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Liste des abréviations.

Ac : anticorps

Allo-CSH : allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

AMP : peptide anti-microbien, « antimicrobial peptides »

ATRA : acide tout-trans-rétinoique

BDCA : antigéne des cellules dendritiques du sang, « blood dendritic cell
antigen »

BMT-CTN : Blood and Marrow Transplant Clinical Trials Network
CCL : «CC chemokine ligand »

CCR: récepteur a C-C chimiokine, « CC chemokine receptor »

CD : cluster de différentiation

CDP : progéniteur communs des cellules dendritiques

CIBMTR : « Center for International Blood and Marrow Transplant Research »
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMV : cytomégalovirus

CPA : cellule présentatrice d’antigene

CsA : ciclosporine A

CSH : cellules souches hématopoiétiques

CSP : cellules souches périphériques

CTL : lymphocyte T cytotoxique, «cytotoxic T cell »

CXCL : « CXC chemokine receptor »

DC : cellule dendritique, « dendritic cell »

EAE : encéphalite auto-immune expérimentale

EBMT : European Society For Blood and Marrow Transplantation
GM-CSF : facteur de croissance de la lignée ganulomonocytaire « granulocyte-
macrophage colony-stimulting factor »

GrB : Granzyme B

GVHD : réaction du greffon contre I'hote, « graft-versus-host disease »
GVT : réaction du greffon contre la tumeur, « graft versus tumor »
HLA : antigenes des leucocytes humains, « human leukocyte antigen »
HSV : herpes simplex virus

ICT : irradiation corporelle totale

IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase

IFN : interferon

IL : interleukine

ILC : cellules lymphoides innées, « innate lymphoid cells »

IPC : « interferon producing cells »

IRF : « interferon-regulatory factor »

iTreg : lymphocyte T régulateur induit

[V : intra-veineux

KO : invalidé, « knock-out »

LAL : leucémie aigué lymphoblastique

LPS : lipopolysaccharide

MAC : conditionnement myéloablatif, « myeloablative conditioning »
MAPKs : « mitogen-activated protein kinases »

MiHA : antigene mineur d’histocompatibilité, « minor histocompatibility
antigen »

MIP1a : « macrophage inflammatory protein a»



MMF : mycophenolate mofetil

mTOR : « mammalian target of rapamycin »

MTX : méthotrexate

MyD88 : « myeloid differentiation primary-response gene 88 »

Mx1, MxA : « Myxovirus resistance 1 »

NF-xB : « nuclear factor-kB »

NIH : Institut National de la Santé, « National Institutes of Health »

NK : lymphocyte « natural killer »

NO : monoxyde d’azote

NRM : mortalité non liée a la rechute, « non relapse mortality »

nTreg : lymphocyte T régulateur naturel

PAMP : motif moléculaire associé aux pathogenes, « pathogen-associated
molecular patterns »

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

NRM : mortalité non liée a la rechute, « non relapse mortality »

PNN : polynucléaire neutrophile

PTLD : syndrome lymphoprolifératif post transplantation, « post-transplant
lymphoproliferative disorder »

po : per os

RC : rémission complete

RIC : conditionnement a intensité réduite, « reduced intensity conditioning »
REG3y : « regenerating islet-derived protein 3 y »

RORa : « Retinoid-related orphan receptor o »

RORyt : « Retinoid-related orphan receptor y thymus »

SAL : sérum anti-lymphocytaire

SNP : polymorphisme d’un seul nucléotide, « single nucleotide polymorphism »
TAC : tacrolimus

TAK1 : « transforming-growth-factor-f-activated kinase 1 »

TGF : « transforming growth factor »

Th : lymphocyte T auxiliaire ou « helper »

TLR : récepteurs de type Toll, « tool like receptor »

TNF : facteur de nécrose des tumeurs, « tumor necrosis factor »

TNFR-I : récepteur du TNF de type |

Treg : lymphocyte T régulateur



1-Introduction

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) est une
thérapie curatrice pour de nombreuses hémopathies malignes et non malignes.
Dans le cadre des hémopathies malignes, I'efficacité antitumorale de 1'allo-CSH
repose a la fois sur un effet cytoréducteur lié au conditionnement (radiothérapie
et/ou chimiothérapie) et sur un effet immunologique lié a la reconnaissance et a
la destruction par les cellules immunitaires du donneur des cellules tumorales
du receveur: la réaction du greffon contre la tumeur. Il s’agit d’'une approche
d’'immunothérapie anti-tumorale. Cependant il existe un pendant a la réaction du
greffon contre la tumeur: la réaction du greffon contre I’hote (GVHD, « graft-
versus-host disease ») liée a la reconnaissance et a la destruction immunologique
des tissus et organes du receveur. La GVHD est une source majeure de morbi-
mortalité apres la greffe et limite le développement de 'allo-CSH. Une meilleure
compréhension des mécanismes immunologiques en jeu dans la GVHD semble
donc indispensable afin d’améliorer sa prévention et sa prise en charge, et
apparait comme l'un des enjeux majeurs de I'allogreffe.

La physiopathologie de la GVHD est un processus complexe. Si le role des
lymphocytes T du donneur et des cellules dendritiques (DC) est connu depuis
longtemps, la place exacte des nouvelles sous populations lymphocytaires T
(lymphocytes T auxiliaires Th17 notamment) et des cellules dendritiques
plasmocytoides (PDC), récemment décrites, reste a préciser. L'objectif de ce
travail de these est d’explorer la contribution des lymphocytes Th17 et des PDC
dans la physiopathologie de la GVHD. Ce type d’approche systématique est
probablement la clé qui permettra d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques, indispensables afin d’améliorer la prévention et le traitement de

la GVHD.



1-1- L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1-1-1- Définition

L’allo-CSH est une thérapie efficace et curatrice pour de nombreuses
hémopathies. Elle est basée sur 'administration au patient d’'un conditionnement
par irradiation corporelle totale et/ou chimiothérapie, suivi par I'injection d'un
greffon de cellules souches hématopoiétiques (CSH) allogéniques. Dans une
vision simpliste, le réle du conditionnement est double : I'éradication des cellules
tumorales de I'hémopathie sous-jacente, et un role immunosuppresseur afin de
prévenir le rejet du greffon. Un troisiéme role avait été initialement imputé au
conditionnement, la destruction des CSH du receveur (myéloablation) afin que
les CSH du donneur puissent s'implanter, cependant il s’est avéré que cela n’était
pas indispensable. Initialement le greffon était vu comme un traitement de
support au conditionnement myéloablatif, nécessaire a la récupération
hématopoiétique, l'efficacité anti tumorale de l'allogreffe reposant sur la
cytotoxicité du conditionnement. En réalité il s’est avéré que l'allo-CSH est
également une immunothérapie, liée a I'activité immunologique anti tumorale
des cellules du donneur contre les cellules tumorales, ce que I'on appelle I'effet
du greffon contre la tumeur (GVT, « graft-versus-tumor »). Cela a conduit au
développement des conditionnements non myéloablatifs, ou l'efficacité anti

tumorale est principalement liée a cet effet GVT.

1-1-2- Historique de I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

L’histoire de l'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques remonte a
la premiére moitié du 20¢me siecle avec, dés 1939, la publication par Osgood et
coll. de la premiére tentative de transfusion de moelle osseuse pour traiter un
cas d’aplasie médullairel. Mais ce sont surtout les explosions atomiques au Japon
a la fin de la seconde guerre mondiale et la crainte d’'une guerre atomique qui ont
stimulé les travaux sur les effets biologiques de l'irradiation, et permis les

avancées indispensables au développement de l'allogreffe de moelle. Ainsi, en



1949 Jacobson et coll. ont montré chez la souris que la radio-protection du tissu
hématopoiétique permettait de prévenir la myélosupression induite par une
irradiation corporelle totale (ICT)2. Lorentz et coll. ont ensuite montré que la
transfusion de cellules de rate ou de moelle osseuse apres I'ICT permettait
d’obtenir le méme effet3.

Des 1956, I'idée que l'allogreffe de moelle osseuse pouvait présenter une
efficacité thérapeutique pour traiter les hémopathies malignes a été avancée par
Barnes et coll. Ils ont mis en évidence dans un modéle murin qu'une ICT suivie de
I'administration intra-veineuse (IV) de moelle osseuse permettait de traiter une
leucémie. Ce sont aussi les premieres descriptions, lors de I'utilisation de moelle
allogénique, d'une complication appelée a I'’époque «seconde maladie »,
identifiée aujourd’hui comme étant la GVHD. ED Thomas réalise les premieres
transplantations de moelle osseuse chez le chien apres ICT et pose les bases de la
greffe de moelle osseuse*. En 1959, Thomas et coll. a Seattle rapportent la
réalisation d'une greffe de moelle osseuse provenant d’'un jumeau syngénique
apres une ICT supraléthale chez 2 patients avec une leucémie aigué
lymphoblastique (LAL)>. Cette publication apportait la preuve que la transfusion
de moelle osseuse apres ICT permet une reconstitution hématologique chez les
patients avec une leucémie. Malheureusement les 2 patients ont rechuté et sont
décédés quelques mois plus tard. La méme année, en France, George Mathé
rapporte que l'utilisation d'une greffe de moelle osseuse chez les patients
victimes d’accidents d’irradiation a permis la survie de la plupart d’entre eux®.
En 1965, G. Mathé est le premier a rapporter la possibilité d’'une prise de greffe
allogénique a long terme, se traduisant par un chimérisme, une tolérance et une
efficacité anti-leucémique’. Malheureusement, le patient décedera de varicelle et
de GVHD chronique. Les tentatives d’allogreffe de moelle osseuse se multiplient
en Europe et aux Etats Unis dans les années 1950 et 1960 et en 1970, Bortin et
coll. rapportent une série de transplantations réalisées entre 1958 et 1968 : sur
203 patients, seulement 3 patients étaient toujours vivants lors de la
publication®. Les patients mourraient principalement d’échec de prise de greffe,
de GVHD et de rechute. Ces résultats décevant ont donné un coup d’arrét a la

greffe de moelle osseuse, le nombre de greffes réalisées diminuant brutalement.
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La découverte du systeme des antigenes des leucocytes humains (HLA,
« human leucocyte antigen ») par ] Dausset® et |J] Van Rood!® a marqué une
avancée majeure : I'utilisation de donneur apparenté HLA identique permettait
de diminuer le risque de rejet et de GVHD, la poursuite des travaux dans les
modeles animaux permettant en parallele d’'améliorer les stratégies d’allogreffe.
R Storb et ED Thomas ont continué a travailler dans un modeéle canin sur
l'utilisation de I'ICT dans le conditionnement et I'utilisation du méthotrexate
pour la prévention de la GVHD!1. G Santos montrait dans un modele murin que
l'utilisation de cyclophosphamide dans le conditionnement permettait de
renforcer 'immunosuppression en parallele de la myélosuppression de I'lCT??, il

a également été le premier a utiliser le busulfan en remplacement de I'lCT13.
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Figure 1: Histoire et évolution de l'allo-CSH de 1957 a nos jours.
(Appelbaum et coll. N Engl ] Med 200714)

Ces travaux pionniers ont posé les principes de l'allogreffe de moelle
osseuse. Par la suite des progrés majeurs ont encore été réalisés, avec le
développement des conditionnements a intensité réduite, 1’'élargissement du
type de greffon, I'amélioration de la prise en charge des complications
infectieuses et des soins de support ou encore l'affinement des indications
(Figure 1). Ces avancées ont permis de diminuer la mortalité apres allo-CST.

Ainsi une étude monocentrique réalisée a Seattle par Gooley et coll. a évalué le

devenir des patients selon qu'’ils aient recu une premiere allogreffe en 1993-
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1997 ou en 2003-2007 : la seconde période était associée a une diminution de la
mortalité non liée a la rechute (NRM, « non relapse mortality ») de 52%, une
diminution du risque de rechute/progression de 21% et une diminution de la
mortalité globale de 41%?5. Nous avons conduit une étude similaire au CHU de
Nantes, évaluant le devenir des 827 patients ayant eu leur premiéere allogreffe de
CSH entre 1983 et 2010¢: alors que les patients de la cohorte 2001-2010
étaient significativement plus agés, avec davantage de maladies de haut risque, la
NRM diminuait et la survie globale s’améliorait significativement dans la cohorte

2001-2010 par rapport aux cohortes 1983-20001¢ (Figure 2).

e — 1983-1990
© = | 1991-2000
> s — 2001-2010
e E
= 2
pid =
- o _
© > F
@
S 0.2 5
0.0 T T T T T 1 -
] 2 4 B 8 10 12 [ 2 4 a B 10 12
Years Years

Figure 2 : Devenir apres allo-CSH selon la décennie de traitement de 1983 a
2010. (A) Survie globale, (B) Mortalité non liée a la rechute. (Adapté de
Malard et coll. Biol Blood Marrow Transplantation, 201416)

Ces avancées ont contribué a faire de I'allo-CSH une thérapie largement
utilisée dans le monde, le nombre d’allo-CSH ayant ainsi augmenté de plus de
37% depuis 2005. En 2011, I'association de 'EBMT (European Society for Blood
and Marrow Transplantation) a rapporté la réalisation de 13470 allo-CSH en
Europel’. La progression de 'activité d’allo-CSH a Nantes reflete cette évolution :
d’une trentaine d’allo-CSH réalisées chaque année dans les années 1980 et 1990,
'activité duservice est passé a pres de 90 allo-CSH par an ces dernieres années

(Figure 3).
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Figure 3: Evolution du nombre d’allo-CSH par an au CHU de Nantes de 1983
a2010. (Malard et coll. Données non publiées)

1-1-3- Les étapes de I'allogreffe

Les grandes étapes de l'allo-CSH sont résumées Figure 4. L’indication
d’allo-CSH posée, en fonction des caractéristiques du patient (1) et de la maladie
(2), le prérequis indispensable pour pouvoir réaliser Il'allo-CSH est
I'identification d'un donneur compatible. Une fois identifié¢, on peut alors
procéder a l'allo-CSH.

L’allo-CSH se déroule alors ainsi : le patient recgoit le conditionnement par
ICT et /ou chimiothérapie (3), avant la réinjection du greffon (5). Il s’en suit une
période d’aplasie plus ou moins prolongée selon I'intensité du conditionnement.
En parallele un traitement immunosuppresseur est initié (4) afin de prévenir le
rejet du greffon et la survenue de la GVHD, ainsi que des soins de support (6) afin
de prévenir ou traiter les complications infectieuses principalement et de palier

aux cytopénies (support transfusionnel).
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Figure 4 : Les grandes étapes de I'allo-CSH.

1-1-4- Les indications

Il est tres difficile de faire une synthese des indications d’allo-CSH. L’étude
de Passweg et coll. en est un reflet, ils ont repris l'activité d’allo-CSH au sein de
I'EBMT en 201117 : 13470 allo-CSH ont été réalisées au sein de 'EBMT en 2011
(Figure 5). Les hémopathies myéloides: leucémies aigués myéloides, les
syndromes myélodysplasiques et les néoplasies myéloprolifératives
représentent la majorité des indications (48%), la leucémie myéloide chronique
ne représentant plus que 3% des allo-CSH depuis 'avenement des inhibiteurs de
tyrosine kinase. Les hémopathies lymphoides représentent elles 35% des allo-
CSH, avec en premier lieu la leucémie aigué lymphoide (15%) et les lymphomes
non hodgkiniens (9%), suivi par la leucémie lymphoide chronique , le myélome
multiple et la maladie de Hodgkin . Il n’y a presque plus d’allo-CSH réalisées dans
les tumeurs solides (uniquement 74 allo-CSH en 2011). Les 14 % restant
correspondent aux indications d’allo-CSH pour des maladies non malignes, en
premier lieu I'aplasie médullaire (6%). Au-dela de ’hémopathie sous-jacente,
I'indication est posée en fonction des -caractéristiques de 1’hémopathie
(cytogénétique, biologie moléculaire...), de la réponse au traitement, du nombre

de lignes de traitement recues et du patient (age et comorbidités) notamment.
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Figure 5 : Nombre absolu et proportion d’allo-CSH pour chaque indication
en Europe en 2011. (Passweeg et coll. Bone Marrow Transplant 201317)

1-1-5- Le choix du donneur

1-1-5-1- Le systeme HLA

La compatibilité donneur receveur est déterminée par le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) ou systeme HLA chez 'homme!8. Il regroupe
un ensemble de plus de 200 genes regroupés sur le bras court du chromosome 6.
Cette région chromosomique est divisée en 3 parties, appelées HLA de classe |
(contenant les genes HLA-A, -B et -C), HLA de classe II (contenant les genes HLA-
DR, -DQ et -DP) et, situé entre les 2, le HLA de classe III, contenant entre autres
les génes codant pour des protéines du complément et le facteur de nécrose des
tumeurs (TNF, « tumor necrosis factor »)18. Les genes du systéme HLA sont tres
polymorphes, exprimés de facon codominante et sont transmis a la descendance
par haplotype complet!8.

Les molécules HLA de classe I sont exprimées sur la plupart des cellules
nucléées de I'organisme et les plaquettes. Elles consistent en I'association d’'une
protéine invariante codée par le chromosome 15, la 2 microglobuline, et d’'une
chaine polypeptidique o tres polymorphe avec. L’association de ces 2 proteines
forme un hétérodimere transmembranaire, qui présente les peptides
antigéniques aux lymphocytes T CD8+ afin de les activer. Les molécules HLA de

classe Il sont exprimées principalement par les cellules présentatrices d’antigene
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(CPA) : macrophage et DC mais aussi les lymphocytes B et T activés. Elles sont
constituées de 2 chaines polypeptidiques polymorphes a et 3 qui s’associent en
un hétérodimere transmembranaire, présentant des peptides antigéniques aux
lymphocytes T CD4+.

Le systéeme HLA a un rodle crucial dans I'allo-CSH. En effet, les lymphocytes
T du receveur peuvent reconnaitre le HLA du donneur comme étranger et ainsi
entrainer le rejet de greffe. Les lymphocytes T du donneur peuvent eux

reconnaitre le HLA du receveur comme étranger d’ou un risque de GVHD.

1-1-5-2- Les différents types de donneurs

Il existe plusieurs types de donneurs et de cellules souches. Le choix se
portera en premier lieu sur un donneur familial, on parle alors de donneur
génoidentique. Etant donné que chaque individu possede un haplotype du pére
et un de la mere, chaque fréere et sceur a une chance sur 4 d’étre compatible avec
le patient.

Dans pres de 70% des cas, il n'y a pas de donneur HLA identique
apparenté disponible. Il est alors nécessaire de rechercher un donneur HLA
identique sur les fichiers internationaux. Ces fichiers comptent actuellement plus

de 22 millions de donneurs potentiels dans le monde (www.bmdw.org) dont 200

000 en France (www.agence-biomedecine.fr). Les progrés du typage HLA ont
permis d’améliorer le devenir des patients allogreffés a partir d’'un donneur de
fichier. En Europe, le gold standard pour le choix d’'un donneur non apparenté
est un donneur 10/10¢™e, ainsi le typage est réalisé au niveau allélique pour les
genes HLA-A, -B, -C, -DR et -DQ. On parle de donneur phénoidentique. Le devenir
des patients apres une greffe phénoidentique 10/10¢™me est comparable a celui
des patients ayant un donneur génoidentique!®. Malheureusement, comme il
n’est pas toujours possible d’'identifier un donneur de fichier 10/10me, le choix
se portera alors sur l'utilisation d’'un donneur de fichier 9/10¢me ou I'utilisation
d’unités de sang placentaire (USP) en fonction de la disponibilité, de I'urgence de
la greffe et de I'hémopathie sous-jacente?0. Enfin, l'utilisation de donneurs
familiaux haploidentiques, ne partageant qu'un seul haplotype avec le patient,

représente une alternative extrémement intéressante lorsqu’il n'y a pas de
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donneur disponible?l. Une proposition d’algorithme pour le choix d’'un donneur

est indiquée Figure 6.

‘ Indication allogreffe ‘

v

Allo-CSH

L J

l MRD (10/10% } oul

v
L

oul

MUD (10/10%)

Allo-CSH

Donneur alternatif

‘ MisMUD (9/10%) ‘ Donneur haploidentique

— 5 2.5x107 6/6%ou > 5 x 107 gk
| 1USP 2.5 x 107 TNC/Kg 5-6/6% ou > 5 x 107 TNC/Kg 4-6 Ac anti-HLA

HLA-CLR

— 4-6/6¢ > 3 x 107 TNC/Kg total et > 2 x 107 TNC/Kg par usp  Classe IHR

si > 2 x 107 TNC/Kg par USP, privilégier compatibilité HLA NIMA
KIR

Choix du donneur alternatif selon urgence, expertise du centre, colt, essai clinique...

Figure 6 : Proposition d’algorithme de choix d’'un donneur.

Dans le cadre du choix du donneur, la seconde question qui se pose, en
dehors de la greffe de sang placentaire, est celle du choix entre l'utilisation de
moelle osseuse ou de cellules souches périphériques (CSP) mobilisées par
facteur de croissance granulocytaire. Une étude randomisée a récemment
comparée ces 2 types de greffon dans le cadre des greffes non apparentées?2. [l n'y
avait pas de différence en terme de survie globale, par contre I'utilisation de CSP
était associée a une diminution du risque d’échec de prise de greffe et a une
augmentation de la GVHD chronique. En pratique, chez 'adulte on utilise en
majorité des CSP, la moelle osseuse étant toujours privilégiée afin de réduire le

risque de GVHD dans les maladies non malignes, notamment I'aplasie médullaire.

1-1-6- Le conditionnement

L’objectif du conditionnement par irradiation corporelle totale et/ou
chimiothérapie est double, il a une fonction cytotoxique visant a réduire la masse

tumorale et un réle immunosuppresseur afin de prévenir le rejet et la survenue
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d’'une GVHD. Historiquement, on pensait que le conditionnement avait un 3éme
role, celui de détruire les CSH du receveur afin que celles du donneur puissent
coloniser la moelle osseuse, cependant le développement des conditionnements
non myéloablatifs ont démontré que cela n’était pas nécessaire.

L’intensité du conditionnement varie considérablement. Les
conditionnements myéloablatifs (MAC, « myeloablative conditioning »), ont été
les premiers utilisés, ils reposent sur du cyclophosphamide 120 mg/Kg associé a
une ICT (10-15 Gy) ou a du busulfan (16 mg/Kg po ou 12,8 mg/Kg IV).
Malheureusement, la toxicité liée a lintensité du conditionnement est
importante et les MAC restent réservés aux patients jeunes en bon état général.
Afin de diminuer la toxicité du conditionnement, des conditionnements a
intensité réduite (RIC, « reduced intensity conditioning ») ont été développés,

avec a 'extréme les conditionnements non myéloablatifs (Figure 7)23.

8

> myeloablative
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Figure 7: Classification des conditionnements en 3 catégories selon la
durée de la pancytopénie et la nécessité d’'un support en CSH. (Bacigalupo et
coll. Biol Blood Marrow Transplant, 200923)

L’utilisation d’un conditionnement RIC est réalisée chez les patients qui
présentent l'un des criteres suivants: (1) plus de 50 ans, (2) lourdement
prétraité (autogreffe de CSH préalable ou plus de 2 lignes de chimiothérapies) ou
(3) performance status altéré du fait de comorbidités significatives, comme cela
a été décrit par Sorror et coll?*. Dans les RIC, la dose d’alkylant et d'ICT est en
général diminuée d’au moins 30%. La plupart de ces conditionnement combinent

de la fludarabine avec un alkylant (busulfan, melphalan, thiotepa...) ou une ICT et
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une T déplétion in vivo par du sérum anti lymphocytaire (SAL). L'un des
conditionnements le plus utilisé repose sur l'association de fludarabine, de
busulfan intra-veineux (IV) a 6,4 mg/Kg et de SAL. Certains conditionnements
sont adaptés également en fonction du type de greffon utilisé, ainsi pour une
greffe de sang placentaire a conditionnement RIC, le conditionnement de
« Minneapolis » associant fludarabine, endoxan et ICT 2 Gy est largement utilisé.

bY

De méme des conditionnements spécifiques existent pour les greffes a partir
d’'un donneur haploidentique. Enfin pour les greffes a conditionnements non
myéloablatifs, les doses de cytotoxiques sont encore réduites : conditionnement
de « Seattle » fludarabine et ICT 2 Gy?®> ou fludarabine et busulfan IV 3,2 mg/Kg,
notamment pour les hémopathies indolentes.

L’'une des limites des RIC est que la diminution de toxicité, et donc de
mortalité non liée a la rechute (NRM, « non relapse mortality »), se fait souvent
au prix d'une augmentation du risque de rechute. Le diagnostic et le statut de la
maladie a la greffe, doivent donc étre considérés avec attention lors du choix de
I'intensité du conditionnement. Il est ainsi apparu ces dernieres années une
nouvelle notion en terme de conditionnement, les conditionnements
myéloablatifs a toxicité réduite, qui visent a conserver un effet cytotoxique anti
tumoral maximum tout en diminuant la toxicité, il s’agit notamment du
conditionnement « FB4 », associant de la fludarabine, du busulfan IV 12,8 mg/Kg

et du SAL.

