouféef
GVL. Dans une étude prospective réalisée chezddd/eurs d'allogreffe de CSH aprés conditionnement
d’'intensité réduite, le taux plasmatique d’'IL-12p&Qn mois apres l'allogreffe est plus élevé chez |
patients développant une GVH aigué de grade 2-4][3Bans une autre étude prospective chez 134
receveurs (dont 2/3 de conditionnements myélodflatianalyse multivariée objective une relation
négative entre les taux plasmatiques d’lIL-12 eetdoute, mais pas de relation entre ces tauxmealadie
du greffon contre I'hn6te aigué ou chronique. Cesultéts s’accordent avec les effets ambivalents de
'administration d'IL-12 dans les modeles murinsij favorisait [411, 412] ou au contraire inhibait |

développement de la maladie du greffon contre &mdais amplifiait I'effet GVL [413-415].
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5) Les objectifs de nos études chez les receveurs d'allogreffe de CSH

Une étude prospective analysant 80 patients, paupllipart adultes, apres conditionnement
myéloablatif et allogreffe de CSH avait permis &r@@quipe de comparer la dynamique de repopulation
du compartiment lymphocytaire circulant entre legets qui restent indemnes de toute complication
clinigue et ceux qui ont souffert d’'une rechute ldar hémopathie maligne. L'analyse multivariée
permettait d’objectiver qu’une médiocre reconsiitutde la population T CD8 attestée par le nombre
réduit des cellules les plus différenciées (QDIB28™%"*§ & 60 jours post-greffe, représentait un facteur
de risque significatif de la survenue ultérieurdadeechute (délai médian de 217 jours, extrémes 851

jours).

Considérant Iimportance d’une reconstitution qitativement et qualitativement efficace pour
prémunir les receveurs du risque de rechute, meisi s intrications exposeées ci-dessus entrefiets
GVL et GVH, notre principal objectif était de résdr une étude prospective analysant conjointenaent |
cinétique des deux principales cytokines homéagtasi, I'IlL-7 et I'lL-15, chez des receveurs
d’'allogreffe de CSH. Cette exploration a été cond@éar I'analyse du degré d'expression des régepte
des cytokines homéostatiques, I'lL-dRCD127) et I'IL-15FB (CD122) sur les sous-populations de
cellules T naives et mémoires. Ces données onbéféontées aux deux complications majeures quie son

la maladie du greffon contre I'h6te aigué et lehide de 'hémopathie maligne.

Nous avons débuté cette étude avec une cohortecdeaurs de CSH la plus homogéne possible,
ayant recu un conditionnement myéloablatif et Ulmgeeffe de moelle. Cette étude a été complétée av

une cohorte de patients recevant un conditionnedignénsité réduite.

Il a donc été possible de comparer, selon des tg@s de conditionnement, I'impact du degré de
lymphopénie et d'inflammation sur les taux systamm d’IL-7 et d'IL-15, I'expression de leurs
récepteurs par les lymphocytes T circulants etolidéon clinique. L'interprétation de ces résultats
nécessité une étude préliminaire menée chez letsssaflultes sains, afin d’évaluer ces paramétnes da

les conditions basales, en situation d’homéostasiphocytaire non perturbée.

55



MATERIEL ET
METHODES



1)_Sujets

e Les sujets sains :

Trente et un donneurs volontaires sains agés det B® ans (médiane = 30), 18 femmes et 13
hommes ont été inclus dans cette étude aprés iafammet signature du formulaire de consentement
éclairé en accord avec ldéclaration d’Helsinki Nous nous sommes assurés que les sujets ne
présentaient pas de signes récents d’activatiophgeytaire, d’antécédent de maladie inflammatoire
chronique ou de prise récente de médicament poueatrainer des répercutions sur le systeme
immunitaire. L'expression de I'lL-7& pouvant étre influencée par les rythmes circad[@B8], nous

nous sommes attachés a recueillir un prélevemesaig veineux sur EDTA le matin entre 8 et 11h.

* Les receveurs d'allogreffe

Entre Octobre 2006 et Avril 2010, plus de 150 reces de CSH ont été suivis prospectivement
apres avoir été informés et avoir signé un formelade consentement éclairé. Le protocole a
préalablement recu I'avis favorable du CCP.

Nous avons pu étudier prospectivement 2 cohortes :

1- Une cohorte de 63 patients ayant recu une allagdEfmoelle osseuse apres un conditionnement
myéloablatif (MA) comprenant une irradiation corgite totale (12 Gy) et une chimiothérapie ou
une chimiothérapie seule. Les patients étaienégmission compléte (n= 48), en réponse partielle
(n= 10), en phase de progression de la maladieljneu en rechute (n= 4). L'étude des 40
premiers receveurs inclus a donné lieu a une prengigblication dans la revue Bone Marrow
Transplantation (Page 28). Les caractéristiquesedaeceveurs sont décrites dans la Table 1 de
cet article.

2- Une cohorte de 45 patients ayant recu une allagadfCSH (MO n= 22 ; CSP n= 23) aprés un
conditionnement atténué (RIC). Les patients étagentémission compléete (n= 20), en réponse
partielle (n= 14), en phase de progression de lmdiga (n= 9) ou en rechute (n= 2). Leurs

caractéristiques sont décrites dans la Table leduiéme article en presse Page 37.

Tous les patients ont recu un greffon de CSH nonipnéée en compatibilité HLA allélique 10/10
(HLA-A, B, C,DR et DQ). Tous les patients ont ragu traitement prophylactique standard de la GVH
composé de cyclosporine A et de méthotrexate (d21let +6). Une prophylaxie contneumocystis
jirovecii, Toxoplasmainfections fongiques et herpes simplex viruséaaministrée durant la phase de
neutropénie. Les patients ont été suivis prospettant avec une médiane de plus d’un an, en pagticul

pour les données suivantes:
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- Immunosuppression post-greffe

- Prise ou rejet de greffe

- GVH aigué quelque soit la date de survenue carelesveurs ayant eu un conditionnement réduit

peuvent présenter des GVH retardées [330]. Le gfsulela base des criteres standards) [278], le

traitement et I'évolution ont été colligés.

- GVH chronique (date de survenue, traitement, éiaijt

- Rechute de la maladie sous-jacente

- Infections

Des prélevements de sang sur EDTA ont été obtaraud e début du conditionnement, le jour de la
transplantation avant l'infusion de la poche (H)is régulierement aprés la greffe a J+7, J+148J+1
J+25, J+30, J+60, J+90.

2) Dosage de I'IL-7, I'lL-15, I'lL-2Ra et de la protéine C-Réactive (CRP)

Le plasma a été obtenu par centrifugation du satad) prélevé sur EDTA a 4000 tours/min pendant
10 minutes dans les 6 heures suivant le préleveseguin, puis congelé sous forme d'aliquote de
500uL a -80°C jusqu’au jour du dosage. Les conaéatrs plasmatiques d’IL-2Rsoluble (EIA sIL-2R,
Immunotech), d'IL-7 (Quantikine high sensitivity,&R systems) et d’IL-15 (Quantikine Elisa, R&D
systems) ont été mesurées en duplicate suivanteeh@ique imuno-enzymatique sur plague (ELISA)
d’apres les instructions du fournisseur. Le seaitldtection de I'lL-2R soluble est de 5 pg/mL (CV intra
essai = 5,5%, CV inter essai = 13,5%,) celui He7 est de 0,1 pg/mL (CV intra essai = 8,9%, CYein
essai = 7,5%,) et celui de I'lL-15 plasmatique @ést2pg/mL (CV intra essai = 3,9%, CV inter essai =
8,2%).
La protéine C-réactive a été mesurée par un autornabidométriqgue (Tina-quant CRP; Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

3) Expression des récepteurs de cytokines homéostatiques: IL-7Ra
(CD127) et 1L-15/2R[B (CD122)

Nous choisissons de travailler directement sur satad (7 ml sur EDTA) en suivant les procédures
décrites par Saule [12], car I'isolement des cefiuhononucléées sur gradient de densité entraibiisn
dans la récupération des sous-populations et notamau sein des cellules T CDB16]. De plus,
immunodétection du CD127 sur cellules mononuciéefes conduit a une perte partielle d’expression

sur les cellules CO4mais surtout sur les cellules CD&17].
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Tous les immunomarquages lymphocytaires ont étiéséSasur sang total et analysés dans les 6h
suivant le préléevement. La lyse des globules rowgtgratiquée aprés les étapes d'immunomarquage
(simple ou multiples) avec un agent de lyse (imnpuep reagent system, Beckman Coulter) & I'aide d’'un
automate (T-QPREP, Beckman Coulter). Aprés cetipeétle lyse, deux lavages en tampon isotonique
sont nécessaires avant lecture au cytometre erffl0%00, Beckman Coulter)

Pour chaque sujet testé, sept combinaisons ditEgetianticorps monoclonaux sont préparées (Tableau
n°l) et trois immunomarquages simples (CCR7APC, ZZPE, CD127PE) et un contréle isotypique
(mouse IgGl en PE, R&D systems) completent le patmhalyse pour permettre de valider les

immunomarquages multiples.

Tube n° Combinaison de marqueurs Informations apporées
1 CD3 PE/CD4 FITC / CD8 Pc5 / CD45 PC7 - Equilibre entre les principales populations
2 CD3 FITC/ CD45 Pc7 / CD19 Pc5 / CD56 PE lymphocytaires circulantes et numération
3 CD4 Pc7 / CD8 Pc5 / CD56 FITC / HLA-DR PE - Etat d’aation des cellules T
4 CD4 Pc7 / CD122 PE / CCR7 APC / CD45RA FITQ - Expression de I'L-2/15R (CD122) sur les sous-
5 CD8 Pc7 / CD122 PE / CCR7 APC / CD45 RAFIT¢ ~ Populations T CDAet CD8 naives et memoires
6 CD4 Pc7/ CD127 PE/ CCR7 APC/ CD4SRAFITC Expression de I'lL-7R (CD127) sur les sous-populations
7 CD8 Pc7 / CD127 PE / CCR7 APC / CD45RA FITQ T CD4" et CD8 naives et memoires

Tableau 2 : Combinaisons d'anticorps préparés afin d’évaluéexpression de I'lL-7Rx et de I'IL-
2/15Rg sur les sous-populations T CD4t CD8, naives et mémoires
(PE= phycoérythrine, Pc5= phycoérythrine-cyaniné®sy7= phycoérythrine-cyanine 7, APC = Allophycocyanine,
FITC= Fluorescein Iso-Thiocyanate)

La numération lymphocytaire est obtenue par teaknide comptage par bille : 100 ul d’'une
solution de billes (Flowcount fluruorospheres, Baek Coulter) sont ajoutés a 100 pl de sang apses le
étapes de lyse et de lavage décrites précédemetemte numération est réalisée sur le cytometrdd6C5
aprés homogénéisation.

Quatre quadruples marquages ont été mis au poiat pwaluer, par cytométrie en flux,
I'expression de l'lL-7R (CD127) et I'lL-2/158 (CD122) a la surface des cellules T naives et des
différentes cellules T mémoires. Les sous-poputatide cellules T ont été caractérisées en foncléon
leur expression membranaire de deux marqueurs,dR7Cet le CD45RA, en adéquation avec la
classification de Sallusto [4]. Les protocoles, mispoint sur le cytometre FC500, ont été prograsnmeé
pour une analyse portant sur au moins 10 000 lyeyihe, repérés selon leurs criteres de taille et de
structure et I'expression du CD45. Ce seuil ne geutvent étre atteint chez les receveurs que pissie
mois aprées l'allogreffe. Nous avons retenu lesgpdsi pour lesquels nous avons analysé un minimum de

2500 lymphocytes viables.
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L’'immunodétection du CCR7, du CD122, et & moindegrd du CD127, est délicate car il s’agit
de marqueurs a distribution continue, faiblementnom exprimés, sur certaines sous-populations T.
L'optimisation de limmunodétection a été faite emmparant les profils de fluorescence en
immunomarquage simple et multiple. Nous avons ewy mertains sujets, des discordances lors des
quadruples marquages associant le CD8 et le CCBY s@ets ont été écartés de I'étude. Pour évaluer
I'expression membranaire du CD127 et du CD122, rmwoss choisi des anticorps couplés a la PE pour
disposer d'un rendement quantique suffisant. Leadigbtenu avec I'anticorps anti-CD122 comporte un
pic de forte intensité, correspondant majoritainem des cellules NK CO3CD56, mais aussi un
signal continu de faible intensité correspondant eellules T. Pour analyser au mieux nos quadruples
marquages, un controle isotypique marqué a la BBr@fchrome également utilisé pour la détection des
récepteurs des cytokines) a été inclus pour chaagjet étudié afin de définir rigoureusement le Iseei
positivité (Figure 19A). L'analyse du CD122 et diDI27 a été réalisée en pourcentage de cellules

positives et en densité membranaire (MFI).
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Figure 19 : Modalités d’analyse de I'expression des réceptedes cytokines CD127 et CD122 sur les sous-
populations TCD4" et T CD8 chez un sujet représentatifA) Profil d’expression membranaire des molécules
CCR7, CD127 et CD122 sur lymphocytes totaux. Li# wertical définit le seuil de positivité. Dans tas du
CD122, le profil du contréle isotypique est figueé pointillé. (B) Histogrammes biparamétriques sthant la
répartition des sous-populations naives et mémoaessein des cellules T CD4t CD8. (C) Analyse de
I'expression du CD127 (% et médiane d’intensitéflderescence (MFI)) aprés conditionnement sur 100€6
cellules CD4 ou CD8 Tya Tewm Tem OU Trp (pour les CD8). (D) Analyse de I'expression du CD122 (% et MFI)
aprés conditionnement sur 100% de cellules CB4 CD8 Tya, Tewm Tem OU Trp (pour les CD8).
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Nous avons également cherché a analyser I'expresiola chaine: du récepteur de I'lL-15.
Malgré l'utilisation de différentes sources comnigies d’anticorps, nous ne sommes parvenus a aucun
signal analysable de maniére reproductible, y cagprés essai sur cellules mononucléées isolérs N
n’avons donc pas intégré I'étude de ce marquewjucee pénalise pas nos résultats puisque I'egfmes
de la chaine alpha de I'lL-15R n’est pas indispblesa la réceptivité a I'lL-15 a une cellule donnée

Pour chaque quadruple marquage, nous avons dé&lenpourcentage de cellules exprimant le
CD127 et le CD122 au sein de chacune des sousagimmsd T CD4 et CD8 naive et mémoires (Figure
19C et 19D) et mesuré dans chaque cas la médidhadescence (MFI). Nous nous sommes attachés a
vérifier, apres réglages appropriés sur le cytoenBt£500, la concordance des MFI du CD122 et du
CD127 entre les quadruples marquages portant sucdules CD4 et CD8, afin d’autoriser une
comparaison des densités d’expression entre castylees de cellules T.