1-1-7- Les complications

L’allogreffe reste limitée par de nombreuses complications a l'origine
d’'une morbidité et d’'une mortalité importantes8. A la phase précoce, elles sont
dominées par les complications infectieuses et la GVHD. De nombreuses autres
complications, en lien notamment avec la toxicité du conditionnement peuvent
survenir a la phase précoce: maladie veino-occlusive, cystite hémorragique,
syndrome d’hyperperméabilité capillaire, hémorragie alvéolaire diffuse,
microangiopathie thrombotique... Si la majorité des complications surviennent a

la phase précoce apres I'allo-CSH, des complications tardives peuvent également

19



survenir. De nombreux progres ont été faits dans la prévention et la prise en
charge de ces complications depuis les débuts de l'allo-CSH, permettant de
réduire la NRM. Nous allons revoir un peu plus en détail les complications
infectieuses et les complications tardives apres allo-CSH, la GVHD faisant I'objet

d’un chapitre a part.

1-1-7-1- Les complications infectieuses

Les complications infectieuses sont liées a Il'immunodépression
consécutive a I'allo-CSH. Il existe 3 phases d'immunosuppression successives!8.

La phase de neutropénie initiale débute lors du conditionnement et se
termine lors de la sortie d’aplasie (autour de ] +30 post allo-CSH). La neutropénie
et des lésions des barrieres anatomiques favorisant les translocations
bactériennes sont les principaux facteurs de risque durant cette phase. Il existe
également un déficit de I'immunité humorale et cellulaire, et une asplénie
fonctionnelle chez les patients recevant une ICT. Les principaux pathogenes lors
de cette phase sont les bactéries Gram positif et négatif, les Candida spp. et
'Herpes simplex virus (HSV).

La 2¢me phase d'immunosuppression débute apres la sortie d’aplasie aux
environs de ] +30, jusqu'a | +100 apres allo-CSH. Lors de cette phase, si la
neutropénie et les 1ésions muqueuses ont disparu, il persiste un risque infectieux
en lien avec le maintien des voies veineuses centrales, du déficit immunitaire et
de l'asplénie fonctionnelle qui peut étre aggravée par la survenue d’'une GVHD et
son traitement. Cela favorise le risque d’infections virales et fongiques. Ainsi le
Cytomegalovirus (CMV), I'adenovirus, le BK virus, le virus respiratoire syncytial, le
Pneumocystis jiroveci, les Candida spp. et Aspegillus spp. sont les principaux
agents responsables d’infections pendant cette phase.

La phase tardive débute au-dela de ] + 100 apres allo-CSH, et les
infections survenant durant cette phase sont souvent liées a la présence d'une
GVHD chronique. De plus I'asplénie fonctionnelle persiste chez les patients avec
une GVHD ou ayant recue une ICT. Les infections pendant cette phase sont
souvent liées a des bactéries encapsulées (Streptococcus pneumoniae et

Haemophilus influenzae), Aspergillus spp. Varicella zoster virus ou encore
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I'Epstein-Barr virus responsable du syndrome lymphoprolifératif post

transplantation (PTLD, « post-transplant lymphoproliferative disorder »).

1-1-7-2- Les complications a long terme

Certaines complications peuvent survenir a plus long terme apres allo-
CSH18. 11 peut s’agir de cancers secondaires, radio ou chimio induits par le
conditionnement, mais également favorisés par I'immunodépression post allo-
CSH et le traitement immunosuppresseur. Le plus fréquent est le carcinome
basocellulaire, dont la prévention nécessite une surveillance dermatologique
annuelle des patients allogreffés. Cependant tous les types de cancers (tumeurs
solides et hémopathies) peuvent se rencontrer. Les atteintes oculaires
(cataracte), cutanées et bucco-dentaires (GVHD chronique) sont fréquentes. Les
patients présentent souvent une stérilité. Les troubles endocriniens sont
également fréquents: dysthyroidie, syndrome métabolique, hypogonadisme
contribuant a I'ostéoporose... Des complications cardiaques peuvent également
survenir apres allo-CSH, liées a la toxicité des chimiothérapies. Il existe
également un risque d’insuffisance rénale en lien avec I'utilisation de drogues
néphrotoxiques lors de I'allo-CSH. Au niveau hépatique, des complications a type
de cirrhose puis de carcinome hépatocellulaire peuvent se voir, en lien avec une
GVHD hépatique ou la surcharge martiale. Enfin les complications respiratoires
sont fréquentes et multifactorielles, liées au conditionnement et en particulier a
I'ICT ou aux agents de chimiothérapie recus préalablement par le patient, tel que
la bléomycine qui entraine une fibrose pulmonaire. La GVHD dans sa forme
chronique peut également donner des atteintes respiratoires a type de
bronchiolite oblitérante (BOS). Au vu de ces nombreuses complications a long
terme, un suivi prolongé des patients apres allo-CSH est indispensable afin de
prévenir leur survenue ou de les prendre en charge le plus précocement

possible.
De nombreux progres ont été réalisés dans la prévention et la prise en

charge de ces complications depuis les débuts de 1'allo-CSH. Le développement

des agents anti-infectieux (antifongiques, antibiotiques, antiviraux) ont permis
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de réduire les complications infectieuses. Par ailleurs la mise au point des
conditionnements a intensité réduite?3 puis des conditionnements a toxicité
réduite ont permis de diminuer l'incidence de nombreuses complications aux
phases précoce et tardive. Ces progres ont permis une réduction de la NRM15 16,
Malheureusement la GVHD reste une source persistante de NRM, peu de progres
ayant été faits dans sa prévention et sa prise en charge. Ainsi il apparait urgent
de mieux comprendre la physiopathologie de la GVHD afin d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques. C’est en effet par cette approche que 'on pourra
mettre au point de nouveaux traitements immunosuppresseurs, indispensables
pour une meilleure prévention ou traitement de la GVHD. Dans la suite de ce
travail de these nous allons nous focaliser sur la physiopathologie de la GVHD et
la mise en évidence du rdle de cellules immunitaires récemment décrites dans la

physiopathologie de la GVHD.
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1-2- La réaction du greffon contre I'hote

1-2-1- Définition

La réaction aigué du greffon contre I'hote est liée a la reconnaissance et la
destruction immunologique des tissus et organes du receveur par les

lymphocytes T du donneur.

La GVHD a été décrite pour la premiere fois dans les modeles murins
d’allo-CSH, alors que le systeme HLA et son équivalent murin le systéme H-2
n’étaient pas encore connus. Les souris présentaient un tableau clinique
associant anorexie, perte de poids, diarrhées, une fourrure ébouriffée, pouvant
conduire au déces de la souris. Ces signes cliniques, correspondant a ce que 'on
appelle aujourd’hui GVHD, avaient alors été appelés seconde maladie ou

« secondary disease ».

Historiquement la GVHD a été divisée entre aigué et chronique en
fonction du moment de survenue. La GVHD aigué (aGVHD) survenant par
convention dans les 100 jours suivant I'allo-CSH et la GVHD chronique (cGVHD)
au-dela. Les cliniciens étaient alors confrontés a des situations ou une GVHD
survenant apres 100 jours présentait les caractéristiques cliniques d'une GVHD
aigué, notamment dans le cadre des conditionnements RIC ou lors de la
réinjection de lymphocytes du donneur. Cela n’était pas satisfaisant et a conduit
I'Institut National de la santé aux Etats Unis (NIH, « National Institutes of
Health ») a revoir cette classification. Deux nouvelles entités ont alors été inclues
dans la classification du NIH?¢: la «late-onset» aGVHD, correspondant a une
GVHD aigué de survenue tardive, au-dela de 100 jours apres la greffe et un
«overlap syndrom» ou syndrome de chevauchement, lorsque les patients
présentent une GVHD avec des caractéristiques cliniques correspondant a la fois

a la forme aigué et chronique (Tableau 1)26.
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Tableau 1 : Classification de la GVHD aigué et chronique d’apres Filipovich
et coll. (Filipovich et coll. Biol Blood Marrow Transplant, 20052°)

Time of Symptoms Presence of Acute Presence of Chronic
Category after HCT or DLI GVHD Features* GVHD Features*

Acute GVHD

Classic acute GVHD =l100d Yes No

Persistent, recurrent, or late-onset acute GVHD >100d Yes No
Chronic GVHD

Classic chronic GVHD No time limit No Yes

Overlap syndrome No time limit Yes Yes

GVHD indicates graft-versus-host disease; HCT, hematopoietic cell transplantation; DLI, donor lymphocyte infusion.

L’'incidence de la GVHD aigué cliniquement significative (grade II-IV)
tourne autour de 40% tout type d’allo-CSH confondue!®, cependant, I'incidence
varie beaucoup, principalement en fonction du degré d’incompatibilité HLA et de
la prophylaxie de la GVHD utilisée. De méme pour la GVHD chronique, I'incidence
tourne autour de 40% dans le cas des greffes a partir d’'un donneur apparenté et
peut atteindre 70% dans le cas d’'un donneur non apparenté!8. De plus la plupart
des études ont évalué I'incidence de la GVHD dans le cadre des conditionnements
myéloablatifs et avant la conférence de consensus du NIH?¢. Ainsi la « late-onset
aGVHD » et '« overlap syndrom » ont été classés en GVHD chroniques dans ces
études. Des données rétrospectives suggerent que l'incidence de la « late-onset
aGVHD » se situerait entre 3 et 48% et pour '« overlap syndrom » entre 13 et
82% (Figure 8)?7. Ces 2 nouvelles entités surviennent plus fréquemment apres
les conditionnements a intensité réduite. L’évaluation de l'incidence exacte de la
GVHD aigué et chronique ainsi que de ces 2 nouvelles entités dans des études

prospectives est indispensable.

Acute GVHD: Chronic GVHD
Red skin rash, Gl symptoms, liver Skin, eyes, mouth, gastrointestinal, liver,
musculoskeletal, lung, genitourinary
NIH
= 3-48% Mild
] Moderate
i Severe

1
-Classic acute - Classic chronic

- Chronic
overlap

Day 0 50 100 180 1y 2y 3y 5y

Inflammation Injury Repair Healing or Damage

Figure 8 : Classification de la GVH aigué et chronique d’apres Filipovich et
coll. (Pavletic et Fowler, Hematology Am Soc Hematol Educ Program, 201227)
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Dans la suite de ce chapitre, nous allons voir en détails les
caractéristiques de la GVHD aigué qui est le sujet principal de cette these, puis

nous dirons un mot sur la GVHD chronique.

1-2-2- La GVHD aigué

1-2-2-1- Diagnostic

La GVHD aigué touche 3 principaux organes : la peau, le tube digestif et le
foie?8.

La peau est 'organe le plus fréquemment touché et souvent en premier.
Le patient présente un rash maculo-papuleux, il commence souvent au niveau
palmo-plantaire et peut s’étendre a tout le corps, en épargnant le cuir chevelu
(Figure 9). Cette éruption peut étre prurigineuse voire douloureuse. A I'extréme

le patient présente une épidermolyse bulleuse avec un décollement cutané.

Figure 9 : Exemple de GVHD aigué cutanée sévere (stade 3-4).

L’atteinte digestive de la GVHD aigué se présente en général sous la forme
de diarrhées, cependant des vomissements, une anorexie ou des douleurs
abdominales peuvent rentrer dans le tableau clinique. Il s’agit d’'une diarrhée
sécrétoire, souvent volumineuse (plus de 2 L par jour). Des saignements, de

mauvais pronostic, peuvent survenir, liés a des ulcérations muqueuses.
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L’atteinte hépatique de la GVHD aigué se manifeste par une augmentation
de la bilirubinémie, qui se voit d’abord sur le bilan biologique avant de devenir
symptomatique (ictére).

La premiere classification de la GVHD aigué a été proposée par
Glucksberg et coll. dées 19742°. Un score de gravité est proposé pour chaque
organe atteint (peau, foie et tube digestif) allant de 1 a 4 (Tableau 2). Pour la
peau, la sévérité dépend de la surface cutanée atteinte, le grade 4 correspondant
a la présence d’'un décollement cutané. Pour le tube digestif, cela dépend du
volume des diarrhées, de la présence de douleurs abdominales ou d’une
hémorragie digestive correspondant au grade 4. Enfin pour le foie, le grade
dépend du taux de bilirubine. Chacun de ces grades était alors combiné avec
I’état général du patient pour définir un grade global allant de I a IV (Tableau 3).
Cette classification a été révisée lors d’'une conférence de consensus en 199430,
dont les apports ont été I'abandon de la prise en compte de I'état général dans le
score global et I'inclusion des signes digestifs hauts dans le diagnostic de GVHD
aigué digestive. La présence de nausées persistantes associées a des signes
histologiques de GVHD sur des biopsies duodénales ou de I'estomac

correspondant a une GVHD digestive de stade 1.

Tableau 2 : Score de sévérité clinique de I'atteinte des organes cibles au
cours de la GVHD aigué, classification de Glucksberg, révisée par
Przepiorka et coll. (Glucksberg et coll. Transplantation, 19742° ; Przepiorka et
coll. Bone Marrow Transplant, 199530)

Stade | Peau Tube digestif Foie
1 Eruption < 25% Surface | Diarrhée > 500 ml/24h* Bilirubine : 10-
Corporelle 30 mg/l
2 Eruption 25-50% Surface | Diarrhée > 1000 ml/24h Bilirubine : 30-
Corporelle 60 mg/l
3 Eruption généralisée Diarrhée > 1500 ml/24h Bilirubine : 60-
150 mg/I
4 Epidermolyse bulleuse Douleurs abdominales Bilirubine : >
séveres ou hémorragies 150 mg/I

*Des nausées persistantes associées a des signes histologiques de GVH sur des
biopsies de I'estomac ou du duodénum correspondent a une atteinte digestive de
stade 1 dans la classification révisée par Przepiorka et coll.
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Tableau 3: Grade de sévérité de la GVHD, classification de Glucksberg,
révisée par Przepiorka et coll. (Glucksberg et coll. Transplantation, 197429 ;
Przepiorka et coll. Bone Marrow Transplant, 199530)

Grade Peau Tube digestif Foie Altération de
'état général*
I la2 0 0 0
11 1a3 1 1 Discrete
I11 2a3 >72 >2 Marquée
IV >2 >2 >2 Sévere

*L’état général n’est plus pris en compte pour déterminer la sévérité de la GVH
dans la classification révisée par Przepiorka et coll.

L’IBMTR a proposé en 1997 un nouveau score de sévérité pour remplacer
la classification de Glucksberg3l. Cependant ce nouveau score n’apporte aucun
avantage, d’autant plus que la classification de Glucksberg permet de mieux
prédire la survie32. Ce score n’est donc pas utilisé et la version de Glucksberg

modifiée reste utilisée en pratique quotidienne.

Les signes cliniques de la GVHD aigué n’apparaissent pas spécifiques. Un
faisceau d’arguments clinico-biologiques permet de poser le diagnostic et
d’éliminer les diagnostics différentiels.

Pour la GVHD cutanée, le plus souvent I'’éruption cutanée est assez
typique. Cependant, il n’est parfois pas facile de faire la part des choses avec un
rash lié a une toxidermie médicamenteuse ou a une réactivation virale par
exemple. Il s’avere donc nécessaire de réaliser des examens complémentaires,
notamment les PCR virales, et d’analyser la chronologie des prises
meédicamenteuses afin d’éliminer les diagnostics différentiels. L’examen
anatomopathologique d’une biopsie cutanée permet d’apporter des arguments
complémentaires pour le diagnostic de GVHD cutanée. Les cellules de la couche
basale de I'épiderme présentent des images de vacuolisation, de dégénérescence
et d’apoptose; une disjonction dermo-épidermique partielle ou complete est
observée dans les cas les plus séveres (Figure 10). Une classification avec une
cotation de 1 a 4 a été proposée des 1974 par Lerner et coll.33 (Tableau 4). Cette
classification n’a pas été revue depuis et est peu utilisée par les

anatomopathologistes en routine.
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Figure 10: Biopsies cutanées apres coloration HES: peau saine,
grossissement x 100 (A) ; GVHD aigué cutanée de stade 2, grossissement x
200 (B), GVHD aigué cutanée de stade 3, grossissement x 200 (C).

Tableau 4 : Grade histologique de la GVH aigué cutanée, classification de
Lerner et coll. (Lerner et coll. Transplant Proc, 197433)

Grade | peau

0 peau normale
1 légere dégénérescence vacuolaire de la couche basale épidermique
2 dégénérescence vacuolaire diffuse des cellules basales avec présence

de corps apoptotiques

w

disjonction dermo-épidermique partielle

4 disjonction dermo-épidermique compléte

Pour la GVHD digestive, le probleme du diagnostic différentiel est encore
plus crucial®*. En effet apres allo-CSH, les étiologies des diarrhées sont
nombreuses. Il est donc indispensable de réaliser des examens complémentaires,
notamment des coprocultures, une recherche de toxine de Clostridium difficile
dans les selles et une PCR CMV dans le sang afin d’éliminer ces diagnostics
différentiels. L’examen complémentaire clé reste I'endoscopie digestive haute
(fibroscopie oeso-gastro-duodénale) ou basse (rectosigmoidoscopie), en
fonction de la symptomatologie. L’analyse macroscopique de I’endoscopie
permet d’éliminer certains diagnostics différentiels (colite pseudo membraneuse
a Clostridium difficile...), et d’apprécier la sévérité de l'atteinte muqueuse en
mettant en évidence des zones d’ulcération3s, bien que le plus souvent I'aspect
macroscopique soit normal36. Il est également indispensable de réaliser des
biopsies lors de la réalisation de I'’endoscopie digestive. Ces biopsies permettent
de rechercher des signes anatomopathologiques de GVHD digestive depuis la
présence de cellules épithéliales apoptotiques et la perte isolée de cryptes,
jusqu’a une perte de cryptes étendue avec une mise a nue de I'épithélium (Figure

11). Une classification décrite par Sale et coll37 et Epstein et coll3® permet de
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grader la sévérité des lésions histologiques de la GVHD aigué digestive de 1 a 4

(Tableau 5).

Figure 11: Biopsies de muqueuse colique apreés coloration HES: GVHD
aigué digestive de grade 1, grossissement x 400 (A) ; GVHD aigué digestive
de grade 2, grossissement x 200 (B), GVHD aigué digestive de grade 4,
grossissement x 100 (C).

Tableau 5 : Grade histologique de la GVHD aigué digestive, classification de
Sale et coll. et Epstein et coll. (Sale et coll. Am ] Surg Pathol, 197937 ; Epstein et
coll. Gastroenterology, 198038)

grade | muqueuse digestive

0 muqueuse normale

cellules épithéliales apoptotiques isolées sans perte de crypte

perte isolée de crypte

perte de multiples cryptes contigués

B (N[

perte de cryptes étendue avec mise a nue de I'épithélium

Les biopsies permettent également d’éliminer certains diagnostics
différentiels, ainsi on peut mettre en évidence des images d’inclusions
cytoplasmiques liées au CMV, correspondant a une colite a CMV. La aussi, cette
classification histologique de la GVHD digestive est peu utilisée en pratique
courante par les anatomopathologistes. Une étude récente a étudié I'intérét des
cellules de Paneth dans le diagnostic anatomopathologique de la GVHD
digestive??. Ils ont mis en évidence qu’'un faible nombre de cellules de Paneth
corrélait mieux avec la sévérité clinique de la GVHD digestive que le score
anatomopathologique classique. Les cellules de Paneth ne sont pas présentes
dans la muqueuse colique, cette approche n’est donc valable que pour les formes

hautes de GVHD aigué digestive.
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Enfin, en ce qui concerne la GVHD aigué hépatique, elle est souvent
difficile a distinguer des nombreuses autres causes de dysfonction hépatique
apres allo-CSH, telles que la maladie veino-occlusive, la surcharge martiale, la
toxicité médicamenteuse, les infections virales ou encore le sepsis. L'examen
anatomopathologique d‘une biopsie hépatique mettra en évidence une
inflammation de I'’endothélium, une infiltration des espaces portes par des
lymphocytes, une pericholangite et une destruction des canaux biliaires40.
Cependant la biopsie hépatique est un geste invasif, particulierement dans le
contexte de l'allo-CSH ou les patients sont souvent thrombopéniques. Le
diagnostic de GVHD aigué hépatique est donc un diagnostic d’exclusion apres

élimination des diagnostics différentiels sur les données clinico-biologiques.

1-2-2-2- Facteurs de risque

De nombreuses études ont évalué les facteurs de risque de survenue de
GVHD aigué. Les facteurs de risque les plus importants et le plus fréquemment
retrouvés sont le degré d’'incompatibilité HLA%1, I'alloimmunisation préalable du
receveur#?, |'utilisation d’'un donneur de sexe féminin pour un receveur de sexe
masculin*?, 1'age avancé du patient*3 ou encore la prophylaxie de la GVHD
utilisée. D’autres facteurs de risque ont été rapportés de facon moins
systématiques : le statut CMV positif du patient*3, 'age avancé du donneur#4,
l'intensité du conditionnement et notamment 'utilisation d’'une ICT#3 ou encore
I'utilisation de CSP43.

Deux études récentes ont évalué les facteurs de risque de la GVHD. La
premiere a analysé les facteurs de risque de GVHD chez 2941 patients ayant recu
une allo-CSH a Seattle*>. Cette étude a confirmé que le degré d’incompatibilité
HLA, l'utilisation d’'un donneur non apparenté et l'utilisation d’'une ICT dans le
conditionnement étaient des facteurs de risque de survenue d’'une GVHD aigué.
En revanche, I'age élevé du patient, l'utilisation de CSP et l'utilisation d'un
donneur de sexe féminin pour un receveur de sexe masculin n’avaient pas
d’influence sur la survenue d’'une GVHD aigué. La seconde étude rapportée par le

CIBMTR a porté sur une cohorte de 5561 patients*t. 3191 recevaient une greffe
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apparentée et 2370 une greffe non apparentée, ces 2 groupes de patients n’ont
cependant pas été comparés entre eux. Il ressort de cette étude que l'incidence
de GVHD aigué diminuait avec l'utilisation d'un conditionnement myéloablatif ou
a intensité réduite sans ICT par rapport a un conditionnement a intensité réduite
avec une ICT. Dans le cadre des donneurs non apparentés l'incidence de GVHD
aigué augmentait avec le nombre d’incompatibilité HLA. Enfin la encore,

l'utilisation de CSP n’avait pas d’incidence.

1-2-2-3- Prise en charge thérapeutique

Prise en charge préventive

Initialement, dans les années 1970, la prévention de la GVHD aigué
reposait sur l'utilisation du méthotrexate (MTX) seul. L’utilisation d’une
association de MTX (15 mg/m? a ] +1 et 10 mg/m? a | +3, +6 et +11) et d’'un
inhibiteur de calcineurine, la ciclosporine A (CsA) a présenté une réelle avancée
au milieu des années 198047 et reste encore largement utilisée de nos jours. Des
essais ont été réalisés pour ajouter des corticoides a 'association CsA MTX, sans
bénéfice pour le patient*8. Dans les années 1990, des essais ont également été
réalisés pour évaluer dans le cadre des greffes a partir d'un donneur non
apparenté l'utilisation d’'un autre inhibiteur de calcineurine, le tacrolimus (TAC)
a la place de la CsA. L’association TAC MTX permettait de réduire I'incidence de
GVHD aigué par rapport a l'association CsA MTX, par contre il n'y avait pas
d’avantage sur la survie*°.

Le mycophenolate mofetil (MMF) présente une action synergique avec les
inhibiteurs de calcineurine pour prévenir la GVHD. De plus le MMF facilite la
prise de greffe et est largement utilisé dans I'allo-CSH a conditionnement réduit.
Si l'incidence de GVHD est la méme avec les associations CsA MMF et CsA MTX,
l'utilisation de CsA MMF présente un profil de toxicité plus acceptable avec une
diminution de I'incidence et de la sévérité de la mucite>°.

Une autre approche repose sur la réalisation d'une T déplétion in vivo
grace a l'utilisation d’anticorps polyclonaux : le sérum anti lymphocytaire (SAL).
Le SAL permet de dépléter a la fois les lymphocytes T du donneur et du receveur

et ainsi de diminuer 'incidence de la GVHD aigué et chronique>® 52, L'utilisation
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du SAL est controversée, il lui est en effet reproché d’augmenter le risque de
complications infectieuses et de rechute3. Cela est probablement lié a
l'utilisation de dose élevée, d’autant plus que 'utilisation de SAL a une dose plus
réduite semble étre suffisante pour réduire 'incidence de GVHD sans augmenter
le risque de rechute>*.

D’autres approches ont été développées pour prévenir la GVHD,
notamment 'utilisation du sirolimus, un inhibiteur de mTOR (mammalian target
of rapamycin) qui semblerait pouvoir remplacer avantageusement le MTX en
association avec un inhibiteur de calcineurine®>. L’utilisation de forte dose de
cyclophosphamide a | + 3 et ] + 4 de 'allogreffe, a la place de I'association CsA

MTX, semble également donner des résultats intéressants>6.

Prise en charge curative

La GVHD aigué de grade I, touchant par définition seulement la peau, peut
le plus souvent étre traitée par I'application de topiques locaux seuls. Pour la
GVHD aigué de grade II-1V, la mise en route d’une corticothérapie systémique a la
dose de 2 mg/Kg/] d’équivalent prednisone en 2 prises par jour est
indispensable?’. En parallele le plus souvent les patients poursuivent ou
reprennent leur prise de CsA. La décroissance de la corticothérapie est initiée
seulement lorsque la GVHD aigué présente des signes d’amélioration franche,
elle est alors treés progressive, de l'ordre de 10% tous les 3-5 jours.
Malheureusement, seulement 50% des patients environ répondent aux
corticoides, ce taux de réponse étant d’autant plus faible que la GVHD est sévere.
Différents agents ont été évalués en association avec les corticoides afin
d’améliorer la réponse. Ainsi le Blood and Marrow Transplant Clinical Trials
Network (BMT-CTN) a récemment mené une étude randomisée de phase II
comparant 4 agents, l'etanercept, le MMF, le denileukin diftitox et la
pentostatine, chacun en association avec les corticoides®’. Le taux de rémission
complete 28 jours apres le début du traitement était de 26, 60, 53 et 38%
respectivement. Malgré des biais, les résultats en faveur du MMF étaient
prometteurs, et le BMT-CNT a réalisé une étude de phase III randomisant
'association corticoides + MMF versus corticoides + placebo dans la GVHD aigué,

qui n’a pas mis en évidence de bénéfice a I'ajout de MMF>8,
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La GVHD aigué corticorésistante ou réfractaire est définie par la
progression a 3 jours du début des corticoides ou I'absence d’amélioration 5 a 7
jours apres le début des corticoides; un traitement de seconde ligne est alors
nécessaire. Peu d’études prospectives ont évalué les traitements de deuxieme
ligne de la GVHD aigué, de plus l'absence de standardisation, de critéres
d’évaluation bien définis et le faible effectif de patients rend leur interprétation
tres difficile. De nombreux agents ont été évalués au cours des dernieres années :
MTX, MMF, photophorese extracorporelle, anticorps (Ac) anti [L-2R (basiliximab,
daclizumab et denileukin diftitox), alemtuzumab, SAL, etanercept, infliximab et
sirolimus®?. Les traitements de seconde ligne de la GVHD sont associés a une
toxicité élevée et des taux d'échec importants; une réponse (partielle ou
complete) est observée chez seulement 50% des patients. Ainsi en cas de GVHD
aigué reéfractaire, le pronostic des patients est sombre : la survie médiane est en
moyenne de 6 mois et la survie globale a 1 an de 20-30%>°. Il n’y a pas de preuve
a I'heure actuelle pour penser que l'un de ces agents fasse particulierement
mieux ou moins bien que les autres. Ainsi, en I'absence d’étude comparative
entre ces différents agents, le choix se fera en fonction des traitements
préalablement regus, du profil de toxicité, des interactions médicamenteuses, du

colit et de I'expérience du clinicien.

1-2-3- La GVHD chronique

La GVHD chronique présente des similarités cliniques avec des maladies
auto-immunes telles que la sclérodermie, le Gougerot Sjogren ou encore la
cirrhose biliaire primitive. La GVHD chronique est la principale cause de NRM
tardive apres allo-CSH®. Comme pour la GVHD aigué, la GVHD chronique semble
liée a la reconnaissance des tissus et organes du receveur par les cellules
immunitaires du donneur. Les principaux facteurs de risque sont une GVHD
aigué préalable et I'age élevé du patient, les autres facteurs de risque étant: un

nombre élevé d'incompatibilité HLA, un antécédent de splénectomie, un patient
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CMV positif, un donneur féminin lorsque le receveur est masculin et enfin
l'utilisation de cellules souches périphériques#>.

Dans la GVHD chronique tous les organes peuvent étre atteints.
Cependant les manifestations cliniques les plus souvent observées sont les
atteintes cutanées, buccales, hépatiques et oculaires; les signes cliniques sont
résumés dans le Tableau 62%°. La survenue de la GVHD chronique peut étre
progressive (une GVHD aigué devenant chronique), quiescente (apparition a
distance d’'une GVHD aigué complétement résolutive) ou de novo.

Le diagnostic de la GVHD chronique est essentiellement clinique. Une
conférence de consensus a défini une liste de symptomes, classés en critéres
diagnostiques ou symptomes distinctifs, nécessitant une confirmation
paraclinique, généralement histologique?°.

L’autre élément important est d’apprécier la gravité de la GVHD
chronique, ainsi, si la premiere classification de la GVHD proposée par Seattle
des 198061, encore largement utilisée, classait la GVHD chronique en limitée et
extensive (Tableau 7), les recommandations du NIH?¢ proposent un score de
sévérité plus précis, permettant de classer la GVHD chronique en 3 groupes:
légere, modérée et sévere (Tableau 8).

L’incidence de la GVHD chronique peut atteindre 70% des patients!8, elle
varie en fonction du type de donneur apparenté ou non apparenté et du degré de
d’incompatibilité HLA, du type de greffon (CSP ou moelle osseuse) et de
I'utilisation d’une déplétion en lymphocyte T, réalisée le plus souvent in vivo avec

du SAL. En général elle survient dans les 3 ans suivant 'allo-CSH.
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Tableau 6 : Signes cliniques de la GVHD chronique selon les criteres du NIH
(Filipovich et coll. Biol Blood Marrow Transplant, 2005)26.

Organe atteint Symptomes Symptoémes Autres signes Symptoémes
diagnostiques distinctifs (pouvant intégrer communs a la
(suffisantsa (insuffisants seuls les symptomes de GVHD aigué eta
établir le a établir le la cGVHD si le la GVHD
diagnostic de diagnostic de diagnostic est chronique
cGVHD) cGVHD) confirmé)
Peau Poikilodermie, = Dépigmentation Troubles de la Erythéme, Rash
Lichen plan, sudation, Ichtyose, maculopapuleu,
Aspect Hypo/hyper Prurit
sclérotique, pigmentation
Lichen
scléreux,
Morphée
Ongles Dystrophie,
Onycholyse,
Pterygium, Perte
d’un ou plusieurs
ongles
Cuir chevelu et Alopécie Apparition
poils séquellaire, Lésions prématurée de
papulo- cheveux gris,
squameuses Modifications de la
nature des cheveux
Bouches Lichen, Xérostomie, Gingivite,
Limitation de  Mucocéle, Atrophie Mucite,
I'ouverture de de la muqueuse, Erythéme,
labouche par Pseudomembranes, Douleurs
atteinte Ulcéres
sclérotique
Yeux Syndrome sec, Photophobie,
Conjonctivite Hyperpigmentation
cicatricielle, péri-orbitaire,
Kératoconjonctivite Blépharite
Organes Lichen plan, Erosion, Fissures,
génitaux Sténose Lésions ulcéreuses
vaginale
Tractus digestif Anneaux et Insuffisance Anorexie,
membranes pancréatique Nausées,
cesophagiens exocrine Vomissements,
Diarrhées, Perte
de poids,
Atteinte de la
croissance
(enfant)
Foie Bilirubine totale,
PPA > 2 x limite
sup normale,
TGO ou TGP > 2
x limite sup
normale
Poumons Bronchiolite Bronchiolite BOOP
oblitérante oblitérante
(diagnostic (diagnostic
histologique) radiologique et
EFR)
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Muscles, Fasciite, Myosite et
articulations et Raideur polymyosite Crampes
fascia articulaire musculaires,
Contractures (Edeme, Arthralgie,
secondaires a Arthrite
la sclérose
Systeme Thrombopénie,
hématopoiétique Eosinophilie,
Lymphopénie, Hypo
ou hyper
gammaglobulinémie,
Auto-Ac (AHAL PTI)
Autres Epanchement
pleural et
péricardique,
Neuropathie
périphérique,
Syndrome
néphrotique,
Myasthénie,
Anomalies de la
conduction
cardiaque et
cardiomyopathies

Abréviations : ¢cGVHD, réaction du greffon contre 'hote chronique ; PPA, phosphatase alcaline ;
TGO, transaminase glutamate oxaloacétique; TGP, transaminase glutamate pyruvate; EFR,
épreuve fonctionnelle respiratoire; BOOP, bronchiolite oblitérante avec organisation
pneumonique; Ac, anticorps; AHAI, anémie hémolytique auto-immune; PTI, purpura
thrombopénique idiopathique.

Tableau 7: Classification de la GVHD chronique selon Shulman et coll
(Shulman et coll. Am ] Med, 198061)

Limited chronic GVHD
Either or both:
1. Localized skin involvement
2. Hepatic dysfunction due to chronic GVHD
Extensive chronic GVHD
Either:
1. Generalized skin involvement; or
2. Localized skin involvement and/or hepatic dysfunction due
to chronic GVSD, plus:
a. Liver histology showing chronic aggressive hepatitis,
bridging necrosis or cirrhosis; or
b. Involvement of eye: Schirmer's test with less than 5 mm
wetting; or
c. Involvement of minor salivary glands or oral mucosa
demonstrated on labial biopsy; or
d. Involvement of any other target organ.
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Tableau 8: Grade de la GVHD chronique selon les criteres du NIH.
(Filipovich et coll. Biol Blood Marrow Transplant, 20052¢)

Nombre d’organes/sites atteints Légere Modérée Sévere
1 site Score 1 Score 2 Score 3
2 sites Score 1 Score 2 Score 3
3 sites - Score 1 Score 3
Atteinte pulmonaire - Score 3 Score 2

Pour chaque organe/site atteint, un score de 1 a 3 est attribué selon la sévérité de I'atteinte

Les formes limitées de la GVHD chronique nécessitent uniquement un
traitement local, ce qui permet de limiter I'immunosuppression et le risque de
complications infectieuses. Le traitement de premiere ligne repose en général
sur une corticothérapie a la dose de 1 mg/Kg d’équivalent prednisone,
éventuellement associée a la reprise de la CsA. En raison de la morbidité liée a la
prise de corticoides au long cours, une évaluation clinique rapprochée de la
réponse doit étre réalisée afin de surveiller la décroissance des corticoides au
mieux. Cependant, en cas de GVHD chronique extensive, une corticothérapie
prolongée est souvent nécessaire, la moitié des patients étant toujours sous
corticoides au bout de 2 ans. En cas de GVHD chronique cortico réfractaire, de
multiples traitements de seconde ligne ont été évalués dans de petits essais
cliniques de phase II dont la comparaison est difficile; il n’existe pas de
traitement de seconde ligne standard.

La GVHD chronique reste une problématique majeure de I'allo-CSH, elle
entraine une altération significative de la qualité de vie des patients®? et elle est
la principale cause de mortalité non liée a la rechute tardive®?, principalement en
raison des complications infectieuses. Ainsi, comme pour la GVHD aigué, de
nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces pour prévenir sa survenue et

la prendre en charge sont nécessaires.
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1-3-Physiopathologie de la GVHD

Les conditions indispensables au développement de la GVHD aigué ont
été énoncées des 1966 par Billingham®3 (Tableau 9). Premierement le greffon
doit contenir des cellules immunocompétentes. Deuxiemement le receveur doit
étre incapable de rejeter les cellules transplantées. Troisiemement le receveur
doit exprimer des antigenes absents chez le donneur et qui sont ainsi reconnus
comme étrangers. Plus récemment un quatrieme critere a été ajouté : les cellules

immunocompétentes du donneur doivent migrer dans les tissus cibles®*.

Tableau 9: Version révisée des criteres de Billingham pour Ile
développement de la GVHD. (Billingham et coll. Harvey Lect, 1966; Sackstein et
coll. Bio Blood Marrow Transplant, 200663 64)

Version révisée des criteres de Billingham pour le développement de la GVHD

(1) Le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes

(2) Le receveur doit étre incapable de rejeter les cellules transplantées

(3) Il doit exister une incompatibilité antigénique entre donneur et receveur
(4) Les cellules effectrices doivent migrer dans les tissus cibles

La premiere pré condition nécessaire au développement de la GVHD est la
présence de cellules immunocompétentes dans le greffon: les lymphocytes T
matures 65, Ainsi, il a été montré que la sévérité de la GVHD est corrélée au
nombre de lymphocytes T présents dans le greffon®®.

La seconde pré condition stipule que le receveur doit étre
immunodéprimé; en effet un systeme immunitaire « normal » rejetterait les
lymphocytes T d’'un donneur étranger. L'immunodépression du receveur est
systématique du fait du conditionnement par radiothérapie et/ou
chimiothérapie recu par le patient avant l'allo-CSH, mais aussi du fait du
traitement immunosuppresseur administré et de la maladie hématologique sous-
jacente.

La troisieme pré condition, I'expression d’antigenes tissulaires chez le
receveur qui ne sont pas présents chez le donneur, a fait I'objet d'une recherche
importante et de progres majeurs avec la découverte du systeme HLA par ]
Dausset® et ]J] Van Rood!0. Les molécules HLA, exprimées a la surface de

quasiment toutes les cellules nucléées de l'organisme, sont indispensables a
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'activation des lymphocytes T allogéniques®’. Durant la lymphopoiese thymique,
les lymphocytes T subissent une double sélection, positive et négative,
conduisant a la conservation des lymphocytes T qui reconnaissent le CMH du soi
et a I'élimination des lymphocytes auto-réactifs qui reconnaissent les antigenes
du soi®. Ainsi la rencontre des lymphocytes T avec des molécules du CMH
allogéniques, reconnues comme du non soi, aboutit a la destruction des tissus
cibles allogéniques et l'incompatibilité HLA entre donneur et receveur est le
principal facteur de risque de GVHD41.

La quatrieme et derniere pré condition, selon les critéres de Billingham
révisés en 2006, stipule que les cellules effectrices du donneur doivent migrer au
niveau des tissus cibles, ou elles sont responsables des dommages tissulaires de
la GVHD®4. En effet la migration des lymphocytes T alloréactifs du donneur au
niveau des organes lymphoides ou ils sont activés par les CPA, puis leur
migration au niveau des organes cibles est indispensable a la survenue de la

GVHD aigué.

En se basant sur les travaux de Ferrara et Reddy®® et Holler et coll.7% 71 un
nombre croissant de données sugger que la physiopathologie de la GVHD aigué
peut étre résumée en un processus en 3 étapes, ou immunité innée et adaptative
interagissent (Figure 12) : (1) induction de lésions tissulaires du receveur par la
radiothérapie et/ou la chimiothérapie du conditionnement de l'allo-CSH; (2)
activation des lymphocytes T du donneur et expansion clonale ; et (3) activation
des effecteurs cellulaires et inflammatoires. Dans I’étape 1, le conditionnement
conduit a des lésions tissulaires et a la production de cytokines inflammatoires.
Dans I'étape 2, les CPA du receveur activées par les cytokines inflammatoires
présentent les allo antigenes aux lymphocytes T qui sont a leur tour activés.
L’activation des lymphocytes T est caractérisée par une prolifération cellulaire et
la sécrétion de cytokines, notamment l'interleukine (IL)-2 et 'interferon (IFN)-y.
Dans l'étape 3, les macrophages et les polynucléaires neutrophiles (PNN)
provoquent une inflammation des tissus cibles, stimulée par des médiateurs tels
que les lipopolysaccharides (LPS) qui sont passés a travers la muqueuse
intestinale lors de I’'étape 1. L'inflammation est responsable du recrutement de

cellules effectrices au niveau des organes cibles, amplifiant les lésions des
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organes cibles et la sécrétion de cytokines inflammatoires, qui avec les

lymphocytes T cytotoxiques conduisent a la destruction des tissus cibles’2.

Conditioning regimen
prior to allograft infusion
leading to host tissues damage

“Cytokine storm” ’
(TNF-a, IL-1, IL-6
LPS...)

TIL12
; secretion
\4
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S o
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Donor immune
effectors
activation

Figure 12 : Représentation schématique de la physiopathologie de la GVHD.
(Mohty et Gaugler, Cytokine Growth Factor Rev, 200873)

1-3-1-Etape 1 : Induction de lésions tissulaires par le conditionnement

Les premieres étapes qui vont conduire a la GVHD surviennent avant
méme la transfusion du greffon allogénique. Avant I'allo-CSH, les organes du
patient ont été 1ésés par de nombreux facteurs : la maladie hématologique sous-
jacente et son traitement, les infections, la chimiothérapie et/ou la radiothérapie
du conditionnement. Les lésions tissulaires sont responsables de la production
de signaux de dangers avec la sécrétion de cytokines inflammatoires, tel que le
TNF-a, I'[L-1 ou I'IL-6, de chimiokines, et I'augmentation de I'expression des
molécules HLA et des molécules de costimulation sur les CPA du receveur,
favorisant ainsi la reconnaissance du CMH et des antigenes mineurs
d’histocompatibilité (MiHA, « minor histocompatibility antigen») par les
lymphocytes T du donneur. Les 1ésions de la muqueuse intestinale induites par le

conditionnement revétent une importance particuliere. En effet elles sont
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responsables de la translocation de molécules microbiennes telles que le LPS ou
d’autres motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP, «pathogen-
associated molecular patterns ») depuis la lumiere intestinale vers la circulation
systémique, contribuant a I'activation des CPA, via des récepteurs aux signaux de
danger, les récepteurs de type Toll (TLR, «toll like receptor »). Il ressort
clairement de ce modele pourquoi le risque de GVHD est plus important en cas

de conditionnement myéloablatif, notamment lorsque les patients recoivent une

ICT46.74,

1-3-2-Etape 2: Activation des cellules présentatrices d’antigene du

receveur et des lymphocytes T du donneur

1-3-2-1-Activation des cellules présentatrices de I'antigéne du

receveur

Le role central des CPA du receveur dans l'induction de la GVHD a été
établi dans des modeles murins. Shlomchik et coll. ont montré dans un modele
d’incompatibilité mineure que la reconnaissance par les lymphocytes T du
donneur des alloantigenes présentés par les CPA du receveur était nécessaire a
I'initiation d’'une GVHD et d’'une GVT médiée par les lymphocytes T CD8*7>. De
plus il a été montré que I'allogénicité des CPA du donneur était plus importante
chez les souris agées, ce qui peut expliquer la plus grande sévérité de la GVHD
chez les patients agés’®. Le role des CPA du donneur a également été exploré par
Matte et coll. qui ont montré dans un modele murin que si les CPA du receveur
étaient nécessaires et suffisantes a la survenue de la GVHD, la GVHD était moins
sévere chez les souris recevant un greffon invalidé (KO, « knock-out ») pour le
CMH de classe 177. Ainsi les CPA du donneur sont probablement capables de
présenter des antigenes du receveur (présentation croisée), majorant la GVHD”7.
En revanche, si des modeéles murins ont clairement établi le role des CPA du
receveur dans l'induction de la GVT’8, le role des CPA du donneur est beaucoup

plus controversé’? 80,
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Le role des CPA dans 'induction de la GVHD apparait comme central. Les
lésions tissulaires survenant lors de I'étape 1, sont directement responsables de
leur activation. En effet les CPA professionnelles, les DC, peuvent étre activées
par (1) les cytokines inflammatoires telles que le TNF-a ou I'IL-1, (2) des
produits microbiens tels que le LPS et les ligands des TLR qui passent dans la
circulation systémique a travers la muqueuse intestinale endommagée par le
conditionnement et (3) les cellules nécrotiques induites par le
conditionnement®l. Les signaux de danger générés par les lésions tissulaires
liées au conditionnement sont responsables de la maturation des DC et de
'activation des lymphocytes T du donneur a l'origine des lésions tissulaires de la
GVHD. En effet la maturation des DC est indispensable a I'induction de la GVHD,
les DC immatures étant considérées comme tolérogenes8?, I'interaction entre les
CPA activées du receveur et les lymphocytes T du donneur ayant lieu au niveau

du tissu lymphoide secondaire du tractus digestif notamment®3.

1-3-2-2-Activation des lymphocytes T du donneur

Les protéines CD4 et CD8 sont des co-récepteurs pour des portions
constantes des molécules du CMH de classe II et I respectivement. Ainsi, le CMH
de classe I stimule les lymphocytes T CD8* et le CMH de classe II stimule les
lymphocytes T CD4+84% Chez I'homme, l'incidence de la GVHD aigué est
directement corrélée au degré d'incompatibilité HLA entre donneur et receveur.
Apres une allo-CSH a partir d'un donneur HLA-identique, la GVHD est liée aux
MiHA des peptides présentés par le CMH a la surface des cellules®> 86, Etant
donné que les génes codant pour ces protéines se situent en dehors du CMH,
deux enfants de mémes parents auront souvent des peptides différents,
présentés par le méme CMH qui peuvent étre reconnus par les lymphocytes T du
donneur et ainsi conduire a la GVHD. Si des MiHA associés a la survenue de la
GVHD ont bien été identifiés, leurs contributions relatives et I'’existence de MiHA
prédominant reste a établir. Par ailleurs, la présence de plusieurs MiHA sur le
chromosome Y est en accord avec le risque accru de GVHD observé chez les
patients de sexe masculin recevant une greffe a partir d'un donneur de sexe

féminin*e.
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A la fois les lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont importants dans la
survenue de la GVHD. Ainsi, des modeéles murins ont établi que les lymphocytes T
CD4+ étaient critiques pour l'induction d’'une GVHD, leur production d’IL-2
entrainant une prolifération des lymphocytes T CD8* allogéniques. 2 types de
sous populations lymphocytaires T auxiliaires CD4* ont été identifiés, les
lymphocytes T de type 1 ou Thl (sécrétant de I'IL-2 et de I'IFN-y) et les
lymphocytes T de type 2 ou Th2 (sécrétant de I'IL-4, IL-5, [L-10 et de I'IL-13)%7.
Tres tot des études ont montré la présence d'IFN-y au niveau des tissus cibles de
la GVHD suggérant que les lymphocytes Th1 étaient des médiateurs importants
des lésions tissulaires®8. Cependant, alors que I'on s’attendait a ce que le blocage
de la sécrétion d'IFN-y par les lymphocytes Th1l diminue la sévérité de la GVHD
aigué, ce n’était pas le cas. De plus, dans un modele murin, la survie des souris
recevant des cellules IFN-y KO était diminuée par rapport aux souris recevant
des lymphocytes T sauvages®’. D’autres études montraient quant a elles, que
I'I[FN-y produit par les lymphocytes T du donneur aggravait les lésions de GVHD
digestives, mais diminuait les lésions pulmonaires®. Ainsi I'[FN-y semble
présenter une dualité de fonction dans la physiopathologie de la GVHD en
fonction des organes et des moments.

Le role majeur des lymphocytes Th1 par rapport aux lymphocytes Th2
dans la GVHD aigué a été ensuite clairement établi par Nikolic et coll.°1. Dans un
modele murin, ils ont évalué la survenue de la GVHD a partir de donneurs STAT 4
KO (absence de lymphocytes Th1) ou STAT 6 KO (absence de lymphocytes Th2).
La GVHD survenait plus tardivement chez les souris recevant des lymphocytes T
STAT 4 KO par rapport aux souris recevant des lymphocytes T STAT 6 KO ou
sauvages. Les souris recevant des lymphocytes T STAT 6 KO présentaient une
GVHD plus précoce et plus sévere, prédominant au niveau du colon. Ces données
confirmaient le role majeur des lymphocytes Th1l dans la GVHD, notamment
digestive. D’autres études ont exploré le role des lymphocytes Th2 dans la GVHD,
notamment en utilisant des approches génétiques®? 23. Ils n’ont pas mis en
évidence de GVHD dans les organes cibles en l'absence d’IL-17 et d’IFN-y,
confirmant que les lymphocytes Th2 ne jouent pas un rdéle critique dans la

survenue de la GVHD aigué.
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Les lymphocytes T alloréactifs activés vont ensuite migrer depuis les
organes lymphoides secondaires, ou ils ont été activés par les CPA, vers les tissus
cibles de la GVHD, ou ils sont indispensables a la survenue de la GVHD aigué®4.
Bien que presque tous les tissus expriment des MiHA, la GVHD aigué reste
limitée a quelques organes: la peau, le foie et le tube digestif principalement,
mais aussi les poumons, les organes lymphoides secondaires et le thymus. La
capacité des lymphocytes T alloréactifs a infiltrer certains tissus est régulée par
une combinaison unique de signaux et de récepteurs présents sur les
lymphocytes T du donneur qui se lient avec les récepteurs correspondant sur les
tissus du receveurs. Les chimiokines jouent un réle important dans ce homing
des lymphocytes T, et de nombreuses chimiokines telles que MIP1«, CCL2-CCL5,
CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL17 et CCL27 sont surexprimées lors de la
GVHD aigué et favorisent le guidage des effecteurs cellulaires vers les tissus
cibles de la GVHD?>-97,

Les lymphocytes T présents au niveau des tissus cibles vont entrainer les

lésions tissulaires de la GVHD dans I'étape 3.