En ce qui concerne les cellules T CP8eules les cellules exprimant fortement le CDBgY) ont été
prises en compte, pour écarter de notre analysairtes cellules NK exprimant faiblement la molécule
CD8. Compte tenu du faible pourcentage de celllilgsCD4" (<5%), I'analyse de I'expression des

récepteurs CD122 et CD127 sur cette sous-populatiopas été prise en compte.

4) Détection des polymorphismes nucléotides simples (SNPs) par

amplification spécifigue de séquence en PCR (Réaction en Chaine par

Polymérase)

L'’ADN des donneurs a été obtenu par une méthodeédection de la solubilité (« salting out
modifié ») mise au point et décrite par Miller [418
La détection des SNPs a été réalisée telle quétel@ar Shamiret al. [419]. Les réactions de PCR ont
été réalisées dans un volume total de 10 pl aapeofce contrble (0.2 uM) ou I'amorce spécifiqué (0.
uM) (Tableau 3), 50 ng d’ADN, 0.2mM dNTP, 1.5mM M@Cdu tampon de PCR (50mM KCI, 20mM
Tris-HCI, pH 8.4), et 0.4 unités de Taq polymérdsautomate GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) a été utilisé pour I'amplification. Palaque échantillon, 2 ml de tampon de chargeta ét

ajouté, et les échantillons ont été analysés dut’ggarose 2.5% marqué au bromure d’éthidium.
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SNPs Nom du primer Séquence Taille (bp

IL7Rex2R1g 5-ATTTCAAATTCCAGATTGGTGG-3’

+510 ¢/T | IL7Rex2R2a 5-TATTTCAAATTCCAGATTGGTGA-3’ 319
IL7Rex2F 5-GGT TGG TTG GTT TTG AAG CAT-3
IL7Rex4R1t 5-TTGGCTCCTTCCCGATAGAT-3

+1237 A/G | IL7TRex4R2c 5-TGGCTCCTTCCCGATAGAC-3’ 139
IL7Rex4F2 5-GTGAC TTGCAGAGGA GATGA-3’
IL7Rex6R1a 5'-GAAAAAACTCAAAATGCTGATGA-3’

+2087 T/C | IL7TRex6R2g 5'-GAAAAAACTCAAAATGCTGATGG-3’ 1000
IL7Rex6F 5'-AAC CGG CAG CAATGT ATG AG-3’

Tableau 3: Description des séquences des amorces utilisées [a recherche des polymorphismes de
l'lL-7R ¢ en PCR

5) Statistiques

La comparaison des fréquences a été analysée ptsume Fisher. La distribution des valeurs
individuelles ne peut étre assimilée a une distidipugaussienne pour certains parametres. Lestaésul
sont donc présentés sous la forme médian®¥25"™ percentile). Le coefficient de variation (CV) est
calculé comme le rapport & la médiane de I'intdevBl5™25"™) percentile. L'étude des corrélations a
été réalisée par le test non paramétrique de Speartra concordance (corrélation multiple) entre
plusieurs séries de valeurs a été estimée gracesamon paramétrigue W de Kendall. Pour comparer
I'expression des récepteurs de cytokines homéqststidans les différentes sous-populations Tstedte
Kruskall-Wallis suivi d’'un post-test (test de comgiaon multiple de Dunn) a été utilisé. Le seuil de
significativité retenu a priori pour chacun deddestP< 0,05
Les valeurs médianes d'IL-7 et d’IL-15 sont utiBsépour stratifier les patients pour les analyses e
Kaplan-Meier. Les différences entre les stratest gmaluées par un test de Log-rank. Les analyses
multivariées sont réalisées par un modele de Cmutiisant une valeur de< 0,05 pour l'inclusion et
I'exclusion des variables. Toutes les analyses smilisées avec SPSS software (SPSS v11.5, Chicago,
IL).
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RESULTATS



Partie 1 : Taux plasmatiques d’IL-7 et d'IL-15 et expression des
chaines IL-7Ra (CD127) et IL-2/15Rp (CD122) par les sous-
populations de lymphocytes T naifs et mémoires chez les sujets

adultes sains et en situation d’homéostasie lymphocytaire.

1) Composition du CLTP et taux plasmatiques d’IL-7 et d’IL-15

Pour se placer en situation d’homéostasie lymplageyt nous avons vérifié I'absence des
stigmates d’activation récente du systeme immueitelnez tous les sujets sains testés et écartde®us
sujets présentant un pourcentage élevé de celldles-DR™ ou ayant un taux d’IL-2R soluble
plasmatique augmenté. Pour I'ensemble des indivadiultes sains retenus, les pourcentages médtans d
cellules positives pour HLA-DR étaient: CIBLADR = 3% (étendue : 1,3-8,3) ; CB8LADR = 3,8%
(étendue : 0,8-9,5). Ces faibles pourcentages cksgpn de HLA-DR sur les cellules T sont
communément admis comme reflétant une absencevaditian cellulaire T cliniguement significative.
La médiane d’'IL-2R soluble était de 2,6 ng/mL (étendue : 1,7-3,4)geeest en accord avec les taux
retrouvés chez les sujets sains (médiane = 3,8ln@tandue : 0,1+8,8 ng/mL) [420].

Comme dans de nombreuses études, nous avons rédesugujets sains dans une méme tranche
d’age puisqu’il s'agissait de sujets adultes etiBeet 60 ans. Il existe une variation inter-indivétle de
la lymphocytose T (CV)= 29%). Les cellules naivE@ER7 CD45RA") prédominent avec un pourcentage
médian de 53,2% au sein des CR# de 9,9% au sein des C[¥Bigure 20A). Les cellules T mémoires
sont composées en majorité de cellulegg ITCR7CD45RA™Y au sein des cellules CD@nédiane=
32,8%) et de cellulestf (CCR7°CD45RA) au sein des lymphocytes T COighédiane= 14,5%). Nous
retrouvons donc une composition des compartimer@®# et CD8 conforme a ce qui a été décrit dans
la littérature [4, 12].

Les taux plasmatiques d’IL-7 présentent d’importardifférences inter-individuelles (CV= 64%)
(Figure 20B). Il n’existe pas de différence engre Valeurs des sujets de genre masculin et fénrinde
corrélation avec I'age des patients. Cette vaitabiést moins importante pour I'lL-15 (CV= 23%)
(Figure 20C). L'utilisation d’'un test ELISA « staamdl » pour I'lL-15 et non « Ultra Sensible » (non
disponible actuellement) a pu gommer une parti dariabilité dans la mesure ou le seuil analgide

détection (2 pg/mL) est proche des valeurs plasmes retrouvées.
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Figure 20 : Hétérogénéité inter-individuelle de la lymphocy&osl et des taux plasmatiques des
cytokines homéostatiques chez les sujets sainsié(@) Contribution des cellules T CD4t CD8
naives a la lymphocytose T Clg 31 sujets classés selon leur age. (B) Taux d’flasmatique en
fonction de I'age des sujef€) Taux d’IL-15 plasmatique en fonction de I'ags dujets.

Malgré I'absence de corrélation entre les tauxrpiijues de chaque cytokine homéostatique et
la lymphocytose T, il existe une concordance glelegitre ces trois valeurs (Coefficient de concardan
de Kendall W)= 0,865 ;P< 0,001.

Il existe également une bonne concordance entredesirs absolues des cellules T C4
CDS8' naives et le taux d’IL-7 plasmatiqué4 0,94 ;P< 0,00]). Une concordance est également notée
entre les valeurs absolues des cellules T'GB4£DS8 naives et le taux d’IL-15 plasmatique quoique de
significativité inférieure (W= 0,529; P= 0,022.

De méme la taille du compartiment mémoire CB8ncorde globalement avec les taux d’IL-7 et
d'IL-15 (W= 0,946 ; P< 0,00) avec un degré significativement supérieur au @otipent CD4

mémoire.
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2) Expression de I'lL-7Ra (CD127) et de I'lL-2/15RB (CD122) a la surface
des sous-populations lymphocytaires T

2.1. Hétérogénéité d’expression du CD127 a la surface des sous-populations de
cellules T CD8" différenciées

Quelque soit leur degré de différenciation, la gt@tslité des lymphocytes CD4exprime le
CD127(Figure 21A). En revanche, le degré d’expressiombranaire de ce récepteur, estimé par la
médiane de fluorescence, est significativement fdide sur les cellules CD#y, que sur les cellules
Tewm et Tew (Figure 21C).

Au sein des cellules T CD8les cellules naives et mémoires centrales sojuritaarement CD127 En
revanche, il existe un contingent croissant deutedlde phénotype mémoire n’exprimant pas le CD127,
des cellules dy aux cellules Fp. (Figure 21B). Il s’agit bien d’'une absence d'eegsion du récepteur
pour la plupart des cellules et non une simple mitidn de densité membranaire comme en témoigne le
profil d’expression dépourvu de signal positif $&s cellules mémoires comparées aux cellules naives

(Figure 22). Au sein des cellules CDgp, la densité d'expression du CD127 varie beauccup d
individu a I'autre (CV=30%) (Figure 21D).
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Figure 21 : Expression du CD127 & la surface des sous-populai€D4 et CD8 (A) Pourcentage de cellules
exprimant le CD127 dans chacune des sous-popukafio8D4. (B) Pourcentage de cellules exprimant le CD127
dans chacune des sous-populations T &@st de Kruskall Wallis (H) = 69,7 ; P< 0,00003) Intensité médiane
de fluorescence (MFI) sur chacune des sous-popuisflT CD4 (H = 19.4 ; P< 0,001)XD) MFI sur chacune des
sous-populations T CO8(H = 15,06 ; P< 0,01). Les boites represententﬂadlane encadrée par le P5et 75™
percentile. «Les moustaches» correspondent au mimiet au maximum (* P< 0,05 ; ** P< 0,01 ; *** P<,001
par le post-test de Dunn.
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Figure 22 : Identification des cellules T CD&€D127 dans les contingents naif et mémoire en
cytométrie en flux chez un sujet sain représentafk) Profil d’expression du CD127 en simple
marquage. Histogramme biparamétrique présentantylephocyte§ CD8 naifs et mémoire en fonction
de leur expression des marqueurs de différenciaiDA5RA et CCR7. (B) Profil d’expression du CD127
par les lymphocyte3 CD8 naifs et mémoires ciblés (gate). Les curseurs meuseignent sur le
pourcentage de cellules positives. L'axe des abssisnous informe sur lintensité moyenne de
fluorescence a la membrane.

2.2. Expression membranaire du CD127 par cellules T et taux plasmatiques d’IL-7

Il i’y a pas de corrélation entre le taux d’IL-7apiatique et le pourcentage de cellules CD127
(Tableau 4). En revanche, lorsque les taux d’lleiit plus élevés, on observe une densité membranaire
du CD127 plus forte sur les sous-populations diilesl T CD8 mémoires centrales, cellules T CD8
effectrices mémoires et de cellules T Co@ différenciation terminale. La corrélation erd&g¢aux d’IL-

7 et la densité d’expression du CD127 sur les lesllli CD4 effectrices mémoires tend a étre positive
(P=0,051).

4Tna 4Tcm 4Tem 8Tna 8Tcm 8Tem 8Tp
%CD127
Spearman R | -0,029 0,011 0,013 0,349 0,007 0,098 0,349
Valeur P 0,877 0,952 0,946 0,054 0,969 0,600 0,054
MFI CD127
SpearmanR | 0,148 0,296 0,360 0,352 0,445* 0,481* 0,605*
Valeur P 0,436 0,113 0,051 0,056 0,014 0,007 <0,001

Tableau 4 : Corrélation entre le taux d’'IL-7 plasmatiques, igourcentage de cellules T CD12du la
densité membranaire du CD127 (MFI) dans les sougpplations de cellules T naives et mémoires chez
les sujets sains. La valeur du P a été calculée partest de Spearman. Les corrélations significatv
sont indiquées par un astérisque.
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2.3. Faible proportion de cellules CD122" dans le compartiment T

Contrairement au CD127, I'lL-2/19R(CD122) n’est détecté que sur une faible proportes
cellules CD4. La comparaison des différentes sous-populatidd4” @ontre que la proportion d’entre
elles exprimant le récepteur augmente avec le degrdifférenciation (Figure 23A). En revanche la
densité d’expression (MFI) reste identique pouties sous-populations (Figure 23C).

Au sein des CD8 seul le contingent CD8+p comporte une forte proportion de cellules CD122
qui peut dépasser 50%, avec une densité membratainegFigure 23B et 23D). Pour chaque individu,

la proportion de cellules CD128ans les CDH 1y est supérieure a celle des cellules CIR.
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Figure 23 : Expression du CD122 a la surface des sous-popolasi CD4 et CD8 (A) Pourcentage de
cellules exprimant le CD122 dans chacune des sopstations T CD4 (H= 16,5; P< 0,001)(B)
Pourcentage de cellules exprimant le CD122 danswha des sous-populations T Cb@= 37,99 ;
P<0,0001) (C) MFI sur chacune des sous-populations T C[®) MFI sur chacune des sous-
populations T CD8 (H= 29,59 ; P< 0,0001) (* P< 0,05, ** P< 0,01, ***P< 0,001 par le post-test de
Dunn).
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Il N’y a pas de corrélation entre I'expression @égepteur, en pourcentage ou MFI, et le taux

d’IL-15, pour aucune des sous-populations CB¥CDS§ (Tableau 5).

4TNA 4TC|\/| 4TEM 8TNA 8TC|\/| 8TE|\/| 8TTD
%CD122
SpearmanR | 0,177 -0,009 0,063 -0,091 -0,168 -0,121 -0,189
Valeur P 0,341 0,962 0,738 0,627 0,366 0,517 0,309
MFI CD122
SpearmanR | .0,154 -0,137 -0,160 -0,005 0,094 -0,071 0,034
Valeur P 0,417 0,469 0,399 0,979 0,622 0,710 0,860

Tableau 5 : Corrélation entre le taux d’IL-15 plasmatique, leoprcentage de cellules T CD122u la
densité membranaire du CD122 (MFI) dans les sougpplations de cellules T naives et mémoires chez
les sujets saind.a valeur du P a été calculée par un test de SpaarrAucun coefficient de corrélation
n'atteint le seuil de significativité.

2.4. Corrélation entre I'expression du CD127 et du CD122 sur les lymphocytes T
CD8" différenciées CCR7"?

Il existe une corrélation positive entre le nombeelymphocytes CDd gy exprimant le CD127
et exprimant le CD122 (R= 0,643< 0,000). On retrouve cette méme corrélation pour les UR§
(R=0,749; P< 0,000) (Figure 24). Il n’a pas été possible de détermi@@legré d’expression conjointe
des deux récepteurs pour une méme cellule, camligsorps correspondants disponibles sont conjugués
au méme fluorochrome.