1-3-3-Etape 3 : Effecteurs cellulaires et inflammatoires

Apres migration au niveau des tissus cibles, les lymphocytes T alloréactifs
sont responsables des lésions tissulaires de la GVHD aigué par une activité
cytotoxique directe et en recrutant d’autres leucocytes. La génération de
multiples effecteurs cytotoxiques au niveau des tissus cibles représente alors le
point culminant de la physiopathologie de la GVHD. Ainsi de multiples cytokines
inflammatoires, les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) spécifiques du donneur,
les lymphocytes natural killer (NK) ... se retrouvent au niveau des tissus cibles et
entrainent une destruction tissulaire a l'origine des lésions de la GVHD. Des
données expérimentales et cliniques suggerent que des médiateurs solubles de
I'inflammation agissent en association avec la cytolyse a médiation cellulaire
directe des CTL et des lymphocytes NK pour entrainer 'ensemble des dommages
tissulaires observés dans la GVHD aigué. Ainsi la phase effectrice de la GVHD

implique des composants a la fois de 'immunité innée et adaptative et les
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interactions synergiques des facteurs produits lors des deux premieres étapes.
Les systémes Fas/Fas ligand (FasL) et perforine/granzyme sont les principaux
meécanismes effecteurs utilisés par les CTL et les cellules NK pour détruire leurs
cibles cellulaires®® 99. Les CTL et les cellules NK stockent perforine et granzyme
dans leurs granules cytotoxiques et lorsqu’une cellule est reconnue comme
étrangere, les perforines insérées dans la membrane de la cellule cible forment
les « pores perforines ». La création de ces pores entraine un flux d’eau et
d’électrolytes dans le cytoplasme aboutissant a une lyse osmotique et a la mort
par nécrose de la cellule, mais cela permet aussi I'entrée de granzyme dans la
cellule cible, conduisant a I'apoptose de la cellule. En ce qui concerne le systeme
Fas/FasL, FasL se lie a Fas, ce qui aboutit a la formation du complexe de mort
cellulaire et a l'activation en cascade de caspase, conduisant a la mort
cellulairel%0, Le facteur de nécrose des tumeurs (TNF ; « tumor necrosis factor »)-
a peut également entrainer I'apoptose des cellules cibles en se liant a son
récepteur TNFR-1101, Les lymphocytes T CD4* utilisent préférentiellement le
systeme Fas/FasL durant la GVHD aigué, alors que les CTL CD8* utilisent plutot
le systéme perforine/granzyme.

Il existe de nombreux arguments en faveur d'un role des cytokines pro-
inflammatoires, en particulier le TNF-a et I'IL-1, dans la physiopathologie de la
GVHD aigué. Durant la phase effectrice de la GVHD aigué, la synergie des
cytokines inflammatoires avec les CTL aboutit a I'amplification des lésions
tissulaires et, par conséquence, au dysfonctionnement des organes atteints. La
survenue rapide de la GVHD aigué pouvant étre considérée comme une véritable
tempéte cytokinique. Les cytokines pro-inflammatoires, TNF-a et I'IL-1 sont
habituellement produites par les monocytes, considérés comme le pool circulant
des cellules dendritiques myéloides!??, et les macrophages. Le stimulus
responsable de cette sécrétion peut étre apporté via les TLR par des molécules
microbiennes, telles que le LPS, qui passent a travers la muqueuse intestinale ou
la peau, endommagées par le conditionnement. Le role du LPS dans la GVHD
aigué a été démontré dans plusieurs modeles expérimentaux!03. Ainsi il a été
montré dans un modele murin que la production de TNF-a par les cellules du
donneur en réponse au LPS permettait de prédire la sévérité de la GVHD, de plus

la GVHD diminuait lorsque I'on antagonise le LPS1%4. Au-dela du LPS, le TNF-a
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joue un role critique dans la physiopathologie de la GVHD aigué aussi bien chez
I’homme que dans les modéles murins1%5. Ainsi dans un modele murin, I'injection
d’anticorps monoclonaux anti-TNFa diminue la sévérité des 1ésions tissulaires de
la GVHD1%, Chez I'homme des études ont montré une augmentation du TNF-a
dans le sérum des patients avec une GVHD aigué, attestant de son role probable
dans la GVHD70. Au vu de sa biologie, le TNF-a joue probablement un réle a
différentes étape dans la physiopathologie de la GVHD : (1) le TNF-a active les
DC et stimule la présentation antigéniquel?’, (2) le TNF-a induit la sécrétion de
chimiokines inflammatoires a l'origine de la migration d’effecteurs immuns108,
(3) le TNF-a peut induire la mort cellulaire par apoptose et nécrose, contribuant
ainsi directement aux lésions tissulairest%9,

L’autre cytokine pro-inflammatoire, largement étudiée et jouant un role
dans la GVHD, est I'IL-1. La sécrétion d’IL-1 survient principalement pendant la
phase effectrice de la GVHD de la rate et la peau, 2 organes cibles de la GVHD
chez la souris'10. Les souris recevant de I'IL-1 apres allo-CSH présentent une
forme accélérée de GVHD!!! et 'administration d’'un antagoniste du récepteur a
I'IL-1 chez le receveur diminue la mortalité liée a la GVHD dans un modele
animalll2. En revanche les études chez 'homme n’ont pas réussi a montrer un
effet bénéfique a l'administration de cet antagoniste sur la GVHD aiguéll3,
suggérant que I'IL-1 a un role pléiotrope dans la GVHD, probablement en
synergie avec le TNF-a. Une telle synergie a été suggérée dans un modele murin
ou la neutralisation a la fois du TNF-a et de I'IL-1 permettait de diminuer la
mortalité et les lésions tissulaires liées a la GVHD114, Cette neutralisation était
particulierement efficace sur la GVHD aigué médiée par les lymphocytes T CD4+,
mais aussi en partie sur la GVHD médiée par les lymphocytes T CD8*114. En plus
du TNF-a et de I'IL-1, 1a survenue de la GVHD est précédée par une augmentation
des niveaux sériques des produits d’oxydation tels que le monoxyde d’azote
(NO)115, qui contribuent aux effets déléteres de la GVHD sur les tissus cibles116.

Si le role de la « tempéte cytokinique » et en particulier du TNF-a et de
I'IL-1 dans la physiopathologie de la GVHD aigué est clairement établi apres
conditionnement myéloablatif, il existe moins de données dans le cadre des
conditionnements a intensité réduite. Une étude a évalué I'impact des cytokines

inflammatoires sur l'incidence et la sévérité de la GVHD aigué apres allo-CSH a
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conditionnement réduit!!’. Parmi les différentes cytokines testées, dont le TNF-a
et I'lL-1, seul I'lL-12p70 était associée a la survenue d’'une GVHD aigué sévere,
probablement via I'activation de lymphocytes T Th1 et des cellules NK. De plus,
les monocytes circulants, principal pool de DC sécrétrices d'IL-12p70, récupérent
plus rapidement chez les patients avec une GVHD aigué sévere. Le fait que I'IL-
12p70 soit produit principalement par les DC conventionnelles aprés stimulation
de différents PRR, tels que les TLR ou par les interactions CD40-CD40L, apporte
un argument supplémentaire en faveur du role central des DC dans la
physiopathologie de la GVHD.

La «tempéte cytokinique» qui survient lors de la phase effectrice
contribue ainsi directement aux dommages tissulaires de la GVHD. Etant donné
que le tractus digestif est particulierement sensible aux effets déléteres des
cytokines104 118 les ]ésions tissulaires survenant lors de la phase effectrice
conduisent a une boucle de rétrocontréle positif. En effet, les 1ésions tissulaires
(tout particulierement digestives) majorent la translocation de LPS qui stimule a
nouveau la production de cytokines et donc contribue aux lésions tissulaires.
Enfin il a été montré qu'un niveau sérique élevé de LPS correle directement avec
la sévérité des lésions histologiques de GVHD104 119, Le tractus digestif apparait
donc central dans la « tempéte cytokinique » et I'amplification de la GVHD aigué

systémique.

1-3-4-Physiopathologie de la GVHD chronique

Du fait de la difficulté a trouver un modele animal récapitulant a lui seul
toutes les manifestations de la GVHD chronique humaine, peu d’études se sont
consacrées spécifiquement a 1'étude de la physiopathologie de la GVHD
chronique et elle reste mal connue!?0. Le role des lymphocytes T auto-réactifs
semble important: du fait de I'atteinte du thymus par la chimiothérapie et/ou
'irradiation, certains lymphocytes T du donneur échappent a la sélection
négative, d’ou une rupture de la tolérance au soi et la GVHD chronique!?l. Enfin
les lymphocytes B semblent également jouer un réle dans la physiopathologie de

la GVHD chroniquel?2.
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1-4-Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires de type 17 ou Th17

1-4-1- Différentes sous populations de lymphocytes T CD4+ auxiliaires

La mise en évidence de l'existence de différentes sous populations de
lymphocytes T auxiliaires chez la souris remonte a 1986. Mosmann et coll
rapportent que les lymphocytes T auxiliaires peuvent étre divisés en 2 groupes®’.
Les lymphocytes T auxiliaires de type 1 ou lymphocytes Th1 qui peuvent générer
de I'IL-2, IL-3 et de I'IFN-y et les lymphocytes T auxiliaires de type 2 ou
lymphocytes Th2 qui sécretent de I'IL-3, du facteur de croissance des
lymphocytes Th2 et du facteur de croissance des mastocytes 2. Cherwinski et
coll. montraient ensuite que les lymphocytes Th1 sécretent de I'IL-2, du GM-CSF
et de I'IFN-y, alors que les lymphocytes Th2 sécretent de I'IL-4 et de I'lL-5123. De
nombreuses équipes ont montré qu’il n’était pas possible de générer des
lymphocytes Th1l a partir de lymphocytes Th2 et vice versa, établissant le
paradigme des lignées Th1l et Th2 séparéesl?4 L’existence de ces 2 sous-
populations distinctes de lymphocytes auxiliaires Th1l et Th2 est établie chez
I'homme en 1988125, Les travaux majeurs de Zheng et Flavelll2¢ et de Szabo et
coll.127 sont venus conforter ce paradigme des lignées distinctes en identifiant
des facteurs de transcription distincts pour les lymphocytes Th1 et Th2. Ainsi, T-
bet est le facteur de transcription clé des lymphocytes Th11?7, alors que Gata-3
remplit ce role pour les lymphocytes Th21%6. En accord avec le paradigme des
lignées distinctes, des rdles distincts pour les lymphocytes Th1l et Th2 ont été
identifiés. Si les lymphocytes Th1l et Th2 contribuent tous deux a I'immunité
humorale en stimulant la production d'immunoglobulines par les lymphocytes B,
les lymphocytes Thl sont responsables de I'élimination des pathogenes
intracellulaires (virus, mycobactéries, Listeria...) mais aussi des bactéries
extracellulaires, alors que les lymphocytes Th2 sont critiques dans la réponse
contre les parasites helminthiques®s.

Si jusqu’au début des années 2000, on considérait que les lymphocytes
Th1 et Th2 étaient les seules lignées de lymphocytes T auxiliaires, de nouvelles

sous-populations de lymphocytes T auxiliaires CD4+* ont été décrites depuis, les

48



lymphocytes auxiliaires folliculaires (Tfh, « T follicular helper cells ») et les
lymphocytes T auxiliaires Th9, Th17 et Th22 (Figure 13). A c6té des lymphocytes
T auxiliaires, une autre population de lymphocytes T CD4+ a été identifiée chez
I'homme en 2001, les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4+ CD25%, dont la
différenciation se fait sous le controle du facteur de transcription Foxp3128. On
distingue les Treg naturel (nTreg) naturellement générés dans le thymus, des
Treg induits (iTreg) issus de la différenciation de lymphocytes T CD4* naifs
présents en périphériel?8. Ils sont indispensables a la tolérance immunitaire et

sécretent notamment du TGF-f3 et de I'[L-1008.

DC Ag/MHC T
IL-6
TNFe
Immunity to pathogenes
Wound healing
IL-6 -4
121 7 TGFB
IL-12 L6 |Il-ip IL-4
IFNy TGFp | 1L-23
Antibody 3 Autoimmunity
praduction 2 Allergy
Th2
GATA3
STATS/6
Imimunity to intracellular Immunity to extraceliular Immunity to extracellular
pathogenas Autoimmunity pathogenes Autoimmunity pathogenes Autoimmunity, Allergy

Figure 13 : Caractéristiques et role majeur des principales populations Th,
cytokines et facteurs de transcription impliqués dans leur différenciation.
(adaptée de Boniface et coll. World ] Rheumatol, 2013129)

Les études portant sur le role des lymphocytes T CD4+ dans la GVHD

aigué se sont focalisées sur les sous-populations Th1l et Th2 puis Treg. Plus
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récemment, le role des lymphocytes Th17 dans la GVHD a été exploré dans des
modeles murins de GVHD avec des résultats discordants. Dans cette partie nous
allons revenir sur les caractéristiques des lymphocytes Th17 avant de voir I'état
des connaissances sur leur role dans la GVHD dans les modeéles murins et chez

I’homme.

1-4-2- Découverte et différenciation des lymphocytes T CD4* auxiliaires de

type 17 ou Th17

En 2005, Harrington et coll.13° et Park et coll'31 ont établi que les
lymphocytes Th17 étaient une sous population distincte de lymphocytes T CD4+*
auxiliaires, dont la génération in vitro était favorisée lorsque I'IL-4 et I'I[FN-y
étaient inhibés, et était indépendante des facteurs de transcription liés aux
lymphocytes Thl et Th2 (T-bet, Gata-3, Statl, Stat4 et Stat6). Initialement la
polarisation des lymphocytes T CD4* vers un phénotype Th17 avait été attribuée
a l'effet de I'IL-23 (un hétérodimere de la sous unité p40, commune avec I'IL-12
et de la sous unité pl19), via le récepteur a I'IL-23 (IL-23R) ciblant la voie
Stat3132; cependant les cultures cellulaires produites dans ces conditions
contenait de faibles quantités de lymphocytes produisant de I'IL-17133. Il a
ensuite été montré que les lymphocytes Th17 étaient générés efficacement en
présence de TGF-B1 et d’IL-6, via les protéines de la famille Smad et Stat3,
respectivement!34 (Figure 14).

L’identification du facteur de transcription clé pour la différenciation des
lymphocytes Th17, Retinoid-related orphan receptor y thymus (RORyt), codé par
le gene Rorc, est venue confirmer que les lymphocytes Th17 sont une sous
population distincte!35. Retinoid-related orphan receptor a (RORa) est le second
facteur de transcription clé identifié pour la différenciation des lymphocytes
Th17 136, Dans un modele murin la délétion de Stat3 bloque la différenciation des
lymphocytes Th17, en raison des nombreuses et pléiotropiques fonctions de
Stat3 comme promoteur de Rorc, 1117, 1117f, et de nombreux autres genes

impliqués dans la polarisation et la survie des lymphocytes Th17137. Ainsi il
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apparait que la différenciation des lymphocytes Th17 est sous la dépendance de

Stat3 et RORyt en présence d’IL-6 et de TGF-31 (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique des voie de signalisation et de la
régulation transcriptionnelle des lymphocytes Th17. (Muranski et coll.
Blood, 2013138)

Le role de I'lL-23 dans la différenciation des lymphocytes Th17 a été
exploré in vitro et dans des modeles murins. Si les lymphocytes T CD4* naifs
expriment un faible niveau d'IL-23R, son expression est induite apres exposition
au TGF-B1 et a I'lL-6139 (Figure 14). Par ailleurs, si les lymphocytes T CD4* naifs
cultivés en présence d'IL-6 et de TGF-f3, sans IL-23, vont bien sécréter de I'IL-
174, ils produisent aussi de grandes quantités d’IL-10 et échouent a induire une
encéphalite auto-immune expérimentale (EAE) apres transfert adoptif

contrairement a ce qui était attendul33. De plus les lymphocytes Th17 IL-23R
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déficients ne parviennent pas a maintenir leur phénotype?40. Ainsi, si I'lL-23,
majoritairement produite par les cellules du systéme immunitaire inné, n’est pas
nécessaire a la différenciation initiale des lymphocytes Th17, T'IL-23 est
indispensable a la stabilisation du phénotype et a la maturation compleéete des

lymphocytes Th17, et donc a la production d’'IL-21 et d’IL-22141 (Figure 14).

De nombreuses autres cytokines régulent la différenciation et la
prolifération des lymphocytes Th17. Ainsi, I'[L-21 (via la voie Stat3) et le TGF-f
en I'absence d’'IL-6 induisent I'expression de RORyt et de I'lL-23R, conduisant a
une différenciation Th17142. De plus, en présence d’IL-6, les lymphocytes T CD4+
stimulés vont produire de I'lL-21, favorisant la différenciation Th17 dans une
boucle d’auto-amplification autocrinel43. Le role de I'IL-1 dans la polarisation
des lymphocytes Th17 a également été souligné dans certaines conditions

inflammatoires44.

1-4-3- Plasticité des lymphocytes Th17

Plusieurs études ont mis en évidence la plasticité des lymphocytes Th17
et l'interconnection des programmes de développement des lymphocytes Th17
et Treg (Figure 15). Aprés stimulation du TCR, un lymphocyte T CD4* en
présence de TGF-f co-exprime a la fois RORyt et Foxp3, la différenciation en
lymphocyte Th17 ou en iTreg se faisant en fonction de la prédominance de I'IL-6
ou de l'acide tout-trans-rétinoique (ATRA) respectivement!4>. De plus la
stimulation des lymphocytes Treg naturels ou induits par I'IL-6 induit
I'expression d’IL-17 et réprime Foxp3, suggérant que les lymphocytes Treg
matures peuvent étre convertis en lymphocytes Th17-likel45. En revanche, la
différenciation de lymphocytes Th17 en lymphocyte Treg n’a pas été rapportée,
suggérant que la conversion des lymphocytes Treg en Th17 estirréversible.

Par ailleurs, bien que les facteurs de transcription et les cytokines
impliqués dans la différenciation des lymphocytes Th17 soient distincts des
lymphocytes Th1 et ThZ2, il existe des paralléles importants entre les voies Th1 et

Th17145, Les 2 voies nécessitent I'induction d’'un récepteur pour une cytokine de
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la famille de I'lL-12: I'lL-12 pour Th1 et I'lL-23 pour Th17. L'IL-12 et I'IL-23
partagent une sous-unité commune, I'lL-12p40, de méme leurs récepteurs
partagent une sous-unité commune, I'IL-12Rf1, associée a I'IL-12RB2 pour le
récepteur a I'll-12 et a I'lL-23R pour le récepteur a I'lL-23145, 1] s’est avéré que si
les précurseurs des lymphocytes Th17 expriment I'IL-23R, ils expriment
également de faibles quantités d’IL-12R[32. Ainsi selon la balance entre TGF-, IL-
23 et IL-12, les précurseurs des lymphocytes Th1l7 peuvent produire
majoritairement de I'[L-17A et IL-17F (dominance du TGF-f; Th17f3), de I'IL-
17A, IL-22 et de 'l[FN-y (dominance de I'IL-23 ; Th17y), ou réprimer I'expression
d’'IL-17A et IL-17F pour exprimer les cytokines liées a Th1, notamment I'I[FN-y
(dominance de I'IL-12; Th1)45(Figure 15). Cependant si 'exposition a I'IL-12
convertit les précurseurs des lymphocytes Th17 en Thl, les lymphocytes Th17

mémoires conservent leur phénotype malgré la stimulation par I'lL-12145,
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Figure 15: Lien entre la différenciation des lymphocytes iTreg, Th17 et
Th1, soulignant la plasticité des lymphocytes Th17. (Lee et coll. Curr Opin
Immunol, 2009145)

1-4-4-Phénotype des lymphocytes Th17

Il n’existe pas de marqueur de surface spécifique des lymphocytes Th17,

mais l'expression de certaines combinaisons de marqueurs est associée aux
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lymphocytes Th17. Ainsi il a été montré que les cellules Th17 expriment le
récepteur a C-C chimiokine (CCR, « CC chemokine receptor ») 6 mais pas CCR10
146, 147 ]e récepteur de type C-lectine CD161 est un autre marqueur des
lymphocytes Th17 chez I'hommel48, enfin CXCR3 est un marqueur des
lymphocytes sécrétant de I'I[FN-y mais pas d’'IL-174, il est donc retrouvé a la

surface des cellules Th1 mais pas sur les Th17 147,

1-4-5- Role des lymphocytes Th17 dans la défense de 'organisme contre

les infections

Dans les conditions physiologiques, les lymphocytes Th17 se situent
principalement dans la lamina propria de l'intestin gréle et sont rapidement
induits au niveau des autres sites muqueux lors d'une infection138. Les
lymphocytes Th17 et les cytokines associées contribuent a la protection de
I'organisme contre une grande variété de pathogenes nécessitant une réponse
inflammatoire majeure qui n’est pas apportée par les lymphocytes Th1 et Th2,
notamment les bactéries extracellulaires et les champignons41.

Les lymphocytes Th17 produisent de I'IL-17A, I'IL-17F, I'hétérodimere IL-
17A/F, mais aussi de I'IL-21, IL-22, du GM-CSF et de nombreux autres facteurs!41.
SiI'lL-21 agit sur les autres cellules immunitaires, notamment les lymphocytes B,
les autres cytokines produites par les lymphocytes Th17 ont un large effet sur de
nombreux types cellulaires et induisent la production de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines qui attirent les PNN au site de I'inflammation
et les peptides antimicrobiens (AMP, « antimicrobial peptides ») pour renforcer
les défenses de I'organisme contre les infections41.

La famille des cytokines de I'lL-17 inclut I'lL-17A (ou IL-17), I'lL-17B, I'IL-
17C, I'lL-17D, I'lL-17E (ou IL-25) et I'lL-17F141, I’IL-17E n’est pas produite par
les lymphocytes Th17, mais Th2. Les effets pro-inflammatoires de I'IL-17 sont
meédiés par le récepteur a I'[L-17 ou IL-17R, largement exprimé par les cellules
du systeme immunitaire (lymphocytes T et B, et PNN) et de nombreux tissus
(épithélium, endothélium, fibroblastes, cellules stromales mésenchymateuses et

kératinocytes)!4%. Ainsi les effets de I'IL-17 sont pléiotropes, entrainant une
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variété d’effets inflammatoires impliquant a la fois l'immunité innée et
adaptative. L'IL-17 peut aussi étre produite par d’autres cellules, principalement
les lymphocytes Tyd et les cellules lymphoides innées38.

L’'IL-17A et I'IL-17F présentent toutes deux des propriétés pro-
inflammatoires, et entrainent la sécrétion par de nombreuses cellules de
cytokines telles que le TNF-q, I'IL-1(, I'IL-6, le GM-CSF, de chimiokines (CXCL1,
CXCL8, CXCL10) et de récepteurs aux chimiokines qui agissent comme de
puissants chemoattractants pour les granuleux38. L'IL-17 et les lymphocytes
Th17 jouent un réle important dans 'immunité contre de nombreuses bactéries
telles que Klebsiella pneumoniae, Staphyloccocus aureus, Citrobacter rodentium,
Salmonella et Shigella sp., et Bordatella pertussis138. Les lymphocytes Th17
contribuent a la réponse Thl contre certaines bactéries intracellulaires
(Mycobacteria et Francisella tularensis)138. Les lymphocytes Th17 sont aussi
impliqués dans la réponse aux infection fongiques, notamment a Candida®®? ; leur
role dans la défense de l'organisme contre I'Aspergillus fumigatus et d’autres
champignons est plus controversé et possiblement délétere. Enfin, I'l[L-17 a un
role dans le maintien de l'intégrité et de I'homéostasie de la muqueuse
digestivel3s.

L’'IL-22 et I'lL-17 déclenchent en synergie la production de nombreux
AMP tels que la B-defensine, la protéine S100, regenerating islet-derived protein
3 v (REG3y) ou encore la lipocalin-2151. Le récepteur a I'lL-22 (IL-22R) est
exprimé par des cellules non hématopoiétiques, telles les keratinocytes, les
hépatocytes ou les entérocytes et favorisent des effets tissulaires-protecteurs

contre Toxoplasma gondii et différentes bactéries gram-négatives!52,

1-4-6- Role pathogene des lymphocytes Th17: les lymphocytes Th17

comme médiateurs des lésions tissulaires

Le role des lymphocytes Th17 et des cytokines liées a Th17 a été mis en
évidence dans différentes maladies auto-immunes et auto-inflammatoires dans
des modeles animaux puis chez 'hommel4l. Ainsi un nombre croissant de

données suggere un role pour les lymphocytes Th1l7 dans le psoriasis, la
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polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaque ou encore les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin41.

Ainsi, dans le psoriasis, les lymphocytes T extraits de 1ésions cutanées
présentent majoritairement un phénotype Th17153 et I'IL-17, I'lL-22 et I'IL-23
contribuent au développement du psoriasis1>4 155, Des essais thérapeutiques ont
été conduits utilisant un anticorps monoclonal ciblant la sous-unité p40 de I'IL-
12/1L-23 (ustekinumab)!°¢ ou I'IL-17R (brodalumab)!5? chez des patients
atteints de psoriasis avec une efficacité significative, confirmant le réle majeur
des lymphocytes Th17 dans la physiopathologie du psoriasis.

De méme dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, des
données suggerent un role des lymphocytes Th17 et de I'axe IL-17/IL-23. Ainsi
dans un modele murin, plusieurs études ont démontré le role de I'IL-23 dans la
colite meédiée par les lymphocytes T, via l'induction des cytokines pro
inflammatoires IL-6 et IL-171%8, De plus si I'lL-22 semble avoir un role protecteur
sur les cellules épithéliales digestives!>?, I'IL-21 contribue aux effets pathogénes
des lymphocytes Th17 sur la muqueuse intestinale!®0. Chez ’homme, la présence
de lymphocytes Th17 a été mise en évidence dans la muqueuse digestive de
patients avec une maladie de Crohn!4¢. Si un essai clinique évaluant un anticorps
monoclonal anti IL-17 a échoué a démontrer une efficacité sur la maladie de
Crohn!®l, la déplétion en I'IL-23 avec l'ustekinumab semble permettre de
controler la maladiel®?. Cela souligne le role de I'lL-23 non seulement dans
I'induction d'une réponse Th17 mais aussi dans l'inflammation médiée par les
cellules lymphoides innées (ILC, « innate lymphoid cells ») présentes dans la

mugqueuse digestive.

1-4-7- Role des lymphocytes Th17 dans la GVHD aigué

1-4-7-1- Réle des lymphocytes Th17 dans la GVHD aigué murine

La contribution des lymphocytes Th17 a été explorée dans des modeles

murins de GVHD utilisant des lymphocytes T déficients en IL-17. Les résultats de

ces études sont contradictoires. Ainsi les données Yi et coll. suggéraient un role
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protecteur des lymphocytes Th17: la GVHD était plus sévere en cas
d’administration de lymphocytes T déficients en IL-17 et cet effet était associé a
une majoration de la réponse Th1163. Ces données n’ont pas été reproduites, au
contraire en utilisant le méme modele, Kappel et coll. montraient une diminution
de la GVHD en cas d’administration de lymphocytes T déficients en IL-17164. De
plus la transplantation de lymphocytes Th17 suffit a entralner une GVHD
mortelle marquée par des dommages tissulaires étendus!®>. La fonction des
lymphocytes Th17 a également été étudiée en bloquant leur facteur de
transcription clé, RORyt. Ainsi, si les lymphocytes Th17 peuvent induire a eux
seuls la GVHD, elle peut également survenir en présence de lymphocytes Th1l
seuls, sans lymphocyte Th171%6. De plus 'administration de lymphocytes T CD4+*
rorc KO aboutit a une diminution de la mortalité liée a la GVHD, associée a une
diminution de I'IL-17 et du TNF-a dans les tissus cibles!¢?. Différents groupes ont
également montré que I'absence d’'IL-21 ou d’IL-21R, inhibait la GVHD aigué (et
aussi l'effet GVT) et de facon intéressante une augmentation des iTreg et des
nTreg était observée.

D’autres études se sont focalisées sur le rdole des cytokines associées a la
différenciation des lymphocytes Th17 dans la physiopathologie de la GVHD
aigué. Ainsi, I'absence d’IL-6 dans les lymphocytes T du donneur ou I'inhibition
de I'[L-6R avec un anticorps (Ac) bloquant diminue significativement la GVHD
aigué sans affecter I'effet GVT198. Cet effet était associé a une diminution des
lymphocytes Th1 et Th17 dans les organes cibles de la GVHD aigué et la rate et a
une génération accrue de Treg. Ces résultats appuient le role des lymphocytes
Th1 et Th17 dans la physiopathologie de la GVHD et de la balance entre Th17 et
Treg. Une seconde étude confirme l'effet protecteur de l'inhibition de I'IL-6 mais
n’est pas parvenue a mettre en évidence le role des lymphocytes T dans cet
effet’®®. De méme, lorsque la fonction de I'IL-23 est bloquée, la GVHD aigué
diminue alors que I'effet GVT est préservél’o.

Bien que contradictoires, les résultats dans les modeéles murins sont
clairement en faveur d'une contribution des lymphocytes Th17 dans la

physiopathologie de la GVHD aigué.
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1-4-7-2- Réle des lymphocytes Th17 dans la GVHD aigué chez

I’homme.

Des études préliminaires ont également été réalisées chez 'homme avec
la aussi des résultats contradictoires. Dander et coll. ont montré que la fréquence
des lymphocytes Th17 dans le sang et le taux d’'IL-17 plasmatique augmentaient
chez les patients avec une GVHD aigué par rapport aux patients allogreffés sans
GVHD et aux donneurs sains!’!. En parallele le nombre de lymphocytes Treg
diminuait dans le sang périphérique des patients avec une GVHD aiguél’l. Ces
résultats ont été confirmés par Liu et coll., qui soulignent que I'augmentation du
nombre de lymphocytes Th17 dans le sang lors de la survenue d’'une GVHD aigué
est corrélée a une diminution des lymphocytes Treg!’2. En revanche deux autres
groupes n’ont pas mis en évidence la présence de lymphocytes Th17 dans la
peau ou la muqueuse digestive de patients avec une GVHD aigué cutanée ou
digestive. Ainsi, Broady et coll. n’ont pas mis en évidence de lymphocytes Th17
dans la peau des patients en utilisant un modele de culture ex-vivo des
lymphocytes T173. De méme Ratajczak et coll n'ont pas mis en évidence
d’infiltration significative de la muqueuse digestive par les lymphocytes Th17
chez les patients avec une GVHD aigué, mais ils ont montré paradoxalement
qu’'une augmentation du nombre de Treg dans la muqueuse digestive corrélait
avec la sévérité de la GVHD174,

Une autre approche visant a évaluer le role de l'axe Th1l7 dans la
physiopathologie de la GVHD a consisté a évaluer le polymorphisme d’un seul
nucléotide (SNP, « single nucleotide polymorphism ») associé a la GVHD aigué
dans I'IL-23 ou L’IL-23R. Des travaux préalables avaient montré une forte
association entre un SNP présent dans I'IL-23R et la maladie de Crohn. La
présence de ce SNP a été évaluée dans une cohorte de patients allogreffés et chez
leurs donneurs!?s. Il est retrouvé dans environ 12% des cas. L'incidence de
GVHD sévere de grade III-1V était diminuée chez les patients greffés a partir d'un
donneur avec le SNP IL-23R, par contre il n’a pas été mis en évidence de bénéfice
lorsque le SNP était présent chez le receveur. Cependant si une seconde équipe a
confirmé une diminution du risque de GVHD aigué chez les patients greffés a

partir d'un donneur avec le SNP IL-23R176, Nguyen et coll. n’ont pas mis en
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évidence une association entre la présence du SNP et la survenue d’'une GVHD
aiguél’’. La prophylaxie de la GVHD, le type de transplantation ou encore des
différences ethniques entre les cohortes de patients expliquent probablement
cette discordance; des études complémentaires sont indispensables pour
confirmer ces résultats.

Ainsi il existe un nombre croissant de données en faveur d’'un rodle des
lymphocytes Th17 dans la physiopathologie de la GVHD aigué. En effet les
lymphocytes Th17 sont augmentés dans le sang lors de la survenue d’'une GVHD
aiguél’L.172_ De plus 'association entre la présence d’'un SNP de I'IL-23R chez le
donneur et la GVHD aiguél”> 176 suggerent également le role des lymphocytes
Th17 dans la survenue de la GVHD aigué ; en effet, I'lL-23 est indispensable a la
stabilisation du phénotype des lymphocytes Th17. En revanche les études qui se
sont attachées a évaluer la présence des lymphocytes Th17 dans les tissus cibles
de la GVHD ont échouél’3. 174, Cependant ces études présentaient de nombreuses
limites, par exemple dans I'’étude de Broady et coll.173, il n’est pas évident que les
lymphocytes Th17 vont conserver leur phénotype apres 3 semaines de culture ex
vivo en I'absence de cytokines polarisantes qui n’ont pas été utilisées dans cette
étude. Il est donc difficile de tirer des conclusions définitives de ces études sur le
role in situ dans les tissus cibles de la GVHD aigué des lymphocytes Th17. L'un
des objectifs de ce travail de these est ainsi d’objectiver le role des lymphocytes

Th17 in situ dans les tissus cibles de la GVHD.
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1-5-Les cellules dendritiques plasmocytoides

Ralph Steinman et Zanvil Cohn ont découvert les cellules dendritiques
dans les années 1970. Leurs travaux ont permis de mettre en évidence leur role
dans la présentation antigénique et l'activation du systéme immunitaire.
Aujourd’hui, il apparait que les DC sont un groupe hétérogene de cellules (Figure
16). En effet, si les DC sont toutes capables de capture antigénique et de
présentation antigénique aux lymphocytes T naifs, il existe différents sous types
de DC en fonction de leur localisation, de leur stade de différenciation et de

maturation, mais aussi de leurs fonctions immunologiques.
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Figure 16 : Voie de différenciation des différentes populations de cellules
dendritiques. (adapté de Schott M, Endocr Relat Cancer, 2006178)

Récemment un nouveau membre a été décrit dans la famille des DC. Leur
morphologie semblable a celle des plasmocytes est a I'origine de leur nom : les
cellules dendritiques plasmocytoides (PDC). Elles ont la particularité de produire
en réponse a une stimulation virale des quantités énormes d'IFN de type I,
faisant de ces cellules les cellules professionnelles productrices d’[FN de type I

(100 a 1000 fois plus que tout autre type cellulaire)179.180, Afin de distinguer les
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PDC des DC décrites par Steinman, ces derniéres ont alors été rebaptisées
cellules dendritiques conventionnelles ou cDC. Nous allons voir dans cette partie
les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des PDC, puis nous
aborderons I'état des connaissances sur leur role dans la physiopathologie de la

GVH.

1-5-1-Découverte des PDC

Des 1958, Lennert et Remmele ont rapporté I'existence chez 'homme de
cellules présentant une morphologie semblable aux plasmocytes mais qui
n’exprimaient pas les marqueurs des plasmocytes, présentes en abondance dans
la zone T des tissus lymphoides (Figure 17)181. Ces cellules ont alors été appelées
cellules T plasmocytoides. Ce n’est qu’en 1999 que ces cellules sont reconnues
par Siegal et coll.17° et Cella et coll.180 comme étant des DC spécialisées dans la
production d’IFN de type I en réponse a une stimulation virale, et présentes dans
le sang et les organes lymphoides secondaires. Elles ont alors été appelées PDC

ou IPC (« interferon producing cells »).

18 um288kV 44BE3 B631-96 SE

Flgure 17: Morphologle des PDC. (a) microscopie électronique x 7000 (b,c)
microscopie électronique 3D x 3000, les PDC au repos ont une morphologie
sphérique (b), alors que les PDC activées ont une morphologie de cellule
dendritique (c). (Colonna et coll. Nat Immunol, 2004182)

1-5-2-Phénotype des PDC

Les PDC humaines sont CD4* CD45RA* IL-3Ra (CD123)* ILT3* ILT1, elles

expriment également le CMH de classe 11182, Les PDC n’expriment pas le CD3,
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CD19, CD14, CD16 (lineage -) et les marqueurs de cDC tel le CD11c182. Enfin les
PDC expriment 2 marqueurs restreints aux PDC humaines, BDCA-2 et BDCA-4
(blood dendritic cell antigen-2 et -4)182. BDCA-2 est une glycoprotéine
transmembranaire de type C-lectin qui permet d’internaliser 'antigéne pour la
présentation aux cellules T et les anticorps anti-BDCA-2 inhibent la production
d’'IFN de type I par les PDC183. Le BDCA-4 est semblable a la neuropilin-1 un
récepteur neuronal, les anticorps anti-BDCA-4 n’ont pas d’effet substantiel sur la

fonction des PDC184,

1-5-3-Développement des PDC

Le développement et le contrdle transitionnels des PDC sont complexes et
ne sont pas encore complétement élucidés, la Figure 18 présente une vision
simplifiée de ce que pourrait étre le développement des PDC!8>. Les PDC se
développent dans la moelle osseuse a partir de progéniteurs FIt3+ c-Kitlow,
incluant a la fois des progéniteurs lymphoides et les progéniteurs communs de
DC (CDP). Ensuite il existe probablement un progéniteur engagé des PDC (qui a
perdu le potentiel de se différentier en cDC), mais il reste a identifier. Ce
progéniteur va ensuite donner les PDC immatures présentes dans la moelle
osseuse puis les PDC matures présentes en périphérie.

La cytokine FIt3 ligand (FIt3L) et son récepteur FIt3 présents a la surface
des PDC, indispensables a la différenciation des DC, semblent é&tre
particulierement importants pour les PDC186. Le nombre de PDC diminue dans
les organes lymphoides des souris FIt3 invalidées!8” ou avec une mutation non
fonctionnelle de F1t3188. Ces données suggerent que la voie FIt3-FIt3L joue un
role apres le stade du progéniteur commun, dans la différenciation terminale des
PDC ou la survie des PDC matures. La voie moléculaire induite par 'activation
Flt3-FIt3L n’est pas bien connue, cependant des données suggerent que cela
passe par la voie du phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et 'activation de mTOR

(mammalian target of rapamycin)185.
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Figure 18 : Proposition de développement des PDC et relation avec les cDC.
(Reizis et coll. Annu Rev Immunol, 2011185)

A coté de la voie Flt3-FIt3L, le facteur de transcription a motif basique
hélice-boucle-hélice (E protéine) E2-2 semble étre le facteur de transcription clé
dans la différenciation des PDC89. En effet des progéniteurs hématopoiétiques
invalidés pour E2-2 ne sont pas capables de produire des PDC, de plus les PDC
expriment un niveau trés faible de l'inhibiteur de la protéine E2-2, Id2.
Cependant le stade exact ou E2-2 intervient dans la différenciation des PDC reste
a déterminer, de méme pour les signaux responsables de son activation.

De plus, comme cela a été décrit pour d’autres lignées cellulaires, les PDC
posseédent une plasticité cellulaire. Ainsi I'inactivation de PDC matures entraine
leur différenciation en cellules présentant un phénotype et une morphologie de
cDC (Figure 18)185 Bien entendu, I'existence de cette plasticité in vivo reste a

prouver.

La durée de vie exacte des PDC périphériques n’est pas connue. En effet, si
une étude suggere une longue durée de viel?9, cela pourrait étre lié a I'existence
d’'une phase de quiescence des PDC matures. La régulation de la survie et la

quiescence des PDC reste a explorer.
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1-5-4-Role physiologique et pathogene des PDC

Le role des PDC les situe a I'interface entre immunité innée et adaptative.
En effet, si la caractéristique principale des PDC est leur capacité a produire des
quantités importantes d'IFN de type I, en réponse a un stimulus viral ou
bactérien, soulignant leur importance dans la réponse immunitaire innéel?l,

elles sont également capables de présentation antigénique.

L’activation des PDC se fait par le biais de récepteurs de signaux de
danger ou pattern recognition receptor (PRR), les toll like receptor (Figure 19)
192 Seulement 2 TLR sont exprimés par les PDC, le TLR 7 etle TLR 9, ces TLR ont
la particularité de ne pas étre exprimés a la surface des cellules mais dans
I'endosome et détectent la présence des acides nucléiques microbiens. Ainsi le
TLR 7 est responsable de la réponse des PDC a la présence d’ARN (acides
ribonucléiques) viral simple brin et aux agonistes synthétique tels que
I'imiquimod ou le R-848. Le TLR 9 lui est responsable de la réponse des PDC a la
présence d’ADN (acides désoxyribonucléiques) simple brin, viral ou bactérien,
présentant des motifs CpG non méthylés, et aux agonistes synthétiques de type
CpG ODNs de type A (CpG-containing oligodeoxynucleotides de type A). Apres
activation, les TLR 7 et 9 interagissent avec la protéine MyD88 (myeloid
differentiation primary-response gene 88), conduisant a l'assemblage d'un
complexe de transduction multi-protéique dans le cytoplasme. Ce complexe va
activer TAK1 (transforming-growth-factor-B-activated kinase 1) et les facteurs
de transcription IRF7 (interferon-regulatory factor 7) et IRF 5. Apres activation,
IRF7 passe dans le noyau ou il initie la transcription de I'IFN de type I. TAK1
entraine l'activation de NF-kB (nuclear factor-kB) et de MAPKs (mitogen-
activated protein kinases), qui, avec IRF5 vont entrainer la production de
cytokines pro inflammatoires (IL-6, TNF) et l'expression des molécules de
costimulation (CD40, CD80, CD86).

L’ARN viral entraine ainsi via le TLR7 l'activation des PDC avec la
production d’IFN de type I et de cytokines pro-inflammatoires et I'expression de

molécule de costimulation a I'origine de I'activité antivirale des PDC.
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Figure 19 : Activation des voies de signalisation intracellulaires des PDC en
réponse aux acides nucléiques. (Gilliet et coll. Nat Rev Immunol, 2008192).

De nombreuses cellules sont capables de produire de I'IFN de type I,
cependant les PDC ont la capacité d’en produire 100 a 1000 fois plus que tout
autre type de cellule. Les PDC expriment tous les sous types d'IFN de type I : [IFN-
a, IFN-f3, IFN-A, IFN-w et IFN-t193. L'IFN de type I contribue a la défense de I'hote
contre les infections virales, notamment en induisant une résistance a la
réplication virale dans les cellules non infectées en activant des genes cellulaires
qui entrainent la destruction des ARN messagers et inhibent la traduction des
protéines virales et de certaines protéines de I'hotel?2. L'IFN de type I induit
ainsi I'expression dans les cellules de protéines responsables de cette activité

antivirale, tel que Mx1 ou MxA (Myxovirus resistance 1), une protéine
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permettant aux cellules de résister au virus de la grippe (Myxovirus influenzae).
L’IFN de type | permet également d’augmenter I'expression du CMH de classe I a
la fois dans les cellules infectées par un virus, les rendant plus sensibles a la lyse
par les lymphocytes T cytotoxiques (CD8*), mais aussi sur les autres cellules de
I'organisme leur conférant ainsi une résistance aux cellules NK, alors qu’en
parallele I'IFN de type I active les cellules NK pour qu’elles éliminent
sélectivement les cellules infectées par un virus!?2. Enfin I'I[FN de type I induit
I'expression de molécules de costimulation sur les cDC et les macrophages,
permettant d’activer la présentation antigénique et d’activer les lymphocytes T.

Les PDC sont également capables, comme les cDC, de présentation
antigénique. L’activation des PDC via les TLR 7 et 9 entraine leur maturation et
I'expression des molécules HLA de classe II et des molécules de costimulation.
Les PDC sont alors capables de présentation antigénique directe et croisée et
vont activer les lymphocytes T. Les PDC ont un réle dans l'initiation de réponses
immunitaires T effectrices, via la production de cytokines pro inflammatoires
notamment, mais aussi par la production d'IFN de type I. Il avait été montré
initialement que les PDC induisaient une réponse de type Th1182, il a été montré
plus récemment que les PDC étaient associées a des réponses Th17194-196,

Enfin plusieurs études suggerent que les PDC immatures ont une fonction
tolérogénique. Elles peuvent ainsi induire des lymphocytes T régulateurs CD4+*
CD25+197 ou entrainer la production d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui

exerce une forte activité inhibitrice sur la prolifération des lymphocytes T198.

Le role des PDC a été largement étudié chez 'homme dans plusieurs
infections virales chroniques, en particulier les infections liées au virus de
I'hépatite C1°° ou au virus de I'immunodéficience humaine?%. La mise en
évidence de taux élevés de d'IFN de type I dans les maladies auto-immunes a
conduit a I’étude du réle des PDC dans leur physiopathologie. Le réle des PDC a
été particulierement exploré dans le psoriasis. Dans le psoriasis, il existe une
infiltration importante des lésions cutanées par les PDC, accompagnée d’une
diminution du nombre de PDC circulantes dans le sang??l. De plus lorsque 'on
bloque la sécrétion d’IFN de type I par les PDC avec un Ac anti-BDCAZ2 bloquant,

on inhibe le développement des 1ésions cutanées dans un modele de murin de
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xenotransplantation??1. Gillet et coll. ont mis en évidence le stimulus a l'origine
de I'activation des PDC dans le psoriasis : les acides nucléiques du soi (ADN ou
ARN) se complexent avec un peptide antimicrobien, le LL37 et activent les TLR 7
et 9202 203 Sj l'origine de ces complexes et les conséquences exactes de
'activation des PDC restent a préciser, le role majeur des PDC dans le psoriasis

apparait bien établi.

1-5-5-Role des PDC dans la GVHD aigué

Le role des PDC dans la GVHD aigué a été exploré dans des modeles
murins. Koyama et coll.2%4 ont ainsi mis en évidence que la présentation des allo-
antigenes par les PDC du receveur, en I'absence des autres types de DC, était
suffisante pour activer les lymphocytes T allogéniques et entrainer les 1ésions de
GVHD. Ce résultat a permis de démontrer le role pathogene des PDC de
présentation antigénique aux lymphocytes T, contrairement aux données
suggérant un role tolérogene des PDC in vivo?%5. Les lésions induites par I'ICT du
conditionnement ont un role important: en effet, si 'CT entraine la disparition
des PDC du receveur?%, il semblerait qu’avant leur disparition I'ICT contribue a
la maturation des PDC, indispensable a la présentation antigénique??’. Banovic et
coll.?%8 se sont intéressés aux PDC d’origine donneur : les PDC des greffons de
moelle osseuse diminuent la GVHD, au contraire des PDC matures des greffons
de CSP qui n‘ont pas d’effet?08 209 De plus, la GVHD semble prévenir la
reconstitution des PDC matures du donneur et favoriser la génération de DC

suppressive a partir des mémes précurseurs2%8.

Plusieurs équipes ont étudié les PDC dans la GVHD aigué chez I'homme.
Fagnoni et coll.?10 ont mis en évidence, apres conditionnement myéloablatif, une
augmentation des PDC dans le sang circulant lors de la survenue d’'une GVHD
aigué, suivi d'une diminution brutale aprés mise sous corticoides?10. La
diminution des PDC circulantes chez les patients avec une GVHD aigué de grade
I a IV a été confirmée par plusieurs équipes, a la fois apres conditionnement
myéloablatif et a intensité réduite211-215, De plus il a été montré que les PDC

circulantes apreés conditionnement a intensité réduite sont exclusivement
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d’origine donneur?16 217, Plus récemment une équipe a mis en évidence une
diminution de '’expression de CCR5 (récepteur a C-C chimiokine de type 5), un
récepteur de chimiokine a la surface des PDC, précédant la survenue d’'une GVHD
aigué de grade II-1V?18, suggérant des modifications de l'activation et de
I’homéostasie des PDC lors de la survenue d'une GVHD aigué. En effet, si
différentes études confirment une augmentation des PDC d’origine donneur dans
le sang précédent la survenue d’'une GVHD aigué, suivi de leur diminution brutale
accompagnant la mise sous corticoides, aucune étude ne s’est intéressée aux PDC
infiltrant les tissus cibles de la GVHD aigué (peau, tube digestif, foie). Cette
augmentation suivie d'une diminution des PDC dans la GVHD aigué, pourrait étre
liée a la migration des PDC dans les tissus cibles de la GVHD. L’un des objectifs de
ce travail de these est ainsi d’évaluer la présence des PDC in situ dans les tissus

cibles de la GVHD.
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2- Résultats

2-1-Article n°1: « Plasmacytoid dendritic cells and Th17 immune response

contribution in gastrointestinal acute graft-versus-host disease »

2-1-1-Résultats principaux

Si la plupart des études réalisées dans les modeles murins suggerent un
role des lymphocytes Th17 dans la physiopathologie de la GVHD aigué, leur
contribution dans la GVHD aigué chez '’homme n’est pas clair, en particulier leur
contribution au niveau des organes cibles de la GVHD aigué: la muqueuse
digestive, la peau et le foie. Nous avons évalué l'infiltration par les lymphocytes
Th17 dans la muqueuse digestive de 23 patients apres allo-CSH lors de la
survenue d'une GVHD aigué digestive et avant toute corticothérapie. 5 patients
de la cohorte, n'ayant pas présenté de GVHD aigué (au moment de la biopsie et
apres) ont servis de groupe controle. Nous avons montré, en utilisant CCR6 et
CD161, deux marqueurs des lymphocytes Th17, que le nombre de lymphocytes
Th17 était significativement augmenté dans la muqueuse digestive des patients
avec une GVHD aigué par rapport aux patients sans GVHD aigué. Afin de
confirmer ces résultats, nous avons montré que le nombre de cellules exprimant
RORyt le facteur de transcription clé des lymphocytes Th17 était également
augmenté dans la muqueuse digestive des patients avec une GVHD aigué par
rapport aux patients sans GVHD aigué. Ensuite, au vu des données suggérant un
role des PDC dans la différenciation des lymphocytes Th17, nous avons quantifié
les PDC dans la muqueuse digestive. Le nombre de PDC CD123+* était
significativement plus élevé dans la muqueuse digestive des patients avec une
GVHD aigué par rapport aux patients sans GVHD aigué et le nombre de PDC
CD123* corrélait avec la sévérité de la GVHD aigué. Ces résultats fournissent des
arguments pour une réponse immunitaire médiée par les lymphocytes Th17 et
un nouveau lien entre les PDC et les lymphocytes Th17 dans la physiopathologie
de la GVHD aigué chez 'homme.