Néanmoins, comme I'addition des pourcentages deleslT CD8 Tgy CD12Z et CD127 dépasse
100% chez plusieurs sujets, ceci suggére que kxpression des récepteurs est possible. Le méme
constat est trouvé sur les CDBp. Il n'existe pas de corrélation entre le pourcgetde cellules CD122
et CD127°%(R= 0,066 pour les CO8gy ; R= 0,133 pour les COg1p)
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Figure 24 : Corrélation entre les valeurs absolues des cebuleCD8'Tey et Trp exprimant le CD122
et/ou le CD127La valeur absolue est exprimée en nombre de cslalg. Les droites de régression
sont représentées. La corrélation des expressianseg CD8Tp reste encore significative (R= 0,693 ;
P< 0,0001) si on écarte les deux valeurs extrémes.
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3) Discussion et conclusion

Le préalable a notre travail était d’évaluer, cli¢itomme, le taux circulant des cytokines
homéostatiques majeures et I'expression de leeptéar en situation basale. L’étude de 31 sujettexd
sains, en situation immunologique stable (commetéste I'absence d’expression du HLA-DR et les
taux infimes d’IL-2R soluble) confirme la granderiabilité interindividuelle de leur lymphocytose T
CD3" et révele que cette variabilité est essentielléroerrélée a la taille de leur compartiment naif T
CD4" et T CD8. Chez un adulte, ces lymphocytes T naifs déridenhouveaux émigrants thymiques,
dont la proportion reste relativement stable chadulte, et surtout de la prolifération homéostatiq
basale assurant le renouvellement régulier desleell naives [421].

La variabilité de la lymphocytose T s’accompagnand’ variabilité er-individuelle des taux
plasmatiques d’IL-7. Les variations de ces dewaip@tres, observées en situation physiologique mie so
pas directement corrélées, en accord avec une gtoeste [422]. La variabilité de I'lL-7 pourraifré en
partie liee a un polymorphisme du promoteur deareed423] ou a un polymorphisme d’épissage [103].
Bien gu’il n’existe pas de corrélation entre lesigles de valeurs individuelles, I'étude de concocda
montre que la numération des cellules T CB#CDS8 naives et le taux d’IL-7 plasmatique concordent
globalement. Ce résultat n’est pas surprenant @anhé I'importance de I'lL-7 dans le maintien du
compartiment naif [91].

Les taux d’IL-15 plasmatiques sont comparables @x aapportés dans la littérature [424].
Toutefois, ces taux ne permettent pas d’appréaerétlle production de cette cytokine, avant tout
complexée a I'lL-15R membranaire ou son isoforme circulant [425]. Roigux apprécier la production
d’IL-15, nous aurions pu utiliser un anticorps dhtil5 pour détecter la cytokine a la surface datites
productrices ou transprésentatrices. Cependante ception n'a pas été retenue puisque la
transprésentation de I'lL-15 se fait essentiellehan niveau tissulaire [156]. La concordance elese
taux d’IL-15 et le contingent de cellules T CD&émoires conforte le role, déja décrit, de cejtekine

dans le maintien du compartiment T CD8 mémoire [138)].

Parallelement a I'évaluation des principales cyteki homéostatiques, notre étude a permis de
déterminer pour chaque sujet sain I'expression menae de I'lL-7R et de I'IL-2/15R3 sur chacune
des sous-populations T Cbdt T CD8§, naives et mémoires.

L'étude de I'expression membranaire de I'lLe/Riontre la présence de cette chaine sur la quasi-
totalité des cellules T naives, CD4 comme CD8, awexdensité d'expression similaire, quelque soit |
lymphocytose T naive ou le taux d’IL-7 plasmatigGeci est a rapprocher de I'expression rapportée su
les émigrants thymiques récents [426] et les adlul de sang de cordon [214]. Toutefois, un petit
contingent de cellules T CD&aives demeure CD1%7en accord avec la caractérisation récente de ce

contingent minoritaire [105].
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Au sein des cellules T CD4némoires, nous détectons la présence du CD122 guasi-totalité
d’entre elles avec une densité membranaire acamparativement aux cellules naives. Plusieurs étude
décrivent un phénomeéne de régulation négativeitcaressdu CD127 sur les cellules CD#daives suite a
une activation par engagement du TCR [141, 235]CD427 est par la suite ré-exprimé sur les cellules
mémoires [142]: 80% de cellules CO4y sont positives pour le CD127 conformément a ceagété
décrit par Stubbe [427]. Nos résultats concordgateinent avec ce qui a été décrit chez la soutis [18
s'opposent en revanche a ce qui a été suggéré adarmns modeles de différenciation des cellules
humaines [428], sans que les articles correspondaptésentent de données détaillées. Les ratakesel
CD4'CD127*9 retrouvées chez certains de nos sujets sains gienirrcorrespondre a des cellules T
régulatrices qui pourraient représenter jusqu’'adé%cellules CD4totales [106].

Au sein des cellules T CD8némoires, nous observons une expression fort@mbdene du
CD127 sur la quasi-totalité des cellules T C&moires centrales, comparable a celle des cgllile
CD8 naives [429]. En revanche, cette expressiomlestnte a la surface de 30% des cellules T'CD8
mémoires effectrices et plus de 50% des cellulediffirenciation terminale sont CD12% D’'aprés nos
analyses, il s'agit bien d'une absence, et non geagement d'une faible expression de ce récepteur,
comme linterpréte I'équipe de Kim, en contradiatiavec les histogrammes de fluorescence présentés
dans leur article [430]. L’existence d’'un contingde cellules CD8 gy CD127"* concorde avec la mise
en évidence récente de deux composantes princifalgsl et 3) au sein de cette sous-population, qui
transcrivent de maniére différente le géne de TRa [431]. Par ailleurs, la proportion de cellules
CD8'Trp CD127, ainsi que la densité d’expression membranaireaete molécule, varient beaucoup
d’'un individu a l'autre. Ceci n’est pas pour nouspsendre étant donné I'hétérogénéité phénotypajue
fonctionnelle de la sous-population CD, [428, 432]. Cette perte d’expression du CD127poaige a
une méthylation irréversible du géne [433], suggkirelépendance des cellules T CD&s plus
différenciées vis-a-vis de I'lL-7 pour leur survisgntrairement aux cellules T CDBaives et mémoires
centrales. Comme d’autres [432], nous n'observassde corrélation entre I'expression du CD127 et le

taux plasmatique d’IL-7.

Notre étude de I'expression membranaire de I'lL5Bf1révele un faible contingent de cellules T
CD12Z. Plusieurs équipes ont étudié chez 'Homme I'esgiEn de ce récepteur avec des résultats
discordants. Dans tous les cas, il s'agissait d&tuéalisées aprés isolement des cellules moréfaesc!
et non sur sang total, portant sur quelques sajet® rapportant que rarement des données chiffrées
pourcentage et/ ou en médiane de fluorescence.

Dans une étude réalisée sur des lymphocytes T @D4conditions basales mises en culture,
Géginat et coll. observent une expression faibtelesi cellules naives, qui augmente sur les mémoire
centrales en pourcentage et en intensité, et plasre sur les effecteurs mémoires [186]. Si nous

retrouvons effectivement ce profil d’expression lesrdifférentes sous-populations T CDdinsi que sur
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les CD8, la proportion de cellules positives que nous avobservée est beaucoup plus faible, mais
comparable a celle retrouvée par d’autres autddds, 435].

L'analyse de I'expression du CD122 sur les lymphesyl CD8 rapportée dans la littérature est
encore plus délicate a interpréter. La pluparté&tedes qui rapportent une proportion élevée delesll
CD8'CD12Z ont considéré la totalité des cellules CPB35, 430], sans tenir compte du contingent de
cellules NK (CD3%9) exprimant la molécule CD8 avec une intensitéléai®r, les cellules NK expriment
fortement le CD122, beaucoup plus que les authesdigellules T [436]. Nous hous sommes attachés a
évaluer I'expression du CD122 sur le seul contingaB8", pour analyser exclusivement les cellules T
CD8'". Ceci peut expliquer le nombre plus faible deutedl T (CD8) que nous détectons positives pour
le CD122, qui reste cependant en accord avec dauttudes [435, 436]. La complexité de l'analyse
d’expression du CD122 est renforcée par la capagitént les cellules T CD8Typ (sous-population
exprimant le plus le CD122) a exprimer égalemenst marqueurs de type NK. A cet égard, plusieurs
travaux centrés sur I'étude des cellules T expring&@s marqueurs de type NK (CD56 principalement)
ont montré une expression plus forte du CD122esicéllules T CD56436, 437].

Dans nos conditions d’analyse, nous détectons tomogion accrue de cellules CDI22u sein
des lymphocytes T CD8es plus différenciés. Ce résultat est conforme données de la littérature
montrant une augmentation de I'expression de |g&pre [126] ou de la transcription du géne [438)da
ces cellules différenciées. Cette acquisition $ageagne d’'une diminution de la proportion des ¢edlu
CD127 dans cette méme sous-population. Pour des rateshsiques, nous n'avons pu étudier la co-
expression du CD127 et du CD122 a la surface dadeseT CD§ différenciées. La comparaison des
figures 22 et 23, représentant I'expression du @Ddt2du CD127 suggére une évolution antithétique de
I'expression de ces deux récepteurs au cours déféaenciation des cellules T CD8Cette hypothése
est évoquée par Kim et al, mais rappelons quepmiocole d’analyse, qui n’exclut pas les celllids
(majoritairement CD1279) ne permet pas d'étayer leurs conclusions [43@us\ne retrouvons pas de
corrélation entre les pourcentages de cellules @DE2 CD127% et d'autre part, I'addition des
pourcentages CD122t CD127 suggére une co-expression des deux récepteurgtaldnes sur une
fraction des cellulesgly et Trp. La corrélation observée dans notre étude ensredkeurs absolues des
cellules CD8différenciées CD122et CD127 (Figure 24) permet d’émettre I'hypothése d’uneutétion
coordonnée des deux récepteurs sur les cellulsedifférenciées. Ceci devra étre vérifié, a la fois
'analyse de la co-expression de ces deux réceptenircytométrie en flux (si les réactifs adéquats
peuvent étre utilisés), et, par I'étude de la diuét d’expression de ces deux molécules a la sudas
cellules T CD8 lors d’'un processus de différenciation induit atiure [439].

Contrairement aux cellules T CBHQ8l'acquisition de I'IL-2/15B au cours du processus de
différenciation ne semble pas ou peu concernerditsles T CD4. Ceci peut étre expliqué par le fait que
le processus de différenciation des cellules T Qiconduit qu’'exceptionnellement a I'acquisiticard

phénotype de différenciation terminale.
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Si l'analyse de I'lL-2/15R donne des résultats discordants dans la littératarcontroverse est
encore plus manifeste en ce qui concerne I'lL-d5Rexpression de I'lL-15[R, est quasi-indétectable
guelque soit le protocole expérimental testé dateeriaboratoire. Ce méme constat est rapporté par

plusieurs équipes [185, 186].

Au total, notre analyse de I'expression membranaies I'lL-7Ra et de I'IL-2/15FB en
pourcentage et en médiane de fluorescence surmhaes sous-populations T CDet T CD8 confirme
et suggere plus avant les similitudes d’exigeneesutvie des cellules T CD4t CD8 naives et les
différences d’exigences de survie des cellules B'GiD CDS§ différenciées. La présence du CD127 mais
la quasi-absence du CD122 sur la quasi-totalitécelisles T CD24 et CD8 naives humaines en situation
d’homéostasie suggere une dépendance majeure delledss vis-a-vis de I'lL-7 chez 'Homme, comme
ceci a été établi dans les modeles expérimentaumsaCette dépendance vis-a-vis de I'lL-7 restessa
doute prépondérante pour les lymphocytes T Cii#érenciés, dont la densité membranaire d’ILe7R
s’accroit, tandis que seul 1/5 de ces cellulesques$1L-2/15R3 & sa membrane. Pour les cellules T
CDS8', la dépendance vis-a-vis de I'lL-7 diminue apparent au profit de I'lL-15 lors de leur
différenciation puisque certaines d’entre ellesielavent CD127 négatives. L'IL-15 est en effet cépab
chez 'Homme, d’induire une résistance des cell@&8'Tey et Trp a 'apoptose post-activation [440],

tandis que la réponse des cellules mémoires &Idist bien plus faible que celle des cellules T@41].

Les données acquises chez les sujets adultesétainat essentielles pour aborder la deuxieme
partie de notre travail : I'évaluation chez I'Homighe I'implication des cytokines homéostatiquesy Ikt
IL-15, dans une situation de lymphopénie sévete tpi'elle est déclenchée par le conditionnemeast de

receveurs de cellules souches hématopoiétiques.
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Partie 2 : Impact de la variation des taux plasmatiques d’IL-
7 et d'IL-15 sur le devenir de I'allogreffe de moelle osseuse
et la repopulation du CLTP apreés conditionnement

myéloablatif.
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2) Données complémentaires

o |L-7, facteur prédictif de la GVH aigué : spécificiet sensibilité du taux d’IL-7 a J+14 post-

greffe

Le taux plasmatique d’IL-7 a J+14 apparait commiabteur prédictif de la GVH aigué le plus
significatif chez les patients ayant regu un caaditement myéloablatif. A la valeur médiane reteaue
J+14 égale a 11,9 pg/mL, la spécificité de ce meugbiologique pour prédire la GVH aigué de grade 2
4 est de 71,4% et la sensibilité du test est de.808as avons cherché a optimiser la spécificitéa et
sensibilité de cette valeur seuil par la réalisatibune courbe «Receiver operating characteristics
(ROC) (Figure 25A).

A IL-7 plasmatique & J+14 post-greffe B IL-15 plasmatique & J+14 post-greffe
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Figure 25 : Courbe ROC des taux plasmatiques des cytokinesdustatiques a J+14A) Spécificité et
sensibilité du taux plasmatique d’IL-7 a J+14 comiageur prédictif de la GVH aigué. (B) Spécificite
sensibilité du taux plasmatique d'lL-15 a J+14 coenfacteur prédictif de la rechute chez les patients
recevant un conditionnement myéloablatif. Les agess la courbe (AUC) sont indiquées sur chaque
graphique.

D’aprés la courbe ROC, la valeur médiane d'IL-plias discriminante est de 13,9 pg/mL, ce qui
correspond a une valeur intermédiaire entre la am&ddes taux d’IL-7 de tous les patients et cade d
patients qui vont développer une maladie aigué rétfan contre I'h6te. Avec cette nouvelle valewr, |
sensibilité reste inchangée a 80% (intervalle ddiance 95%: 44,4 - 97,5) mais la spécificité dat eest
accrue a 92,9% (intervalle de confiance 95%: 609,8). La fréquence des GVH aigués observées
(19/40 patients) autorise a utiliser I'intervalle Wald pour estimer l'intervalle de confiance sasgue
d’introduire de biais majeur.
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La sensibilité du test n'atteignant pas la valeurl@0%, d’autres facteurs sont a considérer dans
la survenue de la GVH aigué ; ils seront discutésriaurement. L'excellente spécificité souligne la
valeur pronostique rassurante d’'un pic systémiqile ™drelativement faible deux semaines avant le

temps médian de survenue de la maladie du greffotree|’'hdte aigué dans cette cohorte de 40 patient

« |L-15, facteur prédictif de la rechute : spécificét sensibilité du taux d’lL-15 a J+14 post-greffe

Le facteur le plus prédictif de la rechute chez pedients ayant recu un conditionnement
myéloablatif apparait comme étant le taux plasmatid’lL-15 a J+14. A la valeur médiane retenue a
J+14 de 33,3 pg/mL, la spécificité de ce marquénlogique pour prédire la rechute est de 61,3%et |
sensibilité du test est de 85,7% (Figure 25B).

D’'apres la courbe ROC, la valeur médiane d’IL-15plas prédictive est de 23 pg/mL pour
laquelle la spécificité du test est de 76,47% (uatke de confiance 95%: 50,1 - 93,2) et la sefidhile
85,71% (intervalle de confiance 95%: 42,1 - 99,6).

« Relation entre les taux circulants de cytokines émstatiques et I'expression de I'lL-dRet

IL-2/15RB

A partir de J+30, les receveurs recevant un camigment myéloablatif sortent progressivement
de la phase de lymphopénie sévere et la numérigtigqphocytaire permet alors d’analyser I'expression
du CD127 et du CD122 sur les populations C&4CD8, naives et mémoires.

Nous constatons que la densité membranaire d&Rdsur toutes les cellules T est inversement
corrélée au taux d’'IL-7 plasmatique (Tableau 6)isRés taux sont éleveés, plus le récepteur estmépx
la membrane, ce qui a déja été décrit dans laditige et peut étre attribué a I'effet répresseulld-7
sur I'expression de la chaine spécifique de someptéar, mais peut étre aussi la conséquence de
I'activation cellulaire T [429, 442]. En revancHes taux plasmatiques d’IL-15 n’ont pas d’influence

significative sur I'expression de I'lL-2/19Rrésultats non illustrés).

Population T | Valeur du R de Valeur deP Population T | Valeur du R de Valeur deP
CD4'CD127 Spearman CD8 CD127 Spearman
CD4 Tya -0,422 0,004 CD8 -0,335 0,025
CD4 Tew -0,481 0,001 CD8 du -0,457 0,002
CD4 Tey -0,383 0,009 CD8 gy -0,339 0,023
CD8 Tp -0,397 0,007

Tableau 6 : Corrélation entre les taux plasmatiques d’'IL-7 &30 chez les patients ayant recu un
conditionnement myéloablatif et la densité membraea(MFI) du CD127/'IL-7Rea a la surface des
sous-populations lymphocytaires T CDét CDS.
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Partie 3 : Impact de la variation des taux plasmatiques d’IL-7 et
d’IL-15 sur le devenir de I'allogreffe de CSH et la repopulation
du CLTP apres conditionnement d’intensité réduite

1) Données publiées
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2) Données complémentaires

« |L-7, facteur prédictif de la GVH aigué : spécifiiet sensibilité du taux d’IL-7 a J+30

Le taux plasmatique d'IL-7 a J+30 apparait commédteur prédictif de la GVH aigué le
plus significatif chez les patients ayant recu wmditionnement d'intensité réduite. Nous avons
évalué la spécificité et la sensibilité de cetteosmtration plasmatique par la réalisation d’unerice
ROC (Figure 26). La valeur médiane d’IL-7 que nausns retenue a J+30 pour les 45 receveurs est
de 5,9 pg/mL. Elle correspond a la valeur la pliscriminante estimée par la courbe ROC. La
spécificité pour prédire la GVH aigué de grade &#de 69,2% (intervalle de confiance 95%: 48,2 -
85,7) et la sensibilité de 75% (intervalle de @mde 95%: 47,6 - 92,7).

IL-7 plasmatique a J+30 post-greffe
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Figure 26 : Courbe ROC des taux plasmatiques d'IL-7 a J+3®pécificité et sensibilité du taux

plasmatique d'IL-7 a J+30 comme facteur prédictf ld GVH aigué chez les patients recevant un
conditionnement réduit. L’aire sous la courbe (AWS] indiquée sur le graphique.

« Hétérogénéité des conditionnements d’intensitéirédt leur retentissement en termes de

taux de cytokines homéostatiqgues

Du point de vue du traitement préparatif, notre artéh de patients ayant recu un
conditionnement d'intensité réduite (RIC) est mdivsnogene que notre cohorte de patients ayant
recu un conditionnement myéloablatif car les protes de conditionnements réduits sont nhombreux
et hétérogenes en termes d'effet hypoplasiant ,[ZFB]. Nous les avons donc classifiés les
conditionnements en fonction de leur pouvoir lympdiant, représenté ci-dessous d’aprés un

schéma proposé par Dhédin [443].
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Selon cette classification, parmi les protocoléksés pour les patients de notre cohorte, le
conditionnement « Seattle » a base de fludarakidéreadiation corporelle totale (ICT) 2 Gy est le
moins lymphopéniant, méme si les effets de la flakime sur la lymphocytose sont loin d'étre
négligeables [444].

En revanche les 3 autres protocoles (MIDI, KOLBS&AVIN) se situent dans un niveau
d’intensité sensiblement identique. Les conditioneets utilisant de forte dose de melphalan ont déja
été décrits comme responsables de niveaux de lypépi® proches de ceux retrouvés dans le
conditionnement myéloablatif [445].

Nous avons donc choisi d’analyser plus finementtéesx d’IL-7, d’IL-15 et la CRP en
regroupant ces 3 protocoles (« RIC 2 ») et en ¢esparant au conditionnement « Seattle » (« RIC
1»).

Myéloablation

A

@ Endoxan +ICT 12 Gy
(myéloablatif)

@ Chimio séquentielle + SAL = KOLB

@ Fluda (5j) + Bu + SAL = SLAVIN RIC 2
@ Fluda(3)j) + ICT + MEL (100 mg/m2) = MIDI

@ Fluda + ICT (2 Gy) = Seattle } RIC 1
@ ICT (2Gy) seule

>
>

Immunosuppression

Figure 27 : Les différents conditionnements réduits utiliséartss la cohorte étudiéeCe graphique
présente le degré d'immunosuppression et de mylélibaio dans les conditionnements réduits recu
par les patients étudiés. Le conditionnement EndeMalT 12Gy considéré comme le
conditionnement le plus intense et le conditionmemi€T 2Gy seul considéré comme non
myéloablatif sont représentés en rouge a titre amanif (ICT= irradiation corporelle totale,
Gy=Gray, BU= busulfan, SAL= sérum anti-lymphocytiFluda= fludarabine, MEL= melphalan).

Selon cette classification, la numération des te=ld CD3 a J+30 est effectivement plus
faible chez les patients ayant recu un conditiorer@rde plus forte intensité (« RIC 2 »), mais cette
différence se rectifie apres trois mois de greffe la différence n’est alors plus significative
(P=0,054). Les taux au pic d’IL-7, d'IL-15 et de CRBnt significativement plus élevés dans les

conditionnements atténués plys lymphopéniants que & protocole « Seattle ».
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Figure 28 : Comparaison des taux de cytokines homéostatiqdesCRP et de la numération des

lymphocytes CD3selon l'intensité des conditionnements atténuéassifiés en deux catégoriefh)

Le taux d’IL-7 est présenté au pic a J+14. (B) aext d’IL-15 est présenté au pic a J+7. (C) Le taux
de CRP est présenté au pic a J+7. (D) La numératies cellules T CD3est présentée a J+30. Les

boites représentent la médiane encadrée par 1€"°28t 75™ percentile. Les «moustaches»
correspondent au minimum et au maximum. La valeuPda été calculée par un test de Mann-

Whitney.
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Partie 4: Analyse comparative des taux d’IL-7 et d’IL-15, du
contexte inflammatoire et de la survenue de la maladie du greffon

contre I'hdte aigué en fonction de l'intensité du conditionnement

Considérant que les patients ayant recu un condiiment myéloablatif ou atténué étaient tres
lymphopéniques durant les premiéres semaines, nagmes le protocole « Seattle », que les taux
systémiques d’IL-7 et d’IL-15 évoluaient en mirale la lymphocytose T, et que quelque soit le
conditionnement pré-greffe les valeurs au pic @es td’'IL-7 plasmatique étaient associées a la
survenue ultérieure d’'une maladie du greffon cofitie aigué, nous avons analysé globalement les
107 receveurs d'allogreffe qui ont été suivis pexsiyement.

Ce regroupement nous a permis d’analyser comparadit I'évolution de la lymphocytose,
des taux d’IL-7 et d'IL-15, I'expression de leuécepteurs, le degré d'inflammation reflétée par le
taux de protéine C réactive et la survenue d'unladgiadu greffon contre I'héte aigué.

Les caractéristiques de ces 107 patients sontsempiilans le Tableau 7 ci-apreés. Dans cet
ensemble de receveurs d'allogreffes HLA-compatjbB® patients ont recu un conditionnement
myéloablatif et 45 un conditionnement réduit.
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Tableau 7 Patient and graft characteristics, all paents, N = 107

Characteristics Values
Age at transplantation, median (range), years
Recipients 49 (7-65)
Donors 40 (1-68)

Male/Female recipients
Sex-mismatched male recipients, No. (%)

Disease, no. of patients (%)
AML
ALL
Non-Hodgkin lymphoma
Myelodysplastic syndrome
Myeloproliferative syndrome
Myeloma

Disease status at transplantation
Responsive disease - complete response, No. (%)

Pre-conditioning homeostatic cytokine level$
Plasma IL-7, median (range), pg/mL

Conditioning regimen, No. of patients (%)
Myeloablative
CY plus Busulfan
CY plus TBI (12 Grays)
CY plus Busulfan plus anti-lymphocyte serum
CY plus anti-lymphocyte serum
Reduced intensity, RIC 2
MIDI
Fluda plus Busulfan plus anti-lymphocyte serum
KOLB
Flag-IDA
Reduced intensity, RIC 1
Fluda-TBI (2 Grays)

Transplant type, No of patients (%)
Unmanipulated bone marrow
Sibling donor, 10 of 10 HLA-identical
Unrelated donor, 10 of 10 HLA-matched

Total cell doses infused, median (range)
CD34 cells x16/kg recipient weight
Total nucleated cells x1/&g recipient weight

GVHD prophylaxis
CsA and MTX, No. of patients (%)

Acute GVHD II/IV
No. of patients (%)
Time of occurrence, median (range), days prat-g

Relapse of original malignancy
No. of patients (%)
Time of occurrence, median (range), days post-graf

Follow-up, median (range), days post-graft

27 (25,3%)

38 (35,6%)
25 (23,3%)
16 (15%)
10 (9,3%)
10 (9,3%)
8 (7,5%)

67 (62,6%)

2,3 (0,3-13,3)

30 (28%)
29 (27,1%)
2 (1,9%)
1 (0,95%)

17 (15,9%)
5 (4,7%)
4 (3,7%)
1 (0,95%)

18 (16,8%)
84 (78,5%)

60 (56%)
47 (44%)

3,6 (0,05-284,4)

3,6 (0,9-363)
107 (100%)

40 (37,4%)
33,5 (14-83)

26 (24,3%)
133 (57-511)

390 (90-1048)

! Including 10 patients who received transplant®keethe age of 18 years.

2 Normal values: IL-7, median 2 pg/mL (range: 0.8)7.
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1) Variations de la lymphocytose et de la composition du compartiment
lymphocytaire T depuis le conditionnement pré-greffe jusqu’a J+90 post-

greffe

1.1. Evolution de la lymphocytose T

Les traitements myéloablatifs sont décrits commaus pllymphopéniants que les
conditionnements atténués. Nous observons que déanme du nombre de cellules T circulantes est
égale a zéro entre JO et J+14 pour tous les patig@int recu un conditionnement standard, soit au
moins 15 jours de lymphopénie T sévére. A partirJeié8, les taux de lymphocytes remontent
lentement pour atteindre 500 cellules T/anJ+30 (étendue : 0-2100) (Figure 29A).

La lymphopénie est plus transitoire dans le caa danditionnement réduit. A JO, 17 patients
ayant recu ce type de conditionnement présententyanphocytose supérieure a 100 cellulesiratm
11 patients une lymphocytose supérieure a 200 lesltun? (médiane= 0 ; étendue 0-1900
CD3'/mn?). A J+7, les receveurs sont encore trés lymphaojoési puis les numérations remontent. A
J+30, ceux-ci présentent une lymphocytose médiang0G cellules/mrh (étendue: 100-6000)
analogue aux receveurs ayant eu un conditionnemmgglbablatif (Figure 29B).

C’est au cours du deuxiéeme mois post-greffe quectawitionnements se différencient
réellement en termes de reconstitution. Les patiapant recu un conditionnement réduit montrent
une meilleure reconstitution quantitative avec idggveurs retrouvant des valeurs de lymphocytose
proche de la normale: 44% des patients présentamtlymphocytose supérieure a 700 cellules
T/mn?, contre 18,5 % dans les conditionnements myéltébja31,1% ont une lymphocytose

supérieure & 1000 cellules T/Moontre 15,4% dans les conditionnements myéloaslatif
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Figure 29 : Nombre médian de cellules T circulantes depuistsditionnement jusqu’au troisieme
mois post allogreffe de CSHA) Nombre médian de cellules T chez des patigyast recu un
conditionnement myéloablatif. (B) Nombre médiancdiules T chez des patients ayant regu un
conditionnement réduit. Les barres d’erreur représat le minimum et le maximum. L'abscisse
représente le temps en jours depuis la greffe (J0O).
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1.2. Rapport CD4/CD8 a J+30 post-greffe en fonction du
conditionnement

Rappelons gue nous n’avons pris en compte pounidédi population lymphocytaire T CD8
gue les cellules qui expriment fortement ce margaéia d'éviter d’'inclure des cellules NK, d’'autant
plus que la reconstitution des cellules NK apréxjedffe de CSH est rapide.