2-1-2-Article
Publié dans Leukemia, Février 2012.
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Plasmacytoid dendritic cells and Th17 immune response
contribution in gastrointestinal acute graft-versus-host disease
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The contribution of Th17 cells in acute graft-versus-host disease (aGVHD) has been demonstrated in aGVHD mouse models.
However, their contribution in human gastrointestinal aGVHD remains unclear. We evaluated Th17 cells in a cohort of 23 patients at
diagnosis of aGVHD. In this study, we have shown that the absolute number of Th17 cells using the CCR6 and CD161 markers were
significantly higher in the intestinal mucosa of patients with aGVHD compared with intestinal mucosa of patients without aGVHD.
Moreover, in keeping with the increase of CCR6 + and CD161 + T cells, RORyt the key transcription factor that orchestrates
the differentiation of Th17 cells, was significantly increased in the intestinal mucosa of patients with aGVHD compared with
intestinal mucosa of patients without aGVHD (P=0.01). Since plasmacytoid dendritic cells (PDCs) have been reported to drive the
differentiation of the Th17 subset, we quantified PDCs in these patients. PDC CD123 + cells were increased in the intestinal mucosa
of patients with aGVHD. Furthermore, the number of CD123 + PDCs paralleled the histological grade of aGVHD, providing evidence
for a role of Th17-mediated responses and a potential new pathophysiological link between PDCs and Th17 in human aGVHD.

Leukemia advance online publication, 2 March 2012; doi:10.1038/leu.2012.41

Keywords: acute GVHD; Th17 cells; plasmacytoid dendritic cells

INTRODUCTION

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) after allogeneic stem
cell transplantation (allo-SCT) is an exaggerated immune
response against alloantigens involving dysregulation of inflam-
matory cytokine cascades. Previous studies established an
important role of Th1 cells in aGVHD pathophysiology.' 3
However, the identification of proinflammatory Th17 cells, which
contribute to autoimmune diseases, especially inflammatory
bowel disease” raised the question of the role of Th17 cells in
human aGVHD. The contribution of Th17 cells in aGVHD has been
explored in GVHD mouse models with conflicting results. Some
data suggested that interleukin (IL)-17 is protective,” while others
indicated a pathogenic role®” Of note, transplantation of
Th17 cells caused lethal GVHD hallmarked by extensive tissue
damage 8 Finally, blockade of both Th1 and Th17 differentiation
is required to prevent GVHD in mice.” In humans, an increased
Th17 population in blood was observed in patients with
aGVHD,'® it was also reported that the imbalance between
Th17 and regulatory T cells can be correlated with the
pathological grade of GVHD.'"' In cutaneous GVHD, Broady
et al.'? found an expansion of tissue-localized Th1 and not Th17
cells. However, the contribution of Th17 cells to gastrointestinal
aGVHD pathogenesis remains unclear. With this background,
we investigated the role of Th17 cells in the gastrointestinal
biopsies of aGVHD patients.

PATIENTS AND METHODS
Patients and study design

Studies described in this report were undertaken in a cohort of 23 patients
who underwent allo-SCT at the University-Hospital of Nantes (Nantes,
France) between May 2007 and December 2010. Patients included in this
study were diagnosed with gastrointestinal aGVHD by histological
examination of biopsies. The non-GVHD controls were asymptomatic
allo-SCT patients. All patients were enrolled in clinical research protocols
approved by local ethical committees. The control patients were all-SCT
patients who volunteered to participate to the study and did not
have digestive symptoms. Written informed consent was obtained in
accordance with the Declaration of Helsinki. Patients, donors and allo-SCT
characteristics of these patients are summarized in Table 1.

Morphological and immunohistochemical studies

Intestinal biopsies (n=16 colonic, 4 rectal and 3 duodenal biopsies),
obtained by fiber-optic examination for digestive symptoms (vomiting,
diarrhea...) or in asymptomatic controls, were performed before any
steroid treatment. One biopsy was analyzed for each patient. The median
post-transplant time of biopsies was 42 days (range, 14-137): 35 days
(range, 27-50) in the control group, 47 days (range, 14-137) in the aGVHD
group. Gl aGVHD was confirmed on formalin-fixed and paraffin-embedded
biopsies and graded on hematoxylin and eosin-stained sections according
to the grading system described by Sale et al.'® and Epstein et al.'"* grade
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Table 1. Patients, disease and transplant characteristics
Characteristic Study No aGVHD
population aGVHD (N=18)
(N=23) (N=5)
Median recipient age, years (range) 53 (16-69) 50 (21-60) 53.5 (16-69)
Patient sex, male/female, no. (%) 14/9 (61/39)  3/2 (60/40) 11/7 (61/39)

Donor sex, male/female, no. (%) 16/7 (70/30)  4/1 (80/20) 12/6 (67/33)
Gl aGVHD clinical grading

Grade 0 5 5 0

Grade 1 2 0 2

Grade 2 3 0 3

Grade 3 5 0 5

Grade 4 8 0 8

Overall aGVHD clinical grading

No aGVHD 5 5 0

Grade | 2 0 2

Grade Il 2 0 2

Grade I 6 0 6

Grade IV 8 0 8

Histological GI aGVHD grading

Grade 0 5 5 0

Grade 1 2 0 2

Grade 2 5 0 5

Grade 3 5 0 5

Grade 4 6 0 6

Median post-transplant time 42 (14-137) 35 (27-50) 47 (14-137)
of biopsy, days (range)
Diagnosis, no. (%)

Myeloid malignancies 11 (48) 1 (20) 10 (56)
Acute myeloblastic leukemia 8 (35) 1 (20) 7 (39)
Myelodysplastic syndrome 3(13) 0 (0) 3(17)

Lymphoid malignancies 9 (39) 3 (60) 6 (33)
Acute lymphoblastic leukemia 1(4) 1 (20) 0(0)
Non-Hodgkin lymphoma 4(017) 1 (20) 3(17)
Multiple myeloma 2(9) 1 (20) 1(6)
Chronic lymphocytic leukemia 2(9) 0 (0) 2(11)
Aplastic anemia 3(13) 1 (20) 2(11)

Conditioning regimen, no. (%)
Myeloablative 2(9) 0 (0) 2(11)
Reduced intensity 21 (91) 5 (100) 16 (89)
GVHD prophylaxis, no. (%)

CsA alone 9 (39) 3 (60) 6 (33)

CsA + mycophenolate mofetil 11 (48) 1 (20) 10 (56)

CsA + methotrexate 3(13) 1 (20) 2(11)

Graft source, no. (%)

Peripheral blood stem cells 18 (78) 5 (100) 13 (72)

Bone marrow 2(9) 0 (0) 2(11)

Cord blood 3(13) 0 (0) 3(17)

Donor type (%)

Matched-related donor (MRD) 9 (39) 2 (40) 9 (50)

Matched-unrelated donor (MUD) 9 (39) 3 (60) 7 (39)

Mismatched-unrelated donor 1(4) 0 (0) 2(11)

(MISUD)

Abbreviations: aGVHD, acute graft-versus-host disease; CsA, cyclosporine;
Gl, gastrointestinal.

1=isolated apoptotic epithelial cells without crypt loss; grade
2 =individual crypt loss; grade 3 = contiguous area of multiple crypt loss;
grade 4 =extensive crypt dropout with denudation of epithelium.
As controls, colonic and duodenal biopsies from five patients without
clinical and pathological GI aGVHD were also examined on hematoxylin
and eosin-stained sections. None had evidence of viral infection.
Immunohistochemistry was performed on 5um formalin-fixed, paraffin-
embedded sections using an indirect immunoperoxidase method. Slides
were stained with the following primary antibodies: Tbhet (clone 4B10;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), CD161 (clone B199.2; AbD
Serotec, Colmar, France), CCR6 (clone 53103; R&D Systems, Abingdon, UK),
RORyt (rabbit polyclonal antibody; Abcam, Paris, France) and CD123 (clone
9F5; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). The immunological reaction
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was visualized with the Bond Polymer Refine Detection system (Leica
Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK) and 3,3-diaminobenzidine tetra-
hydrochloride as the chromogen. As negative control, omission of primary
antibodies was performed. Quantitative evaluation of antigens expression
was performed independently by two examiners (CB, FM) by counting the
absolute number of positive cells in the whole biopsy at 200 magnifica-
tions (mean 10 fields) for each sample.

Statistical analysis

Clinical, morphological information as well as the number of Tbet, CD161,
CCR6, RORyt and CD123+ cells were entered in a database. Data were
computed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Mann -Whitney non-parametric test and analysis of variance test were used to
assess (1) the correlation between the number of Th1, Th17 and CD123 + cells
and the presence of aGVHD and (2) the correlation between the number of
Th17 cells and CD123 + cells and the histological grade of aGVHD.

RESULTS AND DISCUSSION

Th17 cells have a major role in the pathogenesis of human
inflammatory bowel disease,* and mouse studies have shown the
presence of Th17 cells in the gastrointestinal mucosa of mice with
gastrointestinal aGVHD.” We hypothesized that Th17 cells could
preferentially accumulate within the target tissues of aGVHD. Thus,
gastrointestinal biopsies obtained from a cohort of 23 allo-SCT
patients (n=5 without and 18 with histologically proven Gl
aGVHD taken before starting corticosteroids) were analyzed for
Th17 cell infiltration. Th17 cells have been found to express the
mucosal chemokine receptor CCR6 but not CCR10.">'® Also, the
C-type lectin-like receptor CD161 is another well-established
marker of human Th17 cells."”

In this study, we have shown that the absolute number of
CD161 + cells was significantly higher in the intestinal mucosa of
patients with aGVHD compared with intestinal mucosa of patients
without aGVHD (P = 0.0045). The absolute number of CCR6 + cells
was also higher in intestinal mucosa of patients with aGVHD, but
the difference was not statistically significant. These CD161 and
CCR6 + cells were mainly found in the lamina propria but also in
the epithelium of altered glands (Figures 1a-d). To confirm
the Th17 cells infiltration, we assessed the expression of RORyt,
the key transcription factor that orchestrates the differentiation of
Th17 cells.'® In keeping with the increase of CCR6 + and CD161 +
T cells, RORyt+ cells with a nuclear staining were significantly
increased in the intestinal mucosa of patients with aGVHD
compared with intestinal mucosa of patients without aGVHD
(P=0.01) (Figures 1e and f), further supporting a role for Th17 cells
in gastrointestinal aGVHD pathophysiology. As reported else-
where, we also found an increased number of the cells expressing
Tbet, the transcription factor characterizing the Th1 cells, in the
intestinal mucosa of patients with aGVHD compared with patients
without aGVHD (P=0.02, data not shown).

Since plasmacytoid dendritic cells (PDCs), the professional type |
interferon (IFN)-secreting cells, were shown to have a major role in
different autoimmune diseases'®?° and in triggering Th17-related
cytokines,?' ~2* we sought next to determine the density of PDCs
in intestinal biopsies from patients with and without aGVHD. We
observed a significant increase of CD123 + PDCs in the intestinal
mucosa of patients with aGVHD compared with mucosa of
patients without aGVHD (P=0.01, data not shown), these positive
cells being around altered glands. Furthermore, the number of
CD123 + cells paralleled the histological grade of aGVHD: the
higher the grade, the higher the number of PDC (P=0.01) (Figures
1g and h). There was also a tendency to an increased number
of CD161+ cells and RORyt+ cells in histological grades 3-4
aGVHD compared with grades 1-2 aGVHD, but this difference was
not statistically significant.

The current study shed some light on the role of Th17 cells in
the context of Gl aGVHD. Using well-established specific markers,

© 2012 Macmillan Publishers Limited
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Figure 1.

Th17 cells and PDCs infiltrate the intestinal mucosa of Gl aGVHD patients. Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue samples of

colonic and/or duodenal biopsies. Biopsies from 23 patients including patients with histologically confirmed Gl aGVHD (N = 18) or no aGVHD
(N=15) were collected and analyzed morphologically and by immunohistochemistry. For the quantitative evaluation, the mean number of
positive cells for each marker, obtained from each patient, was retained for the statistical analysis. Examples of CCR6 + (a), CD161 + (c),
RORYT + (e) or CD123 + (g) mononuclear cells around altered mucosal glands with numerous apoptotic epithelial cells (arrows) are shown
(original magnification x 400). The quantitative evaluation of CCR6 + (b), CD161 + (d), RORYT + (f) or CD123 + (h) cells in intestinal mucosa
is represented. The quantitative evaluation of CD123 (h) cells is represented according to the histological grade (grade 0 aGVHD, N = 5; grades
1-2 aGVHD, N=7; grades 3-4 aGVHD, N =11). The mean value and s.e.m. for each group is represented.

we have shown that Th17 cells infiltrate intestinal mucosa from
patients with aGVHD. In addition, Th17 cells infiltration paralleled
the infiltration of CD123 + PDCs, suggesting a potential new
pathophysiological link between PDCs and Th17 response in the
context of gastrointestinal aGVHD. Unfortunately, the relatively
limited number of patients analyzed as part of this study, did not
allow establishing statistically significant correlations between
immunosuppression levels or types (e.g., use of mycophenolate
mofetil or not) and PDCs and Th17 infiltration. Also, there was
no statistically significant correlation between the Th17 cells and
GVHD histology grade, endoscopic GVHD grading or response to
steroids.

Controversies exist regarding the role of Th17 cells in the
pathogenesis of human aGVHD. Broady et al.'? did not find an
association between Th17 cells and the onset of human
aGVHD. But this study focused only on skin pathology, and it
remains possible that T-cell differentiation differs depending on
the environment and was not the same in skin aGVHD and
gastrointestinal aGVHD. Also, conditioning and immunosuppres-
sive regimens, stem cell source, disease features and different
experimental conditions such as in vitro culture might all have
impacted the cytokine profile of pathogenic cells described by
Broady et al'? Ratajczak et al'' did not find a significant
infiltration of CD4+ IL-17+ T cells in the intestinal mucosa of
patients with aGVHD. This study was based on the in situ detection
of IL-17 by CD4 + cells. However, recent in vivo studies in mice
have shown that Th17 cells can acquire the capacity to completely
shut off IL-17 production in the course of inflammatory immune
responses.” Similarly, conditioning and immunosuppressive regi-
mens are very different in the study by Ratajczak et al,'" with a

© 2012 Macmillan Publishers Limited

majority of myeloablative conditioning regimens, compared with
our study. The latter might explain the observed differences
between both studies. Furthermore, some studies, especially in
autoimmune diseases, proposed that the Th17 phenotype is
unstable and that Th17 cells may convert to Th1 cells.?® We can
suggest that in a context of gastrointestinal aGVHD, some Th17
cells infiltrate early the intestinal mucosa and then can
differentiate into Th1 cells making their detection more difficult
if intestinal biopsies are performed too late after the onset of
aGVHD. Recently, Esplugues et al.?” proposed a general mechan-
ism for controlling immunopathogenic Th17 response by acquisi-
tion of an immune-suppressive phenotype or elimination into
the intestinal lumen. We can speculate that Th17 recruited in the
intestine of patients after allo-SCT are retained in the inflamed
tissues and either conserve their pathologic properties or convert
into a Th1 phenotype rather than a regulatory phenotype.

From the pathophysiological standpoint, our findings support a
gut aGVHD induction model that can mimic data from other
autoimmune diseases,?*?'?%2° where recruited PDCs in GVHD
target tissues following local damage (e.g., conditioning regimen),
can promote the production of Th17 cytokines, as the induction of
Th17-related cytokines is abrogated in PDC-depleted mice.?' This
is consistent with studies showing that PDCs can
drive the differentiation of Th17 cells.??"** Moreover, type | IFN
produced by PDCs after stimulation with a TLR7 agonist could
drive Th17 responses in vivo.3® Although the exact mechanism
that links type I IFN production to PDC-mediated Th17 response is
still unclear in aGVHD, data described in this paper does not
contradict the established role of Th1 cells in aGVHD pathophy-
siology>' In fact, human Th17 cells may exhibit a close
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developmental relationship with Th1 cells.?® A likely scenario is a
synchronized or reciprocal interplay between Th1 and Th17 as
reported in autoimmune arthritis.?

In summary, our study provides a framework for a role of PDCs
and Th17-mediated responses in human aGVHD. As a matter of
fact, the current study does not provide a specific cause-effect link
between Th17 cells and Gl aGVHD, as multiple other pathways
could be triggered by PDCs and type | IFNs. However, these data
raise the prospect of future innovative approaches to optimize
immunosuppression regimens for the treatment or prophylaxis of
aGVHD by targeting PDCs and the Th17 response. There are
already clinical trials aiming to block the Th17 response using
anti-IL-17 monoclonal antibodies for autoimmune diseases.>?
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2-1-3-Résultats supplémentaires

Nous avons voulu confirmer la présence dans la muqueuse digestive des
cellules immunitaires effectrices classiquement décrites comme étant
responsables des dommages tissulaires de la GVHD aigué. Il existe une
augmentation statistiquement significative des lymphocytes T CD8* dans la
muqueuse digestive des patients avec une GVHD aigué par rapport aux patients
allogreffés qui n’ont pas présenté de signes de GVHD aigué (p=0,007) (Figure 20
A, B). Le nombre de cellules positives pour Granzyme B, un marqueur de
cytotoxicité des lymphocytes T, était également augmenté dans la muqueuse
digestive des patients avec une GVHD aigué, par rapport aux patients allogreffés
qui n’ont pas présenté de signes de GVHD aigué (P=0,008) (Figure 20 C, D).
Nous avons également trouvé une augmentation du nombre des lymphocytes T
exprimant Tbet (le facteur de transcription caractéristique des lymphocytes

Th1) dans la muqueuse digestive des patients avec une GVHD aigué par rapport

aux patients allogreffés qui n’ont pas présenté de signes de GVHD aigué (P=0,02)
(Figure 20 E, F)
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Figure 20 : Les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules Th1 infiltrent la
muqueuse digestive des patients avec une GVHD aigué digestive. Exemple
de cellules mononuclées CD8* (A), Granzyme B* (C) et Tbhet* (E) au niveau
de la muqueuse digestive de patients présentant une GVHD aigué cutanée.
L’évaluation quantitative des cellules CD8+ (B), Granzyme B (D) et Tbet+
(F) est montrée (grossissement x 200).
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2-2-Article n°2: « Increased plasmacytoid dendritic cells and RORyt-
expressing immune effectors in cutaneous acute graft-versus-host
disease »

2-2-1-Résultats principaux

Au vu de nos premiers résultats suggérant un réle des lymphocytes Th17
et des PDC dans la physiopathologie de la GVHD aigué digestive, nous avons
voulu évaluer I'implication de ces cellules dans un autre tissu cible de la GVHD
aigué : la peau. Nous avons évalué l'infiltration par les lymphocytes Th17 et les
PDC dans la peau de 38 patients apres allo-CSH lors de la survenue d'une GVHD
aigué cutanée et avant toute corticothérapie. 9 patients de la cohorte, n’ayant pas
présenté de GVHD aigué (au moment de la biopsie et apres), ont servi de groupe
controle. Nous avons recherché en immunohistochimie la présence de cellules
BDCAZ2+, un marqueur spécifique des PDC dans les biopsies cutanées. Nous
avons mis en évidence une augmentation du nombre de PDC BDCA-2* dans la
peau des patients avec une GVHD aigué. Nous avons ensuite recherché
I'expression de la protéine Mx1 dont I'expression est induite par I'lFN de type L. Il
existe une forte expression de cette protéine dans la peau des patients avec une
GVHD aigué par rapport aux patients sans GVHD aigué, suggérant que les PDC
infiltrant la peau des patients avec une GVHD aigué sont fonctionnelles et
produisent de I'I[FN de type I. Comme dans la GVHD aigué digestive nous avons
évalué l'infiltration par les lymphocytes Th17 grace a 2 marqueurs de surface:
CD161 et CCR6, et RORYt le facteur de transcription clé des lymphocytes Th17. 11
existe une augmentation statistiquement significative du nombre de
lymphocytes Th17 RORyt+, CD161+ et CCR6+ dans la peau des patients avec une
GVHD aigué cutanée par rapport aux patients sans GVHD. Ces résultats viennent
confirmer dans un autre organe cible de la GVHD aigué, la peau, |'existence d’'une
réponse immunitaire médiée par les lymphocytes Th17 et d'un lien entre les PDC

et les lymphocytes Th17.
2-2-2-Article

Publié dans Journal of Leukocyte Biology, 2013.
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ABSTRACT

The role of PDCs and Th17 cells is not well understood in
the pathogenesis of aGVHD. We evaluated PDC and Th17
cells in skin biopsies of 38 patients at diagnosis of
aGVHD. The biopsies were tested by immunohistochem-
istry for the expression of BDCA2, a typical marker of
PDCs. We found an increase of BDCA2™" cells in the skin
of the patients with aGVHD. Moreover, we observed a
strong expression of the type | IFN-inducible protein Mx1
in the skin of the patients with aGVHD, compared with
that of those without it, suggesting that PDCs produce
type | IFN. We also analyzed the expression of two Th17
surface markers—CD161 and CCR6—and RORwt, the key
transcription factor that orchestrates the differentiation of
Th17 cells. Significantly higher numbers of RORyt*,
CD161", and CCR6" cells were counted in the skin of the
patients with aGVHD than in the skin of those who under-
went allo-SCT and in whom aGVHD did not develop. This
study provides evidence for a role of Th17-mediated re-
sponses and a potential new pathophysiological link be-
tween PDCs and Th17 in human cutaneous aGVHD.

J. Leukoc. Biol. 94: 000-000; 2013.

Abbreviations: aGVHD=acute graft-versus-host-disease; allo-
SCT=allogeneic stem cell transplantation; AMP=antimicrobial peptides;
APC=antigen presenting cell; BDCA2=blood dendritic cell antigen 2;
CCR=chemokine receptor; CD=cluster of differentiation; CHU=Centre
Hospitalier et Universitaire (University Hospital); CNRS=Centre National de
la Recherche Scientifique; CRNCA=Centre Regional de la Recherche en
Canceérologie (Regional Center for Cancer Research, Nantes)
GrB=granzyme B; IFN=interferon; IL=interleukin; INSERM=Institut National
de la Santé et de la Recherche Médicale (National Institute of Health and
Medical Research); Mx1=myxovirus resistance protein 1;
PDC=plasmacytoid dendritic cel;, RORyt=retinoic acid receptor-related
orphan receptor gamma t; T-bet=Th1 signature transcription factor; Th=T
helper (cell); TNFR=tumor necrosis factor receptor; UMR=Unité Mixte de
Recherche (Joint Research Unit)
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Introduction

aGVHD after allo-SCT is an exaggerated immune response
against alloantigens that involves dysregulation of inflammatory
cytokine cascades. The generation of T-cell-mediated alloimmune
responses is dependent on antigen presentation, which is a cog-
nate interaction between donor T cells and APCs. PDCs are a
rare population of circulating cells specialized in the production
of large amounts of type I IFN in response to viral infections [1].
Under steady-state conditions, PDCs are present in the blood
stream and secondary lymphoid organs, but are normally absent
from most peripheral tissues, including the skin. However, large
numbers of PDCs have also been found in the skin of patients
with psoriasis [2]. Moreover, it has been demonstrated in mouse
models that skin injury can induce rapid infiltration of PDCs and
activate them to produce IFN-a. Also, humans skin injury induces
infiltration of PDCs and a type I IFN signature [3, 4]. Very few
studies have focused on the characterization of immune cells in
the target tissues of acute GVHD, especially for PDCs. In the in-
testinal mucosa of patients with gastrointestinal aGVHD, our
group has recently shown an increase in PDCs that correlated
with an increased infiltration by Th17 cells [5]. Previous studies
established a major role for type I cytokine-driven effectors in
aGVHD pathophysiology [6]. The contribution of Th17 has been
investigated in aGVHD mouse models with conflicting results.
Thus, Yi et al. [7] reported that IL"17A™/~ T cells exacerbate
aGVHD, whereas other studies of I1-17 or RORC-deficient T cells
have shown that Th17 cells contribute to aGVHD [8, 9]. Further-
more, blockade of both Thl and Th17 differentiation has been
shown to be essential for preventing GVHD in mice [10]. In hu-
mans, the contribution of Th17 cells to aGVHD pathogenesis
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remains the subject of considerable debate because of similarly
conflicting results. Broady et al. [11] found a low frequency of
both circulating IL17-producing cells and tissue-localized Th17
cells in cutaneous aGVHD. Conversely, Dander et al. [12] re-
ported a significant increase of circulating Th17 cells in patients
with aGVHD. Moreover, Ratajczak et al. [13] reported that the
imbalance between Th17 and regulatory T cells could be corre-
lated with the pathologic grade of aGVHD. Because PDCs have
been shown to play a major role in different autoimmune dis-
eases [14] and in triggering proinflammatory as well as Th17-
related cytokines [3, 15], we attempted to characterize the PDCs
and proinflammatory immune cells that infiltrate the skin of pa-
tients with cutaneous aGVHD.

MATERIALS AND METHODS

Study design

Thirty-eight patients who underwent allo-SCT at the University-Hospital of
Nantes from June 2006 through September 2010 were included in the study.
Among them, 29 (study group) had a diagnosis of cutaneous aGVHD sup-
ported by histologic examination of a skin biopsy performed at the onset of
symptoms and before initiation of corticosteroid treatment. The remaining 9
patients volunteered to participate as the non-aGVHD control group. All had
undergone allo-SCT, showed no sign or symptom of aGVHD, and had re-
ceived histologic proof of the absence of cutaneous aGVHD. All the patients
were enrolled in clinical research protocols approved by local ethics commit-
tees. Written, informed consent was obtained in accordance with the princi-
ples of the Declaration of Helsinki. Characteristics of the patients and donors
and of allo-SCT are summarized in Table 1. aGVHD clinical [16] and histo-
logic [17] grading data are summarized in Table 2. In this series, in all the
patients engrafted in both groups, full donor chimerism was achieved at a
median of 59 (range, 23-117) days after transplantation. The biopsies were
identified by a numerical code; thus, when conducting the morphologic
and immunohistochemical studies, the examiner did not know to which
group the specimens belonged.