En analysant les rapports CD4/CI¥8%®™S°" on constate que le rapport normal & 2,1 selon
les normes de notre laboratoire chez les sujets s&t diminué chez tous les receveurs. La médiane
du rapport CD4/CD8 un mois aprés la greffe est ¢&3 Qoour les patients ayant regu un
conditionnement myéloablatif. L’inversion du rappperdure largement, puisqu’il est égal a 0,53 six
mois apres le greffe (Tableau 8). A J+30, le rapp@st pas inversé chez la plupart des patients
ayant recu un conditionnement réduit avec une médig 1,04, mais il s'inverse a partir de J+60, ou

il est égal a 0,67 et l'inversion se poursuit al&dke six mois post-greffe (Tableau 8).

Rapport CD4/CD8hi J+30 J+60 J+90 J+180
Conditionnement MA 0,73 0,63 0,54 0,53
Conditionnement RIC 1,04 0,67 0,47 0,51

Tableau 8 : Rapports CD¥CD8" a J+30, J+60, J+90 et J+180 chez les patients ay@gu un
conditionnement myéloablatif (MA) ou réduit (RIC).

Il 'y a pas de différence significative de pourtzgye de cellules T CD4t CD8 rapporté a
'ensemble des cellules @ntre les deux types de conditionnement a J+30.

Les pourcentages cellules T CD8hez les receveurs sont en revanche significaénemplus
élevés que chez les sujets sains, tandis que fgmgents de cellules T CD4ont beaucoup plus

faibles, comme attendu a cette phase précocerdpdaulation du CLTP (Figure 30).
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Figure 30 : Comparaison des pourcentages de cellules T CBCDS8 (CD8'). Les cellules T CD4

et CD8" sont représentées en pourcentage de la populdfiootale & J+30 post-greffe chez des
patients ayant recu un conditionnement myéloab{di&, en rouge) ou un conditionnement atténué
(RIC, en gris) en comparaison avec les sujets s@nsblanc). Les boites représentent la mediane
encadrée par le 28° et 75™ percentile. Les «moustaches» correspondent aunmini et au
maximum. La valeur de P a été calculée par undesflann-Whitney.
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1.3. Composition du compartiment lymphocytaire T en cellules T naives
et mémoires chez les receveurs a J+30 post-greffe, comparé aux sujets
sains

Qu'il s’agisse d'un conditionnement myéloablatif mduit, la proportion des cellules T de
phénotype non naif est sensiblement la méme un mpiés la greffe. Comme attendu, les
populations T naives CD4t CD8 ne représentent qu’environ 1/5 de la populatidotale (Figure
31), tandis que chez les adultes sains d’age c@hbfgarcette population naive représente plus de la
moitié des cellules T.

Chez les receveurs, les cellules T Cb#culantes sont composées a 80% de celludgseT
de Tgy réparties en parts égales, laissant supposerifféeedciation accrue et/ou une prolifération
homéostatique plus efficace, car chez un adulte, $&6 cellules T mémoires CD#résentent un
contingent de §y plus intense.

Les cellules T CD8 mémoires représentent les trois quarts des celkiteulantes et sont
majoritairement de phénotype effectrices mémoiredifférenciation terminale réparties en parts

égales.
J+30 MYELOABLATIF REDUIT (RIC) SUJETS SAINS
12% it
0
Cellules T CD4* 2% 5%

16%

41%

Cellules T CD8*

16% 23%

39% 6% 61%
9%

11%

11%

39%
36%

Figure 31 : Composition du contingent CD4et CD8. Les sous-populations naives{JT mémoires
centrales (Tv), effectrices mémoires () et différenciation terminale ¢f) sont représentées en
pourcentage de la population T totale CD4 ou CD8+&0 post-greffe chez des patients ayant recu
un conditionnement myéloablatif (graphique de ga&jiobu réduit (graphique du milieu) et pour
comparaison chez les sujets sains (graphique dieejirba taille des graphiques est proportionnelle
a la numération lymphocytaire.
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2) Comparaison des taux d’IL-7 et d’'IL-15 chez les patients en fonction

du type de conditionnement chez les 107 receveurs

Entre les deux types de conditionnements, lesiqingst des taux d’lIL-7 sont semblables et
nous obtenons a J+14 des pics analogues dans ugscdhortes, avec une médiane d'IL-7 a 12
pg/mL (étendue: 0,4-30,2) aprés conditionnementioaydatif et une médiane a 9,3 pg/mL (étendue:
2-26,7) apres conditionnement réduit. Afin de miéwaluer I'intensité d’exposition aux cytokines
homéostatiques entre le début du conditionnemeht38], nous avons calculé les aires sous la courbe
(AUC) au cours du premier mois post-greffe. Nousbservons pas non plus de différence

significative entre les deux conditionnements gaxposition globale a I'lL-7 (Figure 32).

En revanche, les valeurs au pic d'IL-15 differemt #nction du traitement. Aprés
conditionnement myéloablatif, nous observons aJds taux d’IL-15 & 36,3 pg/mL (étendue: 8,2-
121,8) soit 6 fois plus élevés que le taux pré-gmmhement. Aprés conditionnement réduit, les
concentrations d’IL-15 au pic a J+8 s’élévent &3ag/mL (étendue: 5,9-70,3). L'exposition a I'lL-
15 au cours du®lmois post-greffe, appréciée par l'aire sous laloeuest également plus forte pour
les receveurs recevant un conditionnement myéloabR= 0,0065) (Figure 32). A la différence du
taux systémique d’IL-7, le taux d'IL-15 circulantrable donc influencé par lintensité du

conditionnement recu.
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Figure 32 : Médiane des aires sous la courbe (AUC) des taubd et d’IL-15. Les AUC sont
calculées entre le début du conditionnement jusg®® post-greffe de CSH. Les patients ayant recu
un conditionnement myéloablatif (MA) sont reprééenten rouge, ceux qui ont recu un
conditionnement réduit (RIC) sont représentés dn. dres barres d’erreur représentent le“80
percentile. La différence entre les AUC a été émlpar un test de Mann-Whitney.
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3) Comparaison de l'expression de I'lL-7Ra et de I'lL-2/15RB sur les
sous-populations T naives et mémoires selon le type du

conditionnement

Le degré d’expression membranaire des chainesfisjpp@s des récepteurs aux cytokines peut
intervenir dans les variations des taux d'IL-7 él-d5, puisqu’il contrdle la capture et la
consommation de ces cytokines et que I'expressida embrane peut étre réprimée aprés ces
événements. C’est pourquoi, nous avons analys@réssion de I'lL-7R (CD127) et I'lL-2/15
(CD122) sur les sous-populations de cellules Teswét mémoires, a la fois en termes de pourcentage

de cellules positives et de densité membranaird)(MF
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Figure 33 : Expression membranaire du CD127 et du CD122 a laface des sous-populations T
CD4" et CD8 a J+3Q Pourcentage de cellules positives pour le CD1aisdchacune des sous-
populations T CD4 (A) et dans chacune des sous-populations T"GBB Pourcentage de cellules
positives pour le CD122 dans chacune des sous-atipus T CDZ (C) et dans chacune des sous-
populations T CD8 (D). L'expression des récepteurs a J+30 post-greffe représentée en rouge
pour les patients ayant recu un conditionnementloafdatif et en gris pour les patients ayant recu
un conditionnement réduit. L’expression chez lgetsisains est représentée en blanc. Les boites
représentent la médiane encadrée par 1€"26t 75™° percentile. «<Les moustaches» correspondent
au minimum et au maximum (*P< 0,05, ** P< 0,01, *P< 0,001 par un test de Kruskall-Wallis et
un post-test de Dunn).
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Les receveurs de CSH, quelque soit le conditionnemegu, présentent le méme profil
d’expression de CD127 et de CD122 sur les soustatipuos de cellules T que les sujets sains. Nous
avons comparé I'expression membranaire uniquenwnt |ps populations les plus représentées chez
les receveurs a J+30 post-greffe, a savoir lesleslllT CD4 T¢y et Tzy et les cellules T CD8Tgy, et
Trp.

Nous constatons une diminution plus importante dmbre de cellules positives pour le
CD127 pour ces populations T que chez les sujats.saoutefois, il n'y a pas de différence
significative d’expression en fonction du conditiement recu (Figure 33A et B). Cette réduction
d’expression peut étre une conséquence directéadgsparticulierement élevés d’IL:7Parket al
ont en effet montré que I'exposition des cellulea dies taux élevés d’IL-7 induisait une régulation
négative de I'expression de I'lL-®Ra la membrane des cellules T, essentiellementdisles de
phénotype naif et mémoire centrale [137]. A ceestaécoce suivant I'allogreffe de CSH, la perte
d’expression du CD127 peut également étre cons€cati'activation des lymphocytes. En effet, on a
montré dans un modéle murin qu’au pic de la répamseune a une infection par le virus de la
chorioméningite lymphocytaire (J+8), la majeuretipades cellules activées perd I'expression du
CD127 [142]. Chez les sujets infectés par le vilaslimmunodéfience humaine, une corrélation
positive été mise en évidence entre la perte désgion du CD127 sur les cellules T et le degré
d’expression des marqueurs d’activation [429, 442st donc vraisemblable que I'activation liée a
I'allo-réactivité des cellules T puisse étre aitjme de cette diminution d’expression, que celle-c
reste muette cliniquement ou que I'expansion hotaéigse leur permette d’atteindre une taille

clonale suffisante pour déclencher la GVH aigule.

Les cellules CD4 Ty et Tew chez les receveurs ont sensiblement le méme gemtirde
cellules positives pour le CD122 que les sujetsssdin revanche, nous constatons une augmentation
significative du nombre de cellules positives peuCD122 dans les populations CDBy et Trp
chez les receveurs, qui s'intensifie davantage dbezpatients ayant recu un conditionnement
myéloablatif comparé aux patients ayant recu unlitemnement réduit (Figure 33C et D). Il n'a pas
été décrit de phénoméne de surexpression de laechaR/15R3 dans un contexte d’inflammation ou
d’activation particulier. Les taux plasmatiquesLell5 ne sont pas corrélés ni au pourcentage de
cellules CD122 ni a lintensité de fluorescence (MFI). On ne pegpendant conclure a
l'indépendance d’expression du CD122 et de la bjmahibilité de I'lL-15 car cette cytokine peut étre

transprésentée par les cellules dendritiques anghpcytes T.
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4) Comparaison du degré d’inflammation chez les receveurs en fonction

du type de conditionnement

Nous avons évalué l'intensité de l'inflammation dosant la CRP plasmatique au cours des
trois premiers mois post-greffe chez les recevéligure 34A). Les cinétiques de la CRP dans les
deux groupes de conditionnement sont analogues, e augmentation rapide apres l'allogreffe et
un retour aux valeurs normales vers J+30 post@re# pic se situe a J+7 pour les conditionnements
myéloablatifs et est Iégérement décalé dans ledqropr les conditionnements réduits a J+14.

La CRP est nettement plus augmentée dans les imomaiments myéloablatifs, avec une
médiane de 116 mg/L contre 16 mg/L pour les coowlittments réduits, soit une valeur 7,25 fois
plus élevée a J+P€ 0,0001). A J+14, les taux restent significativamglus importants chez les
conditionnements myéloablatife£ 0,0008).

Le calcul des aires sous la courbe de la CRP démtoenditionnement et J+30 post-greffe
montre une production globale a la CRP plus immbetachez les patients ayant recu un

conditionnement myéloablatiP€E 0,32) (Figure 34B).
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Figure 34 : (A) Concentration plasmatique de la protéine C-téac depuis le début du
conditionnement jusque 3 mois post allogreffe atez patients ayant regu un conditionnement
myéloablatif (ligne rouge) ou un conditionnemenduié (ligne noire). Les barres d'erreur
représentent les 28275 percentiles. (BMédiane des aires sous la courbe des taux d&kE
depuis le conditionnement jusque J+30 chez desemisti ayant recus un conditionnement
myéloablatif (barres rouges) ou conditionnement uitdbarres grises). Les barres d'erreur
représentent le 90°percentile. La valeur de P a été calculée partast de Mann-Whitney.
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Il existe, par ailleurs, une forte corrélation erlgs aires sous la courbe de I'lL-15 et celles de
la CRP, que ce soit apres les conditionnementsitse@@~ 0,002) ou dans les conditionnements
myéloablatifs P= 0,0012) (Figure 35A et B).

En revanche, le taux d’IL-7 est moins influencé farcontexte inflammatoire, comme le
suggeére la plus faible corrélation entre les amss la courbe de I'IL-7 et les aires sous la coul®
la CRP aprés conditionnement myéloablati?=(0,016) et l'absence de corrélation aprés
conditionnement réduit (Figure 35C et D).

La forte corrélation entre les taux de CRP et A’ dans les deux types de conditionnement
montre que ces deux parametres évoluent de pat Evelegré d’inflammation, tandis que la

biodisponibilité de I'lL-7 apparait moins influene@ar le contexte inflammatoire.
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Figure 35 : Corrélation entre les aires sous la courbe desxalilL-7 et d’IL-15, et de la protéine
C-Réactive Corrélation entre les aires sous la courbe d’'IL-@6de la protéine C-Réactive chez les
patients ayant recu un conditionnement myéloab(@t)f ou réduit (B). Corrélation entre les aires
sous la courbe d'IL-7 et de la protéine C-Réactihez les patients ayant recu un conditionnement
myéloablatif (C) ou réduit (D). Les AUC sont caémd du début du conditionnement jusque J+30
post-greffe. La valeur de P a été calculée partest de Spearman.
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5) Valeur prédictive globale des taux d’IL-7 pour la survenue ultérieure

d’'une maladie du greffon contre I'h6te aigué

La premiére constatation lorsque nous regroupors rdeceveurs ayant recu un
conditionnement myéloablatif et réduit est que dearbes de survie confirment que lintensité du
conditionnement n’est pas corrélée a la survenueedmaladie du greffon contre I'héte chez les

receveurs d'allogreffe HLA-compatible apprentéenon (Figure 36).
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Figure 36 : Incidence de la GVH aigué en function du conditioement. Incidence cumulative
selonKaplan-Meier estimant la survenue d'uG&H aigué grade 2-4 chez les 107 receveurs répartis
en function de leur intensité de conditionnementéloablatif, Seatlle (RIC 1) ou MIDI / KOLB /
SLAVIN (RIC 2). Un test Log-rank vérifie que ladarcumulée en fonction des protocoles de
conditionnement regus n’est pas significative.

L’analyse de la cinétique de taux d’'IL-7 confirmeedes patients qui ne développent pas de
GVH aigué ont une valeur au pic a J+14 plus faifle celle des receveurs qui vont développent cette
complication P= 0,018). Ce décalage se poursuit au-dela de JF9®,029) malgré une correction
de la lymphopénie dés J+30 (400 cellules T CD4B7 ; étendue: 50-3050) (Figure 37A).

L’exposition globale & I'lL-7 a été appréciée pacalcul de I'aire sous la courbe entre J-15
et J+30. La médiane des AUC est de 52,6 (étendLi8:1115,4) et les valeurs individuelles sont
positivement corrélée avec la survenue de la G\gdéde grade 2 & 4 (R= 0,385 0,002) ainsi
gu’'avec sa sévérité définie par les grades 0 &40(B17, = 0,002). La corrélation est inverse avec le
temps de survenue (R=-0,2Pk 0,01) (Figure 37B et C).
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Figure 37 :Incidence de la GVH aigué en function du taux plastique d’IL-7 (A) Médiane d’IL-7
depuis le début du conditionnement jusque 3 mas-greffe chez les 107 patients qui développent
une GVH aigué grade 2-4 (ligne noire) ou pas (ligiese).Les barres d’erreurs représentent les
25°M275°™ percentilse. La valeur du P est calculée par ust tde Mann-Whitney (*P<0,05;
**P<0,01). (B) Médiane des aires sous la courbelLdn depuis le début du contionnement jusque 1
mois post-greffe chez les 107 patients qui dépelapune GVH aigué grade 2-4 (boite blanche) ou
pas (boite grise). Les boites représentent la nmédencadrée par le 2% et 75™ percentile. «Les
moustaches» correspondent au minimum et au maxitaimwaleur du P est calculée par un test de
Mann-Whitney. (C) Kaplan-Meier estimatant la suwverde la GVH aigué de grade 2-4, chez les
receveurs répartis en fonction des valeurs dessad@us la courbe des taux d’IL-7 supérieure a la
médiane (ligne noire continue) versus inférieuda aédiane (ligne noire discontinue). La valeur du
P est calculée par un test de Log-rank.

Le taux d’'IL-7 & J+18 (médiane= 9,9 ; étendue: ZB@ pg/mL) reste le facteur prédictif le
plus significatif de la survenue ultérieure d'un¥Hbaigué chez nos 107 patients quelque soit le
conditionnement regu, ainsi que le vérifie 'analysn modele de Cox (Hazard Ratio= 1,079;
intervalle de confiance 95%: 1,022-1,18%; 0,006). Nous pouvons noter que le temps corregran
a la valeur la plus prédictive est un temps intelimiée entre J+14 et J+30, qui sont les deux temps

prédictifs retrouvées dans les conditionnementédetits respectivement.

Les taux d’IL-7 a des temps précoces aprés |'afiifgrde CSH sont donc associés au risque
de survenue ultérieure de la GVH aigué. Cepentlaspécifité (= 58,57 ; 95%Cl: 43,2-73), pour les
107 patients et la sensibilité (= 64,3 ; 95%CI11481,4) a la valeur prédictive de 9,8 pg/mL a Jné8

sont pas totales, ce qui suggere l'interventiofadteurs associés.

La réponse des lymphocytes T a la cytokine est reloibnée a I'expression et la
fonctionnalité de son récepteur, en l'occurrencecti@ine spécifique IL-7&R Les patients qui
développent une GVH aigué de grade 2-4, quelquéesoonditionnement initial, présentent une plus
faible densité d’expression du CD127 que les pttierdemnes, comme discuté précedemment. Ce
résultat permet de penser que I'expansion homémqstapilotée par I'lL-7 et I'activation liée a lat

réactivité des cellules T puissent conjointemerg atl'origine de cette diminution d’expression. Ce
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parametre n’atteint pas le seuil de significatinéa@alyse multivariée, ce qui peut étre attribua a
liaison de la densité membranaire du CD127 au téilsr. Cependant, la détection d’expression de
I'épitope reconnu par I'anticorps monoclonal an27 ne permet pas, a elle seule, d’affirmer que

la chaine IL-7R est fonctionnelle.

Le séquencage du géne de la chaine alpha du réceéptdlL-7 a révélé I'existence d’'une
série de polymorphismes correspondants a des tararcléotidiques simples (SNPs). Plusieurs
SNPs responsables de substitutions d’aminoacides dactodomaine ou le passage trans-
membranaire de la chaine alpha ainsi que des pobhismes de son promoteur ont été récemment
identifiés. lls permettent de définir 4 haplotypesnmuns, dont I'un (haplotype 4) est associé a une
maladie immuno-inflammatoire, la sclérose en pldg4é].

Dans le cadre de l'allogreffe de CSH, 4 polymorptEs non synonymes (+510C/T, +1237
A/G, +2087T/C and +3110A/G) qui entrainent un clengnt d’acide aminé ont été étudiés par
I'équipe du Professeur Klaus Miuller & Copenhaguwe(Tissue Typing Laboratory, Rigshospitalet).
Dans une étude rétrospective portant sur 109 pdieedonneurs et receveurs non apparentés, le
génotype +1237/GG (rs_1494555) du donneur de C8Hisascié en analyse univarié®(0,003) et
multivariée P< 0,05) & la mortalité non liée a la rechute chez kceveurs qui ont un chimérisme
hématopoiétigue de type donneur de 100%. Quoigsiecdmséquences sur la fonctionnalité du
récepteur a I'lL-7 ne soient pas connues, cett@cisson génétigue a été interprétée comme
suggestive d’un effet sur la réponse a I'lL-7 (da &LSP) des lymphocytes T greffés, dans la mesure
ou la substitution d’acide aminé selon l'alléle kxtalisée dans I'ectodomaine de L'IL-@R419].
Cette association n'a pas été confirmée par undeététrospective indépendante portant sur 116

paires donneurs/ receveurs, d’ethnicité au moinsgtiament différente [447].

Nous avons mis en place une collaboration avewipégdu Professeur Klaus Miller afin de
déterminer chez les donneurs de nos patients siassciations pouvaient étre identifiées entre
certains polymorphismes bi-alléliques et I'accurtialad’lL-7 chez le receveur et les complications

de l'allogreffe.
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Partie 5: Association du polymorphisme nucléotidique
simple +510 (rs-1494558) du gene de I'IL-7Ra au risque de

maladie du greffon contre I’hote

Trois polymorphismes du géne de I'lL-dR+510C/T sur I'exon 2, +1237A/G, sur I'exon 4,
+2087T/C sur I'exon 6) ont été déterminés chezl@meurs des 107 patients dont les caractéristiques
ont été présentées dans la Table 6 P 117 ci-dessus.

Les polymorphismes bi-alléliques +510C/T et +1233Agntrainent un changement d’acide
aminé dans I'ectodomaine de la chaine alpha mé&g8& et \V138l), le variant +2087T/C affecte son
passage trans-membranaire (T224l), la substitugibectant I'épissage conduisant aux isoformes

membranaire et soluble de I'lL-6RFigure 38).

| Exon1 I/\| Exon 2 |/\| Exon 3 |/\| Exon 4 |/\| Exon 5 |/\| Exon 6 |/\| Exon 7 I/\| Exon 8

+510 C/T +1237 AIG +2087 T/C

Extracellular region

Transmembrane région

Intracellular region

Figure 38 : Position des SNPs de I'lL-7&étudiés chez les donneurs de nos 107 patients

Bien que le nombre de sujets soit limité compaeatient au nombre qu’exigent les études
génétiques d’association, nous avons pu vérifierlgquilibre de Hardy-Weinberg est respecté pour
'ensemble de nos donneurs et que la distributies aleles pour chacune de ces positions est en
conformité avec celle décrite dans la littératuae Peutsch [446] ou plus récemment par [419] et
répertoriée pour une population occidentale damsuejue NCBI [448]. Les génotypes homozygotes
+510TT sont présents chez 14,8 % des donneur87€@ chez 14% et +2087TT chez 10,2% des
donneurs d’allogreffe de CSH. (Tableau 9).
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SNP Fréquence des | Fréquence de l'alléle rare | Fréquence de I'alléle rarg
génotypego) chez nos 107 donneurs selon Teutsch, 2003
+510
cc 42 .6
CT 42,6 0,36 0,38
TT 14,8
+1237
AA 42
AG 44 0,36 0,31
GG 14
+2087
CcC 58,2
cT 31,6 0,26 0,33
TT 10,2

! Distribution calculated by Fischer test.

Tableau 9 : Fréquence de distribution des alleles pour chagb®Ps de I'IL-7Rx dans la cohorte
étudiée des 107 donneursa fréquence des alleles est présentée en pougentas fréquences des
alleles rares « g » ont été calculées par un tesEidcher et sont comparées aux valeurs retrouvées
dans la littérature.

Nous n'observons pas de relation significative eetés polymorphismes +1237 et +2087, les
taux d’IL-7 ou le degré d’expression du CD127 eétiem pourcentage de cellules positives ou en
intensité médiane de fluorescence membranaire.ekanche, les variations du taux d’IL-7 sont
associées au polymorphisme +510. Les patients ayauot des CSH d’'un donneur homozygote
+510TT ont des taux d’IL-7 plus faibles a J##=(0,045), J+18RK= 0,017) et J+25R= 0,0174)
(Figure 39A).
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Figure 39 : Relation entre les taux d’IL-7, la survenue d’'un8VH aigué et le polymorphisme +510 de
la partie codante du géne de I'lL-7& (A) Médiane des taux plasmatiques d’IL-7 du début d
conditionnement jusque 3 mois post-greffe chepaddients dont les donneurs sont caractérisés psr le
genotypes +510 CT/CC (ligne noire) versus 'homotigg+510 TT (ligne grise). Les barres d'erreurs
représentent les 25-75° percentiles. Les comparaisons entre les deux g®umt été réalisées par un
test de Mann-Whitngy P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. (B) Courbe de Kaplan-Meier estimant I'incidence
cumulée de GVH aigie de grade 2-4 chez les patiforisles donneurs ont les génotypes +510 CT/CC
(ligne continue) versus +510 TT (ligne pointilléey valeur de P a été calculée par un test Log-rank
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En catégorisant les patients en fonction des g@estge leur donneur : +510CC ou CT d’une
part, +510TT d’autre part, nous montrons que lguésde GVH aigué de grade 2-4 est plus élevé
dans le sous-groupe de receveurs ayant regu ufomree donneur homozygote +510CC ou
hétérozygote +510CT (Log-rank= 3,86F7= 0,049) (Figure 39B). Ces patients sont ceux qui
présentent également les taux d’IL-7 les plus &elans notre population de receveurs d’allogreffe
de CSH. Les patients recevant des cellules de ggmdtomozygote +510TT semblent donc avoir un
risque atténué de GVH aigué et présentent desdiélLet plus faibles durant le premier mois qui suit
l'allogreffe. L'analyse en modéle de Cox annule ksux variables: taux d’IL-7 a J+18 et
polymorphisme +510. On conserve cependant une nerdaroche de la significativité pour les taux
d’IL-7 & J+18 P= 0,051).

Avec la méthodologie de I'équipe du Professeur Kliliiller, nous ne confirmons donc pas
I'association aux variant +1237 G, mais rappelams lgur étude d’association concernait I'ensemble

des complications non liées a la rechute.

Sachant qu'il s’agit d’'un polymorphisme non synomyrane premiére possibilité a envisager
pour interpréter nos résultats serait que I'expoasde I'allele +510 C, impliqué dans le codagend’u
thréonine en position 66 (44 de la protéine matcoafere une meilleure réponse a I'lL-7 a taux égal
gue celle due a lisoleucine définie par l'allelg1® T et, par le biais de I'expansion homéostatique
accrue, une alloréponse anti-héte plus sévérautldlors proposer aussi que la forme commune de la
chainea capte moins bien, mais réponde mieux, a son ligangque les génotypes « donneur »
correspondants sont associés a un pic plus élakér circulante, tandis que le génotype +510TT
entrainerait une consommation relativement accpae fneilleure affinit€) mais une moins bonne
réponse a la cytokine. Faute d’études physiquédisiden ou d’études des voies de transductionecett
proposition reste trés hypothétique. On peut @aifs noter que la position 44 de I'ectodomain&est
distance des boucles responsables de la liaisomédepteur & son ligand comme des motifs
d’interaction avec la sous-unig&commune [82].

L'association statistique pourrait aussi refléter autre polymorphisme en déséquilibre au
sein de I'haplotype 1 qui inclut le variant +5T0 Cet haplotype est 'un des deux qui ont été
associés a une bonne aptitude a surexprimer |e2C@h réponse a linterférdgh{104]. Les
interférons de type | peuvent s’intégrer dans beraytokinique consécutif au conditionnement pré-
greffe de CSH, mais nous n'avons pas constaté ffiéretice de pourcentage de lymphocytes T
CD127 ou dintensité de fluorescence du CD127 qui cpuase aux génotypes des donneurs
étudiés. En outre dans cette hypothése si uneemegliconsommation d’IL-7 par les lymphocytes de
génotype +510 est compatible avec le moindre pit-d associé, on s’attendrait plutét a une
association positive avec la GVH aigué. L’haplotypeluant le variant +510 T est en déséquilibre
avec des variants du promoteur contrélant des éltsnae réponse a des facteurs de transcription
comme les facteurs NFAT ou Oct-6, qui pourraientdifier le contrble de I'expression du gene de

I'lL-7R a dans un sens qui reste inconnu [446].
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DISCUSSION
GENERALE ET
CONCLUSION



Grace a l'étude prospective de 107 patients répaetn 2 cohortes, l'une apres
conditionnement myéloablatif, I'autre aprés comditiements d’intensité réduite, nous présentons
dans ce mémoire la premiére étude a la fois camjailes taux plasmatiques des deux cytokines

homéostatiques principales, et comparative derdift§ protocoles de conditionnement.

La production d’IL-7 et d’IL-15 est assurée priredgment par des cellules stromales, les
épithéliums et les cellules dendritiques. De méle® processus impliqués dans la physiopathologie
de la GVH aigué et de la rechute sont davantagauloque systémiques. Par conséquent, la
détermination séquentielle des taux d’IL-7et d’'lk-A partir de prélevements de sang veineux
périphérique souleve la question de la pertinerceedtype de prélévement et de l'interprétation de
ces dosages.

Plusieurs publications permettent de vérifier lacadance entre les taux circulants d’IL-7
ou d’IL-15 et les quantités de protéine au niveiasutaire. Une étude réalisée dans un groupe de
patients souffrant de psoriasis montre en effetauggnentation conjointe de la protéine IL-7 & ia fo
au niveau des biopsies cutanées en zone léséenateau sérique [449]. D'autres études ont mis en
évidence une augmentation des taux d’IL-15 équntalelans le liquide cérébrospinal et dans le
sérum de patients atteints de maladies neuro-infi@wires [424]. Une interprétation des taux de ces
deux cytokines dans le plasma est peut donc étnsid&rée comme un assez bon reflet des
microenvironnements tissulaires.