Morphologic studies

One skin biopsy was analyzed for each patient. In the control group, the me-
dian time for biopsies was 35 (range, 27-50) days after allo-SCT, and in the
aGVHD study group, it was 33 (range, 7-131). The skin biopsies were per-
formed according to standard procedures, and histologic examination was per-
formed on hematoxylin-, eosin-, safran-stained sections (Fig. 1A). Cutaneous
aGVHD was graded according to the system described by Lerner et al. [17].
None of the patients from the control or study groups had evidence of viral
infection.

Immunohistochemical studies

Immunohistochemistry was performed on 5 wm, formalin-fixed, paraffin-em-
bedded sections by an indirect immunoperoxidase method. Slides were
stained with the following primary antibodies: CD8 (cloneC8/144B; DakoCyto-
mation, Glostrup, Denmark), GrB (clone GrB-7; DakoCytomation), CD30
(Ber-H2; DakoCytomation), T-bet (clone 4B10; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), CD161 (clone B199.2; AbDSerotec, Colmar, France),
CCRG6 (clone 53,103; R&D Systems, Abingdon, UK), RORyt (rabbit polyclonal
antibody; Abcam, Paris, France), BDCA2 (clone 104C12.08; CliniScience, Mon-
trouge, France), and Mx1 (rabbit polyclonal antibody; Atlas Antibodies, Stock-
holm, Sweden). The immunologic reaction was visualized with the Bond Poly-
mer Refine Detection System (Leica Biosystems, Nussloch, Germany), with
3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride as the chromogen. As a negative con-
trol, the primary antibodies were omitted. A quantitative evaluation of each
antigen expression was performed independently by 2 examiners (F.M. and C.B.)
by counting the number of positive cells in the whole biopsy at 200X magnifica-
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TABLE 1. Patients, disease and transplant characteristics

No aGVHD aGVHD
Characteristic (n=9) (n=29) P
Recipient median age, 49 (21-63) 55 (16-70) NS
y (range)
Patient sex, male/female, 5/4 (56/44) 20/9 (66/34) NS
n (%)
Donor sex, male/female, 7/2 (78/22) 15/14 (52/48) NS
n (%)

Diagnosis, n (%)

Myeloid malignancies 3 (33) 14 (48)
Acute myeloblastic 2 (22) 6 (21)
leukemia
Myelodysplastic 1(11) 2(7)
syndrome
Myeloproliferative 0 6 (21)
neoplasm
Lymphoid 5 (56) 14 (48)
malignancies
Acute lymphoblastic 2 (22) 4 (14) NS
leukemia
Non-Hodgkin 1(11) 4 (14)
lymphoma
Hodgkin disease 1 (11) 1 (8)
Multiple myeloma 1(11) 2 (7)
Chronic lymphocytic 0 2(7)
leukemia
Prolymphocytic 0 1(3)
leukemia
Aplastic anemia, n (%) 1(11) 1(3)
Conditioning regimen,
n (%)
Myeloablative 0 9 (31) NS
Reduced intensity 9 (100) 20 (69)
GVHD prophylaxis,
n (%)
CyA alone 3 (33) 9 (31)
CyA+mycophenolate 6 (67) 15 (52) NS
mofetil
CyA+methotrexate 0 5 (17)
Graft source, n (%)
Peripheral blood stem 8 (89) 19 (66) NS
cells
Bone marrow 0 5 (17)
Cord blood 1(11) 5 (17)
Donor type, n (%)
Matched related 2 (22) 9 (31) NS
donor (MRD)
Matched unrelated 7 (78) 20 (69)

donor (MUD)

Abbreviations: NS=not significant; CyA=cyclosporin A.

tion (mean, 10 fields) for each sample. For Mx1, as previously described [18], we
first compared the patients with or without Mx1 expression, and in those with
Mx1 expression, we used the following semiquantitative grading scale [19]: grade
0, no expression; grade 1, low expression; grade 2, medium expression; and grade
3, high expression. The semiquantitative grading of antigen expression was also
performed independently by 2 examiners (F.M. and C.B.).

Statistical analysis

Clinical and morphologic data, as well as the number of CD8"*, GrB", CD30™,
T-bet*, CD161", CCR6", RORyt™, and BDCA2™ cells, were entered into a
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TABLE 2. Acute GVHD grading

Plasmacytoid dendritic and Th17 cells in skin acute GVHD

prophylaxis, graft source, and donor type. All data were computed with Graph-

Pad Software (San Diego, CA, USA).

Acute GVHD
Characteristic (n=29)
— X RESULTS
Overall aGVHD clinical grading, »
No aGVHD 0 PDCs infiltrated the skin of patients with cutaneous
Grade I 7 aGVHD and induced type I IFN signaling
Grade II 13 . . . .
Grade III 5 In this study, we attempt to determine the proportion of PDCs in
Grade IV 4 skin biopsies of patients with or without aGVHD, by quantifica-
Cutaneous aGVHD clinical grading, » tion of the expression of BDCA2, a typical marker of PDCs. We
Grade 0 0 observed a significant increase of BDCA2" PDCs in the dermal
Grade 1 4 infiltrate of the skin of the patients with aGVHD (study group) as
Grade 2 10 compared with the skin of those who underwent allo-SCT and in
8232 i 1(5) whom aGVHD signs did not develop (control group; P=0.03)
Histological cutaneous aGVHD grading, n (Fig. 1A, D). Since PDCs are the specialized producer cells of
Grade 0 0 type I IFN, producing 100-1000 times more than other cell types
Grade 1 0 [1], we searched for the presence of a type I IFN signature. For
Grade 2 28 this purpose, we investigated whether skin PDCs were activated to
Grade 3 1 produce type I IFN, by using immunohistochemistry to deter-
Ot(}ig;gecl?nical AGVHD lesion, n 0 mine the expression of the type I IFN-inducible protein Mx1 '
Gastrointestinal 11 [20]. In the control group without cutaneous aGVHD, a relatively
Liver 4 low Mx1 expression was detected in the skin of only 2 (22%) pa-

database. The Mann-Whitney nonparametric test and Fisher exact test were
used to assess the correlation between the number of CD8*, GrB*, CD30",
Thl, Th17, and BDCA2* cells, as well as the expression level of Mx1 and the
presence of aGVHD. For categorical variables, comparison of the aGVHD
group and the control group was performed with the x* test for patient and
donor sex and Fisher’s exact test for diagnosis, conditioning regimen, GVHD

tients, whereas in 25 (86%) of 29 patients with cutaneous
aGVHD, Mx1 was expressed by mononuclear cells and endothe-
lial cells in the dermal infiltrate (P=0.002) (Fig. 1B, C, E). Fur-
thermore, we found a marked correlation between the number
of BDCA2™ cells and the intensity of Mx1 expression in each bi-
opsy specimen in the 2 groups of patients. Of note, in the pa-
tients without cutaneous aGVHD, the few detectable BDCA2*
PDCs most likely did not secrete significant amounts of type I
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Figure 1. PDCs infiltrated the skin of patients with cutaneous aGVHD. Examples of BDCA2" (A) mononuclear cells infiltrating the skin of a pa-
tient with cutaneous aGVHD and examples of Mx1 expression in the skin of patients without (B) or with (C) cutaneous aGVHD are shown. Origi-
nal magnification, X400. (D) Quantitative results for the BDCA2" cells are expressed as the mean * sem. (E) The percentage of samples with a
significant expression of Mx1 is shown. The correlation between the number of BDCA2™ cells per X200 field and the intensity of Mx1 expression
for each biopsy from patients without (F) or with (G) aGVHD are represented.
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IFN, as the dermal infiltrate expressed only low levels of Mx1 or
none at all (Fig. 1F). Because it has been demonstrated in mouse
models that skin injury induces rapid infiltration of PDCs and
activates them to produce IFN-« [3, 4], we assumed, as did Gre-
gorio et al. [3] in humans with psoriasis, that IFN-« is produced
by PDCs. Conversely, in patients with diagnosed cutaneous
aGVHD, even a relatively low number of BDCA2* PDCs induced
type I IFN signaling, as suggested by the strong expression of
Mx1 in the dermal infiltrate (Fig. 1G).

Cytotoxic and effectors T cells in the skin of patients
with cutaneous aGVHD

As PDCs have been shown to promote proinflammatory re-
sponses in injured skin, we assessed the presence of the cel-
lular effectors usually encountered and previously described
in the skin of patients with aGVHD [21]. We found that the
number of CD8" T cells was significantly increased in the
dermal infiltrate of the skin in the patients with cutaneous
aGVHD, as compared with the control group of without

ig“'&é

- ;o‘.*. a
' \n

signs of the disease (P<<0.0001) (Fig. 2 A, D). The number
of cells positive for GrB, a well-established marker of cyto-
toxic T cells, was also increased in the dermal infiltrate of
the skin of the patients with aGVHD, compared with those
without it (P<<0.0006) (Fig. 2B, E). We found an increased
number of T cells that expressed T-bet (the transcription
factor characteristic of Thl cells) in the skin infiltrate of
the patients with aGVHD, compared with those without it
(P<0.0001) (Fig. 2G, H). We also focused on the analysis of
CD30, a cell membrane protein of the tumor necrosis factor
(TNFR) superfamily expressed on activated CD3" T cells
and upregulated in T cells when exposed to allogeneic anti-
gens [22]. We observed that the absolute number of CD30™
lymphocytes was significantly higher in the dermal infiltrate
of the skin of the patients with aGVHD, compared with
those without it (P=0.005) (Fig. 2C, F). Thus, the accumu-
lation of cytotoxic and activated CD30" T cells reflected an
activated immune status in the skin of the patients with
aGVHD.
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CD8* (D), GrB* (E), and CD30" (F) cells are ex-

cells infiltrating the epidermis and dermis of a patient with cutaneous
Quantitative results for the T-bet™ cells are shown as the mean * sEM for each group.
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Th17 cells infiltrated the skin of patients with
cutaneous aGVHD

Results in mouse studies have suggested that Th17 cells are criti-
cal in the skin injury that occurs in aGVHD [9, 23]. Also, mouse
studies have shown that PDC depletion before skin injury inhibits
type-17 cytokines, including IL-17 and -22 [3]. Thus, we hypothe-
sized that Th17 cells would preferentally accumulate in the skin
of the patients with aGVHD. For the purpose of Th17 cell identi-
fication, we used the mucosal chemokine receptor CCR6 [24]
and the C-type lectin-like receptor CD161, which are both well-
established markers of human Th17 cells [25]. Thus, we could
show that the absolute number of CD161" and CCR6™ cells was
significantly higher in the dermal infiltrate of the skin of the pa-
tients with aGVHD than in those without it (P<0.0001 and
P=0.01, respectively) (Fig. 3 A, B, D, E). To further confirm
Th17 cell infiltration, we also assessed the expression of
RORwt, the key transcription factor that orchestrates the dif-
ferentiation of Th17 cells [26]. In keeping with the increase in
CCR6" and CD1617 cells, RORyt" cells (with nuclear stain-
ing) were significantly increased in the skin infiltrate of the
patients with aGVHD, when compared with those without it
(P=0.001) (Fig. 3C, F).

DISCUSSION

The current study sheds light on the role of PDCs and Th17 cells
in the context of cutaneous aGVHD. Using well-established, spe-
cific markers, we showed that in the skin of patients with
aGVHD, compared with that of patients without it, the number
of BDCA2™ PDCs was significantly increased; the infiltration of
the skin by PDCs was associated with a type-I IFN signature; and

Plasmacytoid dendritic and Th17 cells in skin acute GVHD

the number of RORyt" infiltrating cells increased significantly.
At present, the controversy continues regarding the role of Th17
cells in the pathogenesis of human aGVHD. Ratajczak et al. [13]
focused on gastrointestinal aGVHD and did not find an associa-
tion between CD4"IL-17" T cells and the onset of human
aGVHD. Their study was based on the in situ detection of IL-17
by CD4™" cells. However, recent in vivo studies in mice have
shown that IL-17 production could be shut off in the course of
inflammatory immune responses [27]. Also, one should acknowl-
edge that different conditioning and immunosuppressive regi-
mens, stem cell sources, and disease features may explain the dif-
ferences between the studies. In our study, we elected not to use
skin biopsies from healthy controls, but rather from patients with-
out aGVHD who had undergone allo-SCT, to create the optimal
comparative setting by avoiding biases such as the use of systemic
immunosuppressive therapy in only one arm of the cohort.
Broady et al. [11] did not find an association between Th17 cells
and the onset of human cutaneous aGVHD. However, they exam-
ined only 7 cases and used very specific experimental conditions,
including in vitro culture of dermal cells. It is not clear whether
alloreactive Th17 cells would maintain their phenotype after 3
weeks of culture, especially in the absence of polarizing cytokines,
which were not added. Indeed, the Th17 phenotype is unstable,
and Th17 cells may convert to Th1 cells after a long-term culture
period [28]. Van der Waart et al. [29] recently published that
functional CD161"CCR6™ coexpressing T cells disappear from
the circulation and home to GVHD-affected tissue sites. Our
study confirms and strengthens the results of analyses of the ex-
pression of RORxt, the key transcription factor of Th17 cells.
However, in this study, we could not exclude the possibility that
RORyt™" cells are not truly Th17 cells. Indeed, a skin-invading
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Figure 3. Th17 cells infiltrated the skin of patients with cutaneous aGVHD. Example of CCR6" (A), CD161" (B), and RORyt" (C) mononuclear
cells infiltrating the epidermis and dermis of patients with cutaneous aGVHD. Original magnification, X400. Quantitative results for CCR6" (D),
CD1617" (E), and RORyt™ (F) cells are expressed as the mean * sewm for each group.
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population of innate lymphocytes and yd T cells expressing
ROR1t has been identified in an experimental psoriasis model
and is involved in the initiation of psoriatic plaque formation
[30]. It remains to be established whether such cell populations
are involved in human diseases.

Our results suggest a potential new pathophysiological link
between PDCs and the Th17 response, in the context of cuta-
neous aGVHD, most likely through the production of type I
IFN. Our group has published a report that PDC levels were
decreased in the blood of patients with aGVHD [31], and our
results provide evidence that this decrease is related to infiltra-
tion of aGVHD target tissues by PDCs. Our findings support a
cutaneous aGVHD induction model that can mimic data from
autoimmune diseases, where recruited PDCs in GVHD target
tissues after local damage (e.g., a conditioning regimen) can
promote the production of Th17 cytokines, as the induction of
Th17-related cytokines is abrogated in PDC-depleted mice [3,
4]. This is consistent with studies showing that PDCs can drive
the differentiation of Th17 cells [15]. Moreover, type I IFN
produced by PDCs after stimulation with a TLR7 agonist could
drive Th17 responses in vivo [32].

In our study, we also assessed the presence of CD30™" T cells in
the skin of patients with cutaneous aGVHD. CD30 is preferen-
tially expressed by activated or memory Th cells, and its ligand
(CD30L; CD153) belongs to the TNF superfamily and is ex-
pressed on a large spectrum of immune cells, including PDCs
[33]. Studies in mice indicated that the CD30/CD30L interaction
could contribute to the CD4" T cell-mediated aGVHD, as the
number of CD4" T cells in aGVHD target organs decreased
when the CD30/CD30L interaction was blocked [34]. To our
knowledge, this is the first demonstration of the infiltration of
the skin by CD30" T cells in cutaneous aGVHD. This result is in
accordance with those of Chen et al. [35] showing an increase of
CD30" T cells in the blood and in the intestinal mucosa of pa-
tients with gastrointestinal aGVHD. Although CD30 is normally
expressed on the well-known Th1 and Th2 cells, a recent study in
mice showed that not only is CD30 expressed on Th17 cells, but
also that the CD30-CD30L interaction plays a critical role in the
differentiation of these cells [36]. Thus, the functional conse-
quences of the interaction of CD30™ T cells with PDCs remain to
be investigated in the context of aGVHD. Furthermore, the find-
ing that CD30" T cells infiltrate the skin in cutaneous aGVHD is
an encouraging result, given that several clinical trials evaluating
the effectiveness of brentuximab vedotin, a CD30-specific anti-
body-conjugated drug, in aGVHD prophylaxis are currently on-
going.

Although the exact mechanism that links type I IFN produc-
tion to PDC-mediated Th17 responses is still unclear in
aGVHD, data described in this paper do not contradict the
established role of Thl cells in aGVHD pathophysiology [21].
In fact, human Th17 cells may exhibit a close developmental
relationship with Thl cells [28]. A likely scenario would in-
volve AMPs, which bind extracellular self-DNA fragments into
aggregated particles that enter PDCs and trigger robust type I
IFN production [37]. Of note, the AMP elafin is increased in
the skin biopsies and serum of patients with aGVHD [38]. Per-
sistent overexpression of these AMPs may lead to uncontrolled
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type I IFN responses, as already reported in some autoimmune
diseases [28, 39].

CONCLUSIONS

In conclusion, our study provides a framework for a role for
PDCs and Th17-mediated responses in human cutaneous
aGVHD, raising the prospect of future innovative approaches to
optimizing immunosuppression regimens for the treatment or
prophylaxis of aGVHD by targeting PDCs and the Th17 response.
Our findings thus support a compelling rationale for designing
clinical trials in this setting, based on a current trial aiming to
block the Th17 response by using anti—IL-17 monoclonal anti-
bodies in autoimmune diseases [40].
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3-Discussion

Le role des lymphocytes Th17 est clairement établi dans la
physiopathologie de certaines maladies auto-immunes ou auto-inflammatoires
chez 'homme telles que le psoriasis ou la maladie de Crohn!4l. De plus des
études réalisées dans des modeles murins d’allo-CSH ont mis en évidence une
infiltration des organes cibles de la GVHD aigué par les lymphocytes Th17. Nous
avons donc émis 'hypotheése que les lymphocytes Th17 ont un réle clé dans la
physiopathologie de la GVHD aigué et s’accumulent dans les tissus cibles tels que
la peau ou la muqueuse digestive.

Dans un premier temps, on a voulu confirmer linfiltration des tissus
cibles de la GVHD par les cellules immunitaires effectrices qui avaient été
identifiées comme étant responsables de la GVHD aigué. Ainsi on retrouve dans
la peau et le tube digestif des patients avec une GVHD significativement plus de
lymphocytes CD8* et GrB*, attestant de la présence de lymphocytes T
cytotoxiques et NK a l'origine de la destruction tissulaire observée dans la
GVHD®. Nos résultats confirment également I'implication des lymphocytes Th1l
dans la physiopathologie de la GVHD aigué : il existe une infiltration des tissus
cibles par des cellules exprimant Tbet le facteur de transcription spécifique des
lymphocytes Th1219. En utilisant 2 marqueurs des lymphocytes Th17, CCR6 et
CD161, et RORyt, le facteur de transcription clé des lymphocytes Th17, nous
avons mis en évidence une infiltration des lymphocytes Th17 dans la muqueuse
digestive et la peau des patients a la phase précoce d’'une GVHD aigué.

Du fait que les PDC, cellules professionnelles pour la sécrétion d’IFN de
type |, jouent un réle majeur dans différentes maladies auto-immunes 220,221 et
auto-inflammatoires?22 et dans le déclenchement des cytokines liées a Th17 195
196, 223 nous avons ensuite voulu explorer leur contribution dans Ia
physiopathologie de la GVHD aigué. On a mis en évidence une infiltration par les
PDC de la peau et de la muqueuse intestinale des patients avec une GVHD aigué,
suggérant un lien physiopathologique entre les PDC et les Th17 dans le contexte
de la GVHD aigué digestive et cutanée. De plus l'infiltration de la peau par les

PDC s’accompagne d’une signature IFN de type I, attestée par la forte expression
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de la protéine induite par I'IFN de type I, Mx1, suggérant que les PDC sont
fonctionnelles et produisent de I'lFN de type I.

La controverse existe toujours sur le role des lymphocytes Th17 dans la
physiopathologie de la GVHD aigué chez 'homme. Broady et coll. ne met pas en
évidence d’augmentation des Th17 dans la peau des patients lors de la survenue
d’'une GVHD aigué cutanée mais confirmait le réle des lymphocytes Th1173. Dans
cette étude, le conditionnement, la prophylaxie de la GVHD ou encore la source
de cellules souches sont différents de notre étude. De plus Broady et coll
s'appuie sur un effectif de patients beaucoup plus restreint: seulement 7
malades avec une GVHD aigué, et des conditions expérimentales treés spécifiques
avec une étape de culture in vitro des cellules du derme. Il n’est pas certain que
les lymphocytes Th17 vont conserver leur phénotype a l'issue de 3 semaines de
culture, surtout en l'absence de cytokines polarisantes, qui n’étaient pas
ajoutées. En effet le phénotype Th17 est instable et les lymphocytes Th17
peuvent se transformer en lymphocytes Thl aprés une longue période de
culture??4, Ratajczak et coll. se sont attachés a définir les contributions relatives
des lymphocytes Th17 et Treg dans la physiopathologie de la GVHD aigué
cutanée et digestivel’4. Il n'y a pas dans cette étude d’infiltrat significatif par les
lymphocytes Th17 dans la peau et la muqueuse digestive des patients avec une
GVHD aigué. Dans cette étude, I'identification des lymphocytes Th17 était basée
sur la détection in situ de cellules CD4* IL-17*. Cependant il a été récemment mis
en évidence dans une étude in vivo chez la souris que la production d’IL-17 peut
étre complétement arrétée lors d’'une réponse inflammatoire22>. De méme, les
conditionnements et les traitements immunosuppresseurs sont tres différents
dans l'étude de Ratajczak et coll. avec une majorité de conditionnement
myéloablatifs par rapport a notre étude. Cela peut expliquer les différences
observées entre les 2 études. De plus dans notre étude nous avons choisi de ne
pas utiliser des biopsies de donneurs sains mais des biopsies de patients ayant
eu une allo-CSH qui n’ont pas développé de GVHD afin d'obtenir un groupe
controle optimal et d’éviter certains biais comme ['utilisation
d’'immunosuppresseurs dans un seul groupe.

Van der Waart et coll.??¢ ont récemment montré que des lymphocytes T

CD161+* CCR6* disparaissaient de la circulation sanguine pour infiltrer les tissus
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cibles de la GVHD aigué. Notre étude vient confirmer et méme renforcer ces
résultats grace a l'utilisation de RORyt le facteur de transcription clé des
lymphocytes Th17. La diminution des lymphocytes Th17 dans le sang circulant
rapportée dans l'étude de Van der Waart et coll??¢ s’accompagne d’une
infiltration par les lymphocytes Th17 dans les tissus cibles de la GVHD aigué
mise en évidence dans notre étude. On peut supposer que les lymphocytes Th17
infiltrent précocement les tissus dans la GVHD aigué et, la plasticité entre les
lymphocytes Th17 et Th1 étant bien établiel45, se différencient en lymphocytes
Th1 ensuite, rendant leur détection difficile lorsque les biopsies sont réalisées
tardivement. Nous ne pouvons exclure que les cellules RORyt* ne soient pas
réellement des lymphocytes Th17, en effet il existe une sous population d’ILC, les
ILC de type 3 caractérisées par l'expression du facteur de transcription RORyt*,
qui produisent de I'lL-17 et I'IL-22 comme les lymphocytes Th17227. De méme
une population de lymphocytes Ty$ produisant de I'IL-17 et exprimant le facteur
de transcription RORyt* a été mise en évidence chez I'homme et la souris??8. La
découverte de ces cellules a conduit a réexplorer les pathologies ou un role
pathogeéne des cellules produisant de I'IL-17 avait été mis en évidence. Ainsi, une
infiltration de la peau par des ILC et des lymphocytes Tyd exprimant RORyt* a
été mise en évidence dans un modele murin de psoriasis et est impliquée dans la
formation de la plaque de psoriasis???. De méme, le role pathogene des ILC
produisant de I'IL-17 dans la colite est suggéré dans plusieurs modeles
murins?30.231, Chez 'homme des arguments suggerent également la présence des
ILC IL17* dans la maladie de Crohn?3?, cependant le nombre absolu de ces
cellules reste tres faible et il n’est pas encore certain que ces cellules jouent un
role dans la survenue de la maladie de Crohn. Ainsi, il apparait que nous ne
pouvons affirmer avec certitude que les cellules RORyt* que nous avons identifié
sont des lymphocytes Th17, mais peut étre des ILC de type 3, IL-17* ou des
lymphocytes Ty§, populations lymphocytaires produisant également de I'lL-17 et
de I'[L-22. De plus il existe de plus en plus d’arguments suggérant que le role
délétere de ces cellules ROR yt* dans la GVHD serait lié, au moins en partie, a la
sécrétion d’'IL-22. L’IL-22 peut avoir a la fois un role protecteur ou pathogene
dans les maladies auto-inflammatoire en fonction du tissu et de I'environnement

cytokinique. Hanash et coll.?33 a ainsi montré que I'IL-22 produite par les ILC du
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receveur diminuait la GVHD digestive et la mortalité des souris en protégeant les
cellules souches intestinales. En revanche, nous avons montré dans un modele
murin que le role clé de I'lL-22 d’origine donneur contribuait a 1'exacerbation
des lésions de GVHD, soulignant que selon l'origine donneur ou receveur une
méme cytokine peut avoir des effets opposés sur la GVHD (annexe 6-2, article
4)234 1’environnement pro-inflammatoire lié a I'allo-CSH et au conditionnement
favorise probablement un effet pathogéne et non tissu protecteur de I'lL-22.