Un biais méthodologique des dosages plasmatiquésgalement étre considére, puisqu’il
existe des formes solubles des chaines spécifitpebaine IL-7R et de la chaine IL-15R Elles
résultent d’'un processus d’épissage alternatif ‘'enodytose (shedding) de la protéine et sont donc
susceptibles d’étre en concentration plus grantke sinthése des récepteurs est accrue. En ragson d
leur affinité pour la cytokine, ces récepteurs blgs pourraient interférer avec le dosage de cette
derniere. En fait, plusieur travaux rapportentéigltion conjointe des taux de I'lL-éRsoluble et de
la cytokine dans la synoviale inflammatoire [456htne dans le plasma [451]. On montre également
gue des concentrations picomolaires d’'IL-7 reslibnés compte-tenu de la constante de dissociation
et des concentrations physiologiques du récepteluble [452]. De plus, nous ne retrouvons pas
d’association avec le polymorphisme nucléotidiqaé87T/C (rs_6897932) qui prédispose a produire
plus la forme soluble du récepteur [453]. Les f@rmselubles de 'lL-15R augmentent également

parallelement aux taux sériques d’IL-15 [454, 455].

Nous avons présenté en détail dans l'introduddi®erce mémoire les arguments qui permettent
de relier les cytokines homéostatiques, I'expressiidférentielle de leurs récepteurs par les sous-
populations naives et mémoires et I'engagement@mpteurs des lymphocytes T dans le pilotage
conjoint de I'expansion homéostatique périphérigies lymphocytes T. Nous avons également

discuté I'impact de cette repopulation progressivecompartiment lymphocytaire périphérique dans
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le contexte de l'allogreffe de CSH ou les lymphesyT du receveur sont confrontés aux disparités
d’antigenes mineurs d’histocompatibilité et auxgares tumoraux.

Sachant le role potentialisateur de I'expansiomitedpar la lymphopénie sur I'alloréactivité, il
est logique que nous ayons pu démontrer une atisocg&gnificativeme entre la valeur au pic des
taux d’IL-7 et d’IL-15 et la survenue ultérieureude maladie aigué du greffon contre I'hoéte.
L’analyse multivariée révele dans nos deux cohagtesdes taux plus élevés d’IL-7 sont un facteur
de risque essentiel de cette complication, tandia ¢jinverse un pic réduit d’IL-15 précéede la
rechute de 'hémopathie maligne qui avait congagser I'indication de cette immunothérapie.

S’agissant de l'association IL-7/GVH aigué, nousftmons les données de I'équipe de
Mackall qui ont été publiées tandis que notre ttadit engagé [401]. Leur étude concernait 31
patients qui avaient recu un conditionnement aéé&amposé de fludarabine (30 mdjour) et de
cyclophosphamide (1200 mgffour) pendant 4 jours, délibérément précédé deiurpis cycles
d’induction associant de I'étoposide, de la prenimés de la vincristine, du cyclophosphamide, de la
doxorubicine, et de la fludarabine (EPOCH-F), agtes patients qui avaient en base des taux élevés
d’'IL-7 (médiane 12,1 pg/mL, maximum a 46,9 pg/mL).

L'incidence des maladies aigués du greffon corii@e de grade 2-4 chez nos patients ayant
recu un conditionnement myéloablatif (32,5%) ouconditionnement atténué (35,5%) est en accord
avec plusieurs études publiées [287, 382, 385]ddlai de survenue de cette complication est plus
tardif apres les conditionnements réduits, avecron@diane de 42 jours post-greffe, soit 2 semaines
plus tard que dans les conditionnements myéloéhlate qui est conforme aux données de la
littérature [288, 332].

Cette variation temporelle est en parfaite adéqnadvec les pics retrouvés lors des dosages
d’IL-7. En effet, dans les conditionnements myélatfs, le taux prédictif en anamyse multivariée
est & J+14 tandis que dans les conditionnementgsgdest le taux & J+30 qui se révéle prédittf.
valeur prédictive du taux d’IL-7 est ciblée sur Jdahs le protocole intensif adopté par I'équipe de
Mackall, qui indique une médiane de survenue deV&l aigiie a 33 jours, soit un délai analogue a
celui de nos patients recevant un conditionnemey@aablatif [401]. Lors de I'analyse de nos 107
patients regroupés, le taux d'IL-7 a J+18 se régétame le facteur prédictif le plus significatif lde

survenue ultérieure d'une GVH aigué en modéle de Co

Nous avons cherché a affiner nos résultats en c@ampda cinétique des taux d’IL-7 et
l'incidence de la GVH aigué aux variants génétigdesgéne de la chaine IL-@Rchez le donneur
d’allogreffe. Une association positive a été retdmiavec les génotypes +510 CC ou CT, mais ces
résultats sont encore trés préliminaires, ils detvétre complétés sur un effectif bien plus grasid,
leur interprétation devra attendre que des étuéebatfinité pur I'lL-7 ou de réponse a I'lL-7 en
fonction des haplotypes soient réalisées.

Malgré les résultats significatifs de nos analyseftivariées associant la valeur au pic d’'IL-7
au risque de survenue de la maladie aigué du greffmtre I'h6te, d’autres facteurs susceptibles

d’influencer cette complication devront étre copsis.
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L'un de ces facteurs de risque est évidemmentdpadiité donneur/receveur concernant les
antigenes mineurs d’histocompatibilité. Le typageléoulaire de ces antigenes mineurs n’était pas
disponible, mais il faut noter que l'interprétatiserait délicate. En effet, tous les allopeptidesont
pas nécessairement immunodominants [456-458], sigmale une possibilité de tolérance naturelle
vis-a-vis de ces disparités [459, 460].

Un autre facteur évident est la fréquence deslesliiloréactives au sein des lymphocytes T
apportés par le donneur. Si des sensibilisatiosgwiis des alloantigénes mineurs sont connues [459
461], ce qui améne a impliquer les populations ytaphocytes mémoires au sein du greffon,
plusieurs études, dont celle de notre équipe, iraditjque les populations de cellules T CD@R7
ou CD62L (composées de cellules naives et mémaiegdrales) contiennent I'essentiel des
précurseurs alloréactifs [296, 313, 462]. La prtpordes lymphocytes naifs et mémoires centrales
au sein du greffon joue de ce fait un rble déteamirdans le risque de développement de la GVH
aigué en cas d'identité HLA.

L'IL-15, par son action directe sur I'expansion dedlules T CD8 mémoires et ses effets
contributifs a la prolifération des populations pmocytaires T naives, apparait renforcer I'actien d
I'IL-7 en potentialisant son réle dans l'alloréaiti. Au plan statistique, son impact s'efface deer
celui de I'lL-7 en analyse multivariée du risque@eH aigué.

Les relations entre les taux d’IL-15 et la rechnitavaient jamais été évaluées chez 'Homme.
Nous montrons que de faibles taux d’IL-15 & J+1dt s@sociés en analyse univariée et multivariée
au risque ultérieur de survenue de la rechute datre cohorte de patients sous conditionnement
myéloablatif. Aprés conditionnements réduits, séagsaux d’IL-7 et d’IL-15 & J+90 post-greffe sont
inversement corrélés au risque de rechute, ce’qupas d'intérét pour la surveillance des patients
mais révele néanmoins la similitude d'impact desctd’IL-15 sur cette complication. Il faudra
évidemment prolonger le suivi de nos patients poaforter ces résultats.

Le risque de rechute chez les patients ayant racconditionnement myéloablatif (25%) et
ceux ayant recu un conditionnement réduit (26,7%b)identique dans nos cohortes. Le risque de
rechute ne différe pas entre donneur familial etngoir non apparenté, conformément a I'expérience
francaise [313]. Les délais de survenue de cetteplication sont également similaires avec une
médiane de 132 jours post-greffe (étendue : 82-8A&% les patients avec un conditionnement réduit
et une médiane de 140 jours post-greffe (étendt@-551) chez les patients recevant un
conditionnement myéloablatif. Par contre, plusieéingdes ont retrouvé un risque de rechute plus
élevé apres conditionnement atténué [391, 392]|[4B&te différence peut étre liee a I'effectiflfia
de nos deux cohortes ainsi qu'a une médiane deui/courte.

Les taux plus faibles d’'IL-15 plasmatique chez pedients qui vont rechuter peuvent étre
responsables d'une promotion insuffisante de IFéHaotivité et de la réponse anti-tumorale des
lymphocytes T en expansion homéostatique. En éffetété montré qu’'une faible reconstitution des
cellules mémoires effectrices T CImD28*%"**au cours des deux premiers mois post-greffe était

corrélée a un risque élevé de rechute [464]. LBLgbtentialise la réponse anti-tumorale [465, 466],

101



en favorisant la différenciation des cellules T CB8 cellules T cytotoxiques [467] et la production
d’'IFN-y et de perforine [468, 469]. Un taux insgtint d’ll-15 peut également étre responsable d’une
promotion insuffisante de l'action anti-tumoralesdeellules NK principalement dans le cadre
d’hémopathies touchant les lignées myéloides [478fuipe de Chen montre que les cellules NK du
donneur, stimulées en présence d’IL-15 et infusdez le receveur, peuvent diminuer le risque de
rechute [471]. L’IL-15 agit en effet comme un fagtede prolifération et de différenciation des
populations lymphocytaires T CD&t NK [185, 204], et des taux adéquats permetitaienc une
bonne reconstitution de ces populations lors desnigrs mois post-greffe [472], leur permettant

d’exercer 'une et I'autre une action anti-tumorptetectrice.

Outre cettre analyse de I'intérét prospectif deldéermination précoce des taux plasmatiques
des taux d'IL-7 et d'IL-15, nous nous sommes attach analyser les relations entre I'évolution
guantitative et qualitative de la lymphocytose cleereceveur et la cinétique des taux des cytokines

homéostatiques en tenant compte de I'intensitéoddiionnement recu au préalable.

Nous confirmons I'évolution en miroir des taux dTLet de la lymphocytose, ainsi que les
données de I'équipe de Mackall qui ont été publtaadis que notre travail était engagé [401]. Nous
montrons de plus que la cinétique des taux d’'ILestiallogreffe est assez semblable quelque soit
l'intensité des différents protocoles de conditiement et que la valeur du pic d’IL-15 est
inversement associée au risque de rechute au rdams le cas des greffes sous conditionnement
myéloablatif. La lymphopénie induite par les coimihements dits atténués semble toujours dépasser
le seuil critique pour entrainer I'élévation condttamte des taux plasmatiques d’IL-7 et d’'IL-15. Le
conditionnement le moins séverement lymphopér{@atocole « Seattle » associant fludarabine et
irradiation corporelle a dose modérée) est suivn@ic d'IL-7 et d’IL-15 moins élevé que les autres
protocoles de conditionnement d’intensité rédugej vont induire une valeur au pic d'IL-7
équivalente a celle des conditionnements myélaéhlaiourtant responsables d’'une lymphopénie

plus prolongée au-dela du premier mois post-greffe.

Le suivi prospectif de notre cohorte a inclus deeveurs d’allogreffe de CSH ayant recu deux
grands types de conditionnement définis selonrhaitelogie classique, myéloablatif versus atténué.
Toutefois, en empruntant la classification propopae Dhédin et coll. [443] qui tient compte du
pouvoir lymphopéniant plus ou moins drastique dawditionnements dits atténués, nous avons pu
affiner cette classification et scinder ce groupe deux: un groupe de receveurs ayant un
conditionnement réduit de type Seattle (RIC 1) mtdeuxieme groupe pour les conditionnements
réduits de type MIDI, KOLB ou SLAVIN (RIC 2).

Au cours du premier mois suivant la greffe, céBrints conditionnements sont responsables
d’'une déplétion lymphocytaire initiale, sévere,rediotale au niveau du compartiment circulant pour

les conditionnements myéloablatifs et certains itmmhements réduits (RIC 2). Au cours dti"2
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mois, tandis que la majorité des receveurs avemonditionnement myéloablatif présentent toujours
une lymphopénie profonde et peinent a reconstitear compartiment, presque la moitié des
receveurs ayant eu conditionnement atténué efptticulierement ceux appartenant au groupe RIC
1, parviennent & une reconstitution quantitativéede compartiment T périphérique. Ces différences
importantes de reconstitution du CLPT selon le darmhement persistent au cours des six premiers

mois post-greffe chez nos receveurs.

L'orage de cytokines pro-inflammatoires (I3;1 IL-6, TNF) provoqué par le
conditionnement pré-greffe pourrait conduire a praduction accrue des cytokines homéostatiques,
et tout particulierement d’'IL-15, et contribuer'élévation brutale de leur taux plasmatique. Nous
avons comparé le degré d’'inflammation de nos gredereceveurs grace a la détermination des taux
plasmatiques de CRP dont 'augmentation apresralifaga déja été décrite [380]. Les taux de CRP
chez les receveurs ayant eu un conditionnementt réahit nettement plus faibles que ceux observés
chez les patients recevant un conditionnement atdnd

Les aires sous la courbe des taux d’'IL-7 entreéleutidu conditionnement et le premier mois
post-greffe sont corrélées a celles des taux dE€R#& uniquement aprés un conditionnement
myéloablatif, connu pour induire un degré d'inflaation plus élevé que les conditionnements
réduits. A priori, les cellules stromales ou lebubes dendritiques, productrices d’IL-7 et d’IL-1
sont pas ou peu touchées par les traitements apiagid73]. Dans un contexte inflammatoire, les
mécanismes régulant la production d’IL-7 sont eacaral connus. Certaines cytokines parmi
lesquelles le TNFe, I'lL-1 [474], I'lL-6 [475] ou encore I'IFNy [476-478] pourraient induire une
production accrue d'IL-7 par le stroma ou les deBuépithéliales. Dans un modéle murin
d’encéphalomyélite expérimentale, Sawa montre taetivation des Toll-like récepteurs lors d’'une
infection induit une production d’IFIg-par les cellules sentinelles locales (cellulesddéques,
monocyte/macrophage..) qui entraine alors une ptamu d’IL-7 par les hépatocytes mais une
diminution de la production par les cellules stramaet les ganglions lymphatiques selon un
mécanisme encore inconnu [475].

Cette corrélation entre taux de CRP et taux d’lh-été mise en évidence au cours de la
polyarthrite rhumatoide [479] et I'implication ddL-7 est évoquée dans plusieurs maladies a
composante inflammatoire. Des taux d’IL-7 élevéstsainsi retrouvés dans le liquide synovial de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide [¥88)] et lors du choc septique [481]. L’expressien d
I'lL-7, évaluée par immunohistochimie, est égaletridns élevée dans les glandes salivaires labiales

de patients atteints de syndrome de Sjogren [482].