Nos résultats suggerent un nouveau lien physiopathologique entre les
PDC et la réponse Th17 dans le contexte de la GVHD aigué digestive et cutanée,
probablement via la sécrétion d'IFN de type I. Notre groupe a publié il y a
quelques années que le nombre de PDC diminuait dans le sang des patients avec
une GVHD aigué, et notre étude montre que cette diminution est liée a
l'infiltration des tissus cibles de la GVHD, peau et tube digestif, par les PDC. D'un
point de vue physiopathologique, nos données suggerent que l'induction de la
GVHD aigué digestive ou cutanée miment certaines maladies auto-immunes 203
220,223,235 gu auto-inflammatoires?22 ou les PDC, recrutées au niveau des tissus
cibles de la GVHD suite aux dommages tissulaires (i.e. le conditionnement),
peuvent induire la production des cytokines liées a Th17. En effet I'induction des
cytokines liées a Th17 est bloquée dans un modele animal de souris déplétée en
PDC 223, Ceci est cohérent avec des études montrant que les PDC peuvent induire
la différenciation des cellules Th17195.196, De plus, I'I[FN de type I produit par les
PDC apreés stimulation par les agonistes du TLR7 peut induire une réponse Th17
in vivo23¢, Bien que le mécanisme exact reliant la production d'IFN de type I par
les PDC a la réponse Th17 dans la GVHD n’est pas clair, les données décrites dans
cette étude ne contredisent pas le rdle bien établi des lymphocytes Th1 dans la
physiopathologie de la GVHD aiguéll’. En effet la plasticité entre les lymphocytes
Th17 et Th1 est bien établiel4>.

L’'impact du microbiote digestif sur la GVHD est bien connu. En effet, des
les années 1970, des études murines ont montré une diminution de la GVHD
apres décontamination digestive par antibiotiques?3” ou lorsque la
transplantation est réalisée en I'absence de germes?38. Cela avait conduit la
communauté médicale a développer des protocoles de décontamination

digestive chez les patients recevant une allo-CSH?3°. Si les premiers résultats
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étaient prometteurs, les études suivantes n’ont pas permis de confirmer ces
résultats?49, conduisant a l'arrét de la décontamination digestive des patients
dans la plupart des centres d’allo-CSH, méme si la controverse persiste. Jusqu’a
récemment, la nécessité de recourir aux techniques de culture microbiologique
pour caractériser la composition de la flore a limité ces études. La mise au point
de techniques indépendantes de la culture, telles que le séquencage de I’ARN
ribosomal (ARNr) a montré que 'immense majorité des espéces bactériennes
présentes dans le tube digestif chez 'homme n’est pas détectée par culture?4l.
Les relations entre microbiote et GVHD ont depuis été réexplorées a I'ere de ces
nouvelles techniques. Jenq et coll. ont mis en évidence dans un modéle murin,
mais également chez '’homme, une modification du microbiote avec une perte de
diversité lors de la survenue d'une GVHD digestive?42. De plus ils ont observé
chez les patients qui vont développer une GVHD une augmentation significative
du chaos microbien apres allo-CSH (précédent les modifications observées lors
de la survenue de la GVHD). Ces résultats, confirmés par Holler et coll?43
suggéraient que des fluctuations précoces et importantes du microbiote
conduisent a un risque accru de GVHD?#2. De plus une faible diversité
bactérienne a la greffe apparait comme un facteur prédictif de mortalité
indépendant apres allo-CSH chez 'homme?4*. Si les mécanismes exacts qui
relient perte de diversité du microbiote et GVHD restent a élucider, la perte
d’'intégrité de la barriére intestinale est probablement d'une importance
majeure. Nalle et coll.?#> ont ainsi récemment mis en évidence dans un modele
murin de GVHD avec incompatibilité mineure que la perte d’intégrité de la
barriere intestinale induite par le conditionnement était indispensable a la
survenue d'une GVHD digestive. Schawb et coll.?#¢ ont confirmé I'importance des
lésions de la muqueuse intestinale induites par le conditionnement a I'origine
d’une translocation bactérienne qui va déclencher les mécanismes effecteurs de
la GVHD. Le role des modifications du microbiote et de l'altération de la
muqueuse intestinale par le conditionnement parait bien établi dans la survenue
de la GVHD. La barriere intestinale se protege de tels dommages en sécrétant des
AMP qui vont réguler la composition du microbiote et protéger la muqueuse
intestinale de l'agression des pathogeénes. Le rdole de ces AMP a été mis en

évidence dans la GVHD. Ainsi, les concentrations plasmatiques de REG3a, un
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AMP, sont trois fois plus élevées chez les patients allogreffés lors de la survenue
d’'une GVHD aigué?4’. De méme une augmentation d’'un autre AMP, elafin, est
retrouvée dans les biopsies cutanées et le sérum des patients avec une GVHD
aigué?48, Les modifications du microbiote et la translocation bactérienne
stimulent probablement la sécrétion des AMP par I'épithélium afin d’essayer de
contrebalancer ces modifications, conduisant a un épuisement des AMP, a une
perte de controle de la composition du microbiote et a une majoration des
lésions de la muqueuse. De plus 'augmentation persistante d’AMP peut conduire
a une réponse IFN de type I incontrolée, comme cela a déja été rapporté dans les
maladies auto-immunes?03 224 Ainsi I'équipe de Michel Gilliet a montré que les
AMP peuvent se complexer avec les fragments extracellulaires d’ADN ou d’ARN
du soi pour former des particules qui vont entrer dans les PDC et entrainer la

production d'IFN de type [202 203,
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Figure 21 : Interactions cellulaires de I'immunité innée et adaptive dans la
GVHD intestinale.
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Nos résultats éclairent d'un nouveau jour la physiopathologie de la GVHD
en permettant d’identifier le réle des PDC et des lymphocytes RORyt*, et
renforcent la nécessité d’'une interaction entre immunité innée et adaptative
dans la GVHD. Nous pouvons proposer un scénario intégrant ces différentes
étapes aboutissant a la survenue de la GVHD digestive (Figure 21). Les
modifications du microbiote apres allo-CSH et les lésions de la muqueuse
digestive induites par le conditionnement vont induire la libération d’AMP et de
fragments d’ADN et ARN du soi qui vont se complexer pour entrer dans les PDC
et entrainer la production d’IFN de type I. La translocation bactérienne entraine
la libération de PAMP qui vont activer les mDC via leurs TLR. Les DC vont activer
les lymphocytes ROR yt* qui sécretent des cytokines, 11-17 et IL-22 notamment.
Par ailleurs, comme nous I'avons vu, nos résultats n’excluent pas le role des
lymphocytes Th1 qui vont sécréter des cytokines IL-2 et IFN-y. L’ensemble de ces
étapes conduit a I'étape 3 de la GVHD aigué avec l'activation des cellules
effectrices qui vont amplifier les lésions tissulaires induites par le
conditionnement et majorer la libération de cytokines pro-inflammatoires
aboutissant a une véritable tempéte cytokinique. Les lésions vont également
majorer la libération d’AMP et d’ADN-ARN du soi, conduisant a la formation des
complexes AMP/ADN-ARN, qui vont dans une boucle de rétrocontrole positif

activer les PDC.

Ces données soulevent la question de 'utilisation de nouvelles approches
innovantes pour optimiser le traitement immunosuppresseur pour la
prophylaxie et le traitement de la GVHD. En effet, les traitements actuels
reposent sur des drogues qui ont un effet immunosuppresseur sur I'ensemble du
systeme immunitaire telles que la CsA et le MMF. Si ces traitements permettent
de diminuer l'incidence de la GVHD, il persiste des GVHD aigués séveres qui
aboutissent au déces du patient. De plus 'immunosuppression de 'ensemble du
systéme immunitaire expose au risque d’infection et de rechute de la maladie. La
décroissance rapide de 'immunusuppression chez les patients avec une maladie
a haut risque afin de limiter le risque de rechute se fait souvent au prix de la

survenue d'une GVHD aigué sévere. Ainsi le développement de stratégies de
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prévention de la GVHD plus ciblées semble indispensable. Une meilleure
compréhension des facteurs et des sous populations de cellules immunitaires
impliquées dans la GVHD permet d’améliorer les stratégies thérapeutiques pour
la prévention et le traitement de la GVHD. Une facon de cibler les lymphocytes
RORyt* serait de cibler le facteur de transcription RORyt*, cela pourrait étre
obtenus chez les patients en utilisant des petites molécules inhibitrices de ROR
ytt, comme Hubh et coll I'a fait chez la souris?4°. Il serait probablement plus sir de
bloquer la voie Th17 en bloquant la cascade cytokinique Th17. Ainsi des
résultats prometteurs ont été obtenus dans le psoriasis en utilisant un anticorps
monoclonal ciblant la sous-unité p40 de I'lL-12/IL-23 (ustekinumab)?>¢ ou I'IL-
17R (brodalumab)>7 chez des patients atteints de psoriasis. Pidala et coll. a
rapporté récemment l'efficacité de l'ustekinumab dans un cas de GVHD aigué
corticorésistante2>0. Les DC représentent également une cible thérapeutique
séduisante pour la prise en charge de la GVHD. Ainsi si on arrivait a prévenir
'activation des mDC par les signaux de danger ou des PDC par les complexes
ADN ou ARN du soi et AMP, on préviendrait la survenue de la GVHD. La solution
viendra probablement de l'association de plusieurs stratégies thérapeutiques
ciblées. Ces nouvelles stratégies permettront probablement de réduire
I'incidence de la GVHD, diminuer la mortalité non liée a la rechute et d’améliorer

la qualité de vie des patients.
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5-Annexes

5-1-Article n°3 : « Increased Th17/Treg ratio in chronic liver GVHD »

5-1-1-Résultats principaux

Si la plupart des études réalisées dans les modéles murins suggerent un
role des lymphocytes Th17 dans la physiopathologie de la GVHD chronique, leur
contribution dans la GVHD chronique chez I'homme n’est pas claire, en
particulier leur contribution au niveau des organes cibles de la GVHD chronique.
Nous avons évalué l'infiltration par les lymphocytes Th17 dans le foie de 17
patients apres allo-CSH lors de la survenue ou de la reprise évolutive d’une
GVHD chronique hépatique et avant toute instauration ou reprise de la
corticothérapie. 8 patients sans hémopathie maligne ayant une biopsie hépatique
ont constitué le groupe contréle. Nous avons montré, en utilisant CCR6 et CD161,
deux marqueurs des lymphocytes Th17, que le nombre de lymphocytes Th17
était significativement augmenté dans le foie des patients avec une GVHD
chronique. Afin de confirmer ces résultats, nous avons montré que le nombre de
cellules exprimant RORyt, le facteur de transcription clé des lymphocytes Th17,
était également augmenté dans le foie des patients avec une GVHD chronique.
Nous avons également analysé la présence des cellules exprimant Tbet et Foxp3,
les facteurs de transcription des lymphocytes Thl et T régulateurs (Tregs)
respectivement. Le nombre de cellules Th1 et Tregs était tres faible dans le foie
des patients avec une GVHD chronique, il n’y avait pas de différence avec le
groupe controle. De plus, les ratios Th17/Thl et Th17/Tregs étaient
significativement augmentés dans le foie des patients avec une GVHD chronique.
Ces résultats suggerent Il'existence d'un déficit des mécanismes
immunorégulateurs dirigés par les Tregs et d’'une activation inappropriée des
cellules effectrices, en particulier les Th17, dans la GVHD chronique hépatique

chez ’homme.
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Increased Th17/Treg ratio in chronic liver GVHD

F Malard'?, C Bossard®*, E Brissot'?, P Chevallier?, T Guillaume?, J Delaunay?®, J-F Mosnier®*, P Moreau'*>,

M Grégoire', B Gaugler®”#? and M Mohty'*'°

The contribution of Th17 cells to chronic GVHD (cGVHD) has been demonstrated in cGVHD mouse models. However, their
contribution to human liver cGVHD remains unclear. We evaluated Th17 cells in biopsies from a cohort of 17 patients with liver
cGVHD. We observed a significant increase in Th17 cells in the liver of patients with cGVHD, as demonstrated by an increase in
CCR6 +, CD161 + and RORyt+ T cells (P=0.03, P=0.0001 and P=0.03, respectively). We also assessed the presence of Th1 and
regulatory (Treg) T cells: the numbers of Th1 and Treg cells were very low, with no difference between the two groups (P = 0.88 and
P=0.12, respectively). Furthermore, Th17/Th1 and Th17/Treg ratios were significantly increased in the liver of patients with liver
cGVHD (P=0.005 and P=0.002, respectively). This study provides evidence for an infiltration by Th17 cells in the liver of patients
with ¢cGVHD and an increased Th17/Treg ratio, suggesting a defect in the regulatory mechanism driven by Treg cells or an
inappropriate activation of effectors cells, especially Th17 cells, or both mechanisms, in human liver cGVHD.
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INTRODUCTION

Chronic GVHD (cGVHD) is the main cause of late non-relapse
mortality (NRM) and morbidity after allo-SCT. In contrast to acute
GVHD (aGVHD), the pathophysiology of ¢cGVHD remains poorly
understood. Whereas aGVHD is classically restricted to the skin,
liver and gastrointestinal tract, cGVHD is often more extensive and
can also affect the eyes, lung or mucosa.' cGVHD presents clinical
features that mimic autoimmune diseases such as systemic
sclerosis, lupus erythematosus or Sjogren syndrome, and
autoimmune-like manifestations are a defining characteristic of
cGVHD.> The well-established role of Th17 cells in the
pathophysiology of autoimmune diseases®™ raises the question
about the role of Th17 cells in ¢cGVHD. The contribution of Th17
cells to cGVHD has been investigated in chronic GVHD mouse
models. Although cGVHD can occur in the absence of IL-17,° most
studies have suggested its pathogenic role.”™ It can be noted
that, in a mouse model of ¢cGVHD, a significant amount of Th17
cell infiltrate was found in the liver of allogeneic recipients as
compared with syngeneic recipients.'® Furthermore, one of these
studies indicated that the expansion of Th1 and Th17 cells is
favored by the progressive loss of CD4+ CD25+ Foxp3 +
regulatory T cells (Treg), leading to cGVHD onset® In humans,
only a few studies explored the contribution of Th17 cells to
cGVHD pathogenesis, and most studies have focused on skin
cGVHD. Ritchie et al.'" showed that Th17-related cytokines are
increased in patients with cGVHD. Furthermore, Dander et al.'?
found a significant increase in circulating Th17 cells in patients
with active cGVHD. With this background, the current study aimed
to investigate the balance of Th17, Th1 and Treg cells in the liver
of patients diagnosed with cGVHD.

PATIENTS AND METHODS
Study design

Seventeen patients who underwent allo-SCT and who developed liver
cGVHD at the University-Hospital of Nantes (Nantes, France), and for whom
biopsies were available, were included in this study. Liver cGVHD was
proven histologically from a liver biopsy performed at the time of the first
hepatic symptoms declaration or during their reappearance and prior to
initiation or resumption of corticosteroid treatment. Hepatic cGVHD
diagnosis was retained after exclusion of other differential diagnoses by
physical examination and standard screening tests. Patients with new drug
exposure or recent change in the dose schedule were excluded. Routine
bacterial and fungal cultures were performed to exclude ongoing infection,
and viral hepatitis caused by hepatitis A, B and C, VZV, HSV, adenovirus
(ADV) and CMV was ruled out by serologic testing or PCR analysis. The
control group included eight patients (three male and five female patients)
without hematological malignancies. These control liver biopsies were
performed for different indications (sleeve gastrectomy for morbid obesity,
n=2, and adjacent tumor surgery, n=6). The median age was not
significantly different compared with the cGVHD group (47 (range, 31-80)
years vs 54 (27-71 years; P=0.70). All patients from the control group
presented a histologically proven normal liver biopsy. All patients were
enrolled in clinical research protocols approved by local -ethical
committees. Written informed consent was obtained in accordance with
the principles of the declaration of Helsinki. Patients, donors and allo-SCT
characteristics of the cGVHD group are summarized in Table 1.

Morphological studies

One liver biopsy was analyzed for each patient. Liver biopsies were
performed according to standard procedures. In the cGVHD study group,
the median time of biopsies was 264 (range, 119-1121) days after allo-SCT
and 6.5 (range, 0-243) days after the first diagnosis of cGVHD. Liver cGVHD
diagnosis was confirmed histologically on hematoxylin and eosin-stained
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Table 1. Patients, disease and transplant characteristics
Characteristic cGVHD (N=17)
Median recipient age, years (range) 54 (27-71)
Patient gender, male/female, no. (%) 11/6 (65/35)
Donor gender, male/female, no. (%) 8/9 (47/53)
Diagnosis, no. (%)

Myeloid malignancies 9 (53)
AML 4 (24)
Myelodysplastic syndrome 2(12)
Myeloproliferative neoplasm 1(6)
CML 2(12)

Lymphoid malignancies 8 (47)
ALL 3(18)
Non-Hodgkin’s lymphoma 3(18)
Multiple myeloma 1(6)

CLL 1(6)
Conditioning regimen, no. (%)
Myeloablative 9 (53)
Reduced intensity 8 (47)
GVHD prophylaxis, no. (%)

CsA alone 5 (29)

CsA + mycophenolate 3 (18)

Mofetil CsA + MTX 9 (53)

Graft source, no. (%)

Peripheral blood stem cells 9 (53)

BM 8 (47)
Donor type (%)

Matched related donor (MRD) 13 (76)

Matched unrelated donor (MUD) 4 (24)
aGVHD after allo-SCT, no. (%) 15 (88)

Liver involvement, no. (%) 4 (24)
Median post-transplant time of onset of cGVHD, = 243 (108-878)
days (range)

Median post-transplant time of biopsy, 264 (119-1121)
days (range)

Abbreviations: aGVHD = acute GVHD; cGVHD = chronic GVHD.

(HES) sections according to the current recommendations.'® The liver
biopsies from the eight patients of the control group were also examined
on (HES) sections. In addition, none of the patients from the control or
study group had evidence of viral infection.

Immunohistochemical studies

Immunohistochemical analysis was performed on 5pm formalin-fixed,
paraffin-embedded sections using an indirect immunoperoxidase method.
Slides were stained with the following primary Abs: CD8 (cloneC8/144B;
DakoCytomation, Glostrup, Denmark), granzyme B (clone GrB-7; DakoCy-
tomation) and Foxp3 (clone 236A/E7; Abcam, Paris, France) for Treg cells;
Thbet (clone 4B10; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for Th1
cells; and CD161 (mouse MoAb, clone B199.2; AbDSerotec, Colmar, France),
CCR6 (clone 53103; R&D Systems, Abingdon, UK) and RORyt (rabbit
polyclonal Abs; Abcam, Paris, France) for Th17 cells. The immunological
reaction was visualized with the bond polymer refine detection system and
3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride as the chromogen. In negative
control experiments the primary Abs were omitted. A quantitative
evaluation of the expression of the Ags was performed in a blinded
manner independently by two examiners (FM and CB) by counting the
number of positive cells in the whole biopsy at x 200 magnification (mean
10 fields) for each sample.

Statistical analysis

Clinical and morphological data, as well as the numbers of CD8-, granzyme
B (GrB)-, Thet-, Foxp3-, CD161-, CCR6- and RORyt-positive cells, were
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entered into a database. The Mann-Whitney non-parametric test was
used to compare patient age and to assess the correlation between the
number of CD8, GrB, Th1, Th17 and Treg cells and the presence of
liver cGVHD. For patient gender, comparison between the cGVHD group
and the control group was carried out using the chi-square test. All
data were computed using GraphPad Software (GraphPad Prism, San
Diego, CA, USA).

RESULTS

Activated cytotoxic CD8 + and Gr B + cells infiltrate the liver of
patients with liver cGVHD

The histological diagnosis of liver cGVHD was first confirmed. All
HES sections of liver biopsies were retrospectively and blindly
reviewed. All patients in the control group presented a
histologically normal liver biopsy, whereas all patients in the
cGVHD group presented with histological damage compatible
with liver cGVHD, mainly bile duct damages with mild lymphocytic
infiltration in the portal space and in the bile duct epithelium
going up to the destruction of bile ducts in some cases (Figure 1a).
Then, we sought to assess the presence of CD8 + T cells in the
liver of cGVHD patients. We found that the number of CD8 + T
cells was significantly increased in the liver of patients with liver
cGVHD compared with the control group (P=0.02) (Figure 1b).
We observed a predominantly portal infiltration of CD8 + cells in
close contact with epithelial cells of the bile duct and associated in
some cases with bile duct destruction (Figure T1a). We next
assessed whether those CD8 + cells corresponded to activated
cytotoxic T cells using GrB immunostaining. We found that the
number of GrB 4 cells paralleled the number of CD8 + T cells and
was significantly increased in the liver of patients with liver cGVHD
(P=0.0002) (Figures 1a and c).

Th17 cells infiltrate the liver of patients with liver cGVHD

Previous mouse studies suggested that Th17 cells are critical for
injury in ¢cGVHD. Thus, we hypothesized that Th17 cells could
preferentially accumulate within the target tissues in human
cGVHD. For the purpose of identification of Th17 cells we used the
mucosal chemokine receptor CCR6'*'> and the C-type lectin-like
receptor CD161, both of which are well-established markers of
human Th17 cells.'® Using these two markers, we observed that
the absolute number of CD161+ and CCR6+ cells was
significantly higher in the liver of patients with cGVHD
compared with the liver of patients in the control group
(P=0.0001 and P=0.03, respectively; Figures 2a—c). These cells
were mainly observed in the portal space, paralleling the
localization of the CD8+ and GrB+ cells. In order to further
confirm the Th17 cell infiltration, we also assessed the expression
of RORyt, the key transcription factor that orchestrates the
differentiation of Th17 cells."” In keeping with the increase of
CCR6 + and CD161 + T cells, RORyt + cells (with nuclear staining)
were significantly increased in the liver of patients with ¢cGVHD
compared with the liver of patients of the control group (P=0.03)
(Figures 2a and d).

Th17/Th1 and Th17/Treg ratios are increased in the liver of
patients with liver cGVHD

We also assessed the presence of T cells expressing Tbet
(the transcription factor characterizing Th1 cells) and Foxp3 (the
master regulator gene of Treg cells) in the liver biopsies of the two
groups of patients. Interestingly, there was no difference in the
number of Th1 and Treg cells between the two groups (P=0.88
and P=0.12, respectively). These cells were scarce, observed both
in the portal space (never in close contact with the epithelial cells
of bile duct) and in the lobule inside sinusoids (Figures 3a-c).
Finally, we looked at Th17/Th1 and Th17/Treg ratios in liver
cGVHD. Considering that RORyt is the key transcription factor of

© 2014 Macmillan Publishers Limited
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Figure 1. CD8- and GrB-positive T cells infiltrate the liver of patients with liver cGVHD. Formalin-fixed and paraffin-embedded tissue samples of
liver biopsies. A total of 25 biopsies were analyzed morphologically and by immunohistochemistry: 17 had liver cGVHD and 8 control patients
did not. (a) Example of an HES section of liver biopsy showing bile duct damage up to destruction in cGVHD (lower panel) but not in healthy
donors (upper level) (original magnification x 400). For quantitative evaluation, the mean number of positive cells for each marker was
retained for the statistical analysis. (a) CD8- and GrB-positive mononuclear cells are significantly increased in the liver of patients with liver
cGVHD (lower panel) compared with healthy donors (upper panel) (original magnification x 400). (b, ¢) Quantitative evaluation of CD8 (b) and
GrB (c)-positive cells are represented. The mean values and s.e.m. for each group are represented.
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Figure 2. Th17 cells infiltrate the liver of hepatic cGVHD patients. (a) CCR6-, CD161- and RORyt-positive mononuclear cells are significantly
increased in the dermis of liver with hepatic cGVHD (lower panel) compared with healthy donors (upper panel) (original magnification x 400).

(b—d) Quantitative evaluation of CCR6 (b), CD161 (c) and RORyt (d)-positive cells are represented. The mean values and s.e.m. for each group
are represented.

Th17 cells and the more specific hallmark of Th17 cells, we defined were significantly increased in the liver of patients with liver
the Th17/Th1 and Th17/Treg ratios as the ratio of RORyt-positive cGVHD (P=0.005 and P=0.002, respectively; Figures 3d and e),
cells/Tbet-positive cells and that of RORyt-positive cells/Foxp3- suggesting an impaired regulatory response in the liver of patients
positive cells, respectively. Both Th17/Th1 and Th17/Treg ratios with cGVHD.
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Th17/Th1 and Th17/Treg ratios are increased in hepatic cGVHD. (a) The number of Tbet- and Foxp3-positive mononuclear cells in the

liver of patients with liver cGVHD (lower panel