Si le degré d’inflammation lié au conditionnemeré-greffe peut contribuer a 'augmentation
des taux plasmatiques d’'IL-7, une lymphopénie séwagparait étre I'élément déclenchant majeur.
L’ensemble de nos receveurs sont trés lymphopésiguee JO et J+14 avec un nombre de cellules T
qui évolue sensiblement de la méme fagon dansees droupes jusque J+30. A cette période, les

taux d’'IL-7 évoluent inversement au nombre de el et les valeurs maximales d’IL-7 observées
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chez les patients des deux cohortes sont sinslafe-dela de J+30, les taux d’'IL-7 se normalisent
pour I'ensemble des receveurs, bien que la ret¢otisti immunitaire soit encore tres balbutiante
aprés conditionnement myéloablatif et plus rapidasdle groupe des conditionnements réduits ou
deux fois plus de patients ont une lymphocytoseésepre a 1000/mia J+60. Les augmentations
des taux d’IL-7 apparaissent donc davantage liées ééficit de consommation engendré par une
lymphopénie majeure, ce qui en accord avec lesraditsens rapportées pour les lymphopénies liées
au conditionnement pré-greffe [401]. ou encore dkss déficits immunitaires secondaires des
infections a VIH [422, 442].

Contrairement a I'lL-7, I'lL-15 n’est pas corrélé nombre de cellules T Cb3& J+30, ce
qui suggere une régulation des taux de cette gyokioins dépendante de la lymphocytose T. En
revanche, quelque soit le conditionnement, les gicsoncentration d’IL-15 sont fortement corrélés
aux pics de CRP plasmatique. Les aires sous lebeodie ces deux protéines, meilleur reflet de
I'impact global du contexte inflammatoire, sont itigement corrélées entre elles, suggérant une fort
dépendance de I'lL-15 au contexte inflammatoireudNobservons de ce fait des valeurs d’IL-15 au
pic a J+14 significativement plus élevées chez pesients ayant recu un conditionnement
myéloablatif. Cette relation entre I'lL-15 et I'lafnmation a été identifiée dans de nombreuses ®£tude
portant sur des maladies inflammatoires. L’ARN ragges de I'lL-15 ainsi que la protéine sont ainsi
fortement exprimés dans des biopsies de bronchéisées chez des patients atteints de sarcoidose ou
de bronchite chronique [483]. On reléve égalemesd thux accrus d’IL-15 dans le liquide
cérébrospinal des patients atteints de maladiesosieflammatoires [424, 484] ou au niveau
tissulaire dans les maladies inflammatoires chioescde I'intestin [485-487].

L’évolution des taux d’IL-15 plasmatiques au-de&&ld deuxiéeme semaine de la greffe peut
étre attribuée a la résolution progressive de l#mMmation mais aussi a la consommation
préférentielle de I'lL-15 par les cellules NK, gge¢ soit le type de conditionnement. Les cellulgs N
réapparaissent trées précocement dans le compattoirenlant et une corrélation inverse entre les
taux d’IL-15 et le nombre de cellules NK COB56 est retrouvée quelque soit le type de
conditionnement (MA : R=-0,5P= 0,0007 ; RIC : R=-0,31P= 0,048). Les cellules NK expriment
fortement I'lL-2/15R3, alors qu’elles n’expriment guére le récepteurlder [425, 436].

Le risque de développement d'une GVH aiglie de gladechez nos patients ayant recu un
conditionnement myéloablatif (32,5%) et ceux ayayu un conditionnement réduit (35,5%) est
identique en accord avec plusieurs études pulda®¥s 382, 385]. En revanche, le délai de survenue
de cette complication est plus tardif dans les tmmhements réduits avec une médiane de 42 jours
post-greffe, soit 2 semaines plus tard que dansctéeslitionnements myéloablatifs, ce qui est
conforme aux données de la littérature [288, 3¥Atte variation temporelle est en parfaite
adéquation avec les temps prédictifs retrouvés hbes dosages d’IL-7. En effet, dans les

conditionnements myéloablatifs, le taux a J+14 egdpaomme un facteur prédictif, tandis que dans
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les conditionnements réduits, c’est a J+30 quaug se révele critique, en modele de COX, pour la
survenue ultérieure de la GVH aigué.

L’augmentation des taux d’'IL-7 aprés greffe et smtion avec le risque de GVH ont été
décrites par Mackall et all. [401] dans une étudespective de patients ayant recu un
conditionnement atténué, avec une valeur prédictivéaux d’IL-7 ciblée sur J+7 [401]. Ce timing
différent peut s’expliquer par la nature du trakempré-greffe administré. Les patients de cetidest
avaient, en effet, recu délibérément un a troidesyde EPOCH-F, associant de I'étoposide, de la
prednisone, de la vincristine, du cyclophosphamigela doxorubicine, et de la fludarabine en plus
du conditionnement réduit classique composé deafaline (30 mg/Aour) et de cyclophosphamide
(1,200 mg/rjour) pendant 4 jours. L’effet recherché étaithenir une numération de cellules T
CD4" inférieure & 100 cellules/mimautrement dit une lymphopénie sévére (inférieul®0 cellules
T/mn?), proche de celle que nous avons observée dame wohorte aprés conditionnement
myéloablatif. La médiane de survenue de la GVH aigiait de 33 jours (étendue : 19-49), soit un
délai de survenue de la GVH identique a celui de patients recevant un conditionnement
myéloablatif. Ainsi, que le conditionnement soit épablatif ou réduit, mais trés lymphopéniants,
une élévation forte de I'lL-7 pilotée par une lyropnie sévére transitoire, expose a un risque accru
de GVH aigué.

Ces observations réalisées dans le cadre d'étlidiggues sont en accord avec les données
obtenues dans des modeéles expérimentaux murin&aunihistration d’IL-7 recombinante a des
souris receveuses augmente l'incidence de la GgHEdi258, 394]. Lors d’'un contact conjoint TCR-
antigéne cognate [66, 144], I'lL-7 favorise I'exgén des cellules T naives et mémoires centrales
exprimant fortement le CD127. Plusieurs études é&wegdg que les populations de cellules T
CD4'CCR7 ou CD62L (composées de cellules naives et mémoamsales) contiennent I'essentiels
des précurseurs alloréactifs [313, 462] et jouentdle dans le risque de développement de la GVH

aigueé.

L’IL-15, par son action directe sur I'expansion dedlules T CD8 mémoires et ses effets
contributifs a la prolifération des autres popuwias T apparait renforcer I'action de I'lL-7 en
potentialisant son réle dans I'alloréactivité etlieveloppement de la GVH. Cette augmentation de la
prolifération des cellules T CD&ar I'lL-15 est soutenue par I'lL-7 qui est cagablagir de maniéere
synergique pour induire une meilleure expansior6[¥B11]. Dans les greffes d’organe solide, des
taux élevés d’lIL-15 ont été observés chez les masvprésentant un rejet d’organe. Ainsi, une
augmentation de I'lL-15 dans le liquide bronchoéalaire survient chez des patients présentant un
rejet a la suite a une allogreffe de poumon [40fe étude de Wang, dans le cadre d'une allogreffe
de foie chez le rat met en évidence une élévatmbARN ainsi que de la protéine IL-15 dans les

biopsies de foie réalisée [409].
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Le risque de rechute chez les patients ayant racconditionnement myéloablatif (25%) et
ceux ayant recu un conditionnement réduit (26,7%b)identique dans nos cohortes. Le risque de
rechute ne différe pas entre donneur familial etngoir non apparenté, conformément a I'expérience
Francaise [313].. Les délais de survenue de cettglication sont également identiques avec une
meédiane de 132 jours post-greffe (étendue: 82-84&y les patients avec un conditionnement réduit
et une médiane de 140 jours post-greffe (étende553) chez les patients recevant un
conditionnement myéloablatif. Plusieurs étudesaapendant montré que les patients ayant recu un
conditionnement réduit présentaient un risque adertechute comparativement au conditionnement
myéloablatif. Martino observe chez des patient®evears de CSH, traités pour des syndromes
myélodysplasiques, un taux de rechute a 3 ansgpeffe de 45% dans les conditionnements réduits
contre 27%, IP< 0,01) dans sa cohorte de patients avec condéioent standard [463]. Dans une
autre étude de 141 patients traités pour un lymghderisque de rechute est également plus faible
pour les conditionnements myéloablatifs (RIC= 36%sus MA= 11%,P< 0,01) [392]. Cette
différence peut étre liée a un nombre de patiemtlus plus faible dans notre cohorte ainsi gu'une
médiane de suivi plus courte.

Dans les conditionnements réduits, nous ne retrmivyoas de corrélation entre les taux
précoces de cytokines homéostatiques et le risgquedhute. Seuls les taux d’IL-7 et d’IL-15 & J+90
post-greffe sont inversement corrélés au risquecteute (R=-0,47&= 0,003 ; R=-0,33®= 0,004
respectivement). Ces taux retrouvés nous apparteédtément explicatif de la physiopathologie de la
rechute mais ne peuvent étre utilisés a titre ptiégiuisque ces prélévements ont lieu pour cestain
patients lors des premieres manifestations ded¢@de la greffe.

Chez les patients avec un conditionnement myélaghie faibles taux d’IL-15 & J+14 sont
associés en analyse univariée et multivariée amaisque de développement de la rechute. Les taux
faibles d’IL-7 ne sont pas significativement coégeh la rechute, mais il existe une tendance.dwes t
plus faibles d’'IL-15 chez les patients ne rechugaa$ suggérent que celle-ci a été précocement
consommée par les cellules présentant une pré&nemar IL-15, & savoir les cellules NK et les
lymphocytes T CD8 L’IL-15 agissant comme un facteur de prolifératiet de différenciation des
populations T CD8 et NK [185, 204], permettrait lnomne reconstitution de ces populations lors des
premiers mois post-greffe [472], protégeant aingi rikque de rechute par le développement
d’effecteurs anti-tumoraux. En effet, il a été mméngu’une faible reconstitution des cellules
effectrices T CD8CD28 mémoires, au cours des deux premiers mois podegehit corrélée a un
risque élevé de rechute [464]. L'IL-15 potentialisgéponse anti-tumorale [465, 466], en favorisant
la différenciation des cellules T CD&aives en cellules T cytotoxiques [467] et la pobidun d’'IFN-

y et de perforine par les cellules T CTj868, 469]. Les cellules NK peuvent également exeune
action protectrice anti-tumorale dans le cadre déadies touchant les lignées cellulaires myéloides
[470]. L'équipe de Chen montre que les cellules tilKdonneur, stimulées en présence d’IL-15 et
infusées chez le receveur, peuvent diminuer leueisde rechute [471]. Le r6le de I'lL-15 dans la

rechute n'avait encore jamais été évalué chez I'em
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Au cours des premiers mois, chez ces patientsesjuitest I'expansion homéostatique des
cellules T matures qui est I'élément moteur esekati repeuplement du CPLT. Comme attendu, au-
delad de J30, la majorité des cellules T sont den@iype mémoire, en accord avec le changement
phénotypique provoqué par la prolifération homéagia et, dans les deux types de conditionnement
étudiés, le compartiment lymphocytaire T périphdgigest alors composé a 80% de cellules
meémoires, majoritairement de type CD8. De maniarprenante, notre analyse montre une inversion
CD4/CD8' plus tardive aprés conditionnement atténué. L'esizm T CD8 n'est effective qu'au
deuxiéme mois post-greffe, tandis que des J30eesveurs de conditionnements myéloablatifs ont
inversé I'équilibre entre leurs populations T magsuCD4 et CD8. Quelque soit le conditionnement
recu par nos receveurs, il n'y a pas eu a priordiffiérence quantitative ni qualitative en ce qui
concerne les lymphocytes T du donneur apportéslegpgreffon. En revanche, un contingent de
cellules T du receveur peut persister aprés certaonditionnements atténués. Ces cellules T
résiduelles du receveur sont détectées a JO pkgudmment chez les receveurs avec un
conditionnement de type Seattle. L'existence d'wolpde cellules T initial plus important peut
contribuer & une correction plus rapide de la lyomginie avec alors un chimérisme partiel mais elle
ne peut expliquer a elle seule l'inversion décalée3 a 4 semaines du rapport CD4/CD8 aprés
conditionnement atténue.

Nous savons que le degré d'exposition aux cytekhmeméostatiques est capable d'influencer
la cinétique et la nature des populations impligudans la reconstitution immunitaire. Méme si
d’'importantes variations interindividuelles exidteles taux d’IL-7 mesurés pour I'ensemble de nos
receveurs montrent une cinétique plasmatique de7I'et une exposition évaluée par le calcul des
aires sous la courbe globalement superposablaisieenéanmoins une élévation retardée de I'lL-7
pour les receveurs du groupe RIC 1 dont le taux-d'tepéré a J14 est significativement plus faible
gue celui du groupe RIC 2.

En revanche, dans le cas de I'lL-15, nous dégagdesstinétiques différentes selon le type
de conditionnement. Ainsi, I'exposition globale dedlules T a I'lL-15 est d’emblée majeure en cas
de conditionnement myéloablatif ou de type RIC 2sméduite de moitié en cas de type RIC 1. Cette
différence pourrait étre a l'origine de I'expansiplus rapide des cellules T CD8bservée apres
conditionnement myéloablatif. L’'IL-15 agit de maméélective sur les cellules T CDBémoires et
est capable d’induire a elle-seule leur prolifénatiAinsi, dés la premiére semaine post-greffe, une
exposition intense a I'lL-15 permet une forte exgi@an T CD8 et une inversion précoce du apport
CD4/CD8. Cette expansion CD8 préférentielle estigmgenforcée par la réceptivité des cellules T
CD8" memory-like issues de I'expansion homéostatique aidlules T CD8 naives pilotée par les
interactions TCR/peptide du soi-CMH et I'lL-7 tasdque I'expansion des cellules T CDdst

entravée.
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En conclusion, ces deux études prospectives indiqagee I'lL-7 et I'IL-15 présentent
d’'importantes variations plasmatiques interindigllies au cours des premieres semaines post
allogreffe de CSH. Les taux d’'IL-7 sont fortemenfiuencés par la lymphopénie. Les taux d’IL-15
sont corrélés a l'intensité de contexte inflammatavec une corrélation forte avec les taux de CRP.
Cependant, la seule détermination de la concemtran CRP n’est pas suffisante pour prédire la
survenue d'une GVH aigie dans nos études. Quelqgiteles conditionnement pré-greffe, I'IL-7
conserve une valeur prédictive pour le risque déd@igle. L’association entre I'élévation des taux
d’IL-7, le développement, la séveérité et la prétgode la GVH aiglie suggére qu’une détermination
des taux plasmatiques d’IL-7 dans les semaineswjuent la greffe pourrait aider a prédire le risqu
de survenue de la complication et montre qu'untenaént basé sur I'administration d'IL-7
recombinant dans le but d’améliorer la reconsttutimmunitaire présente des limites et peut

renforcer le risque de GVH aigué [399].
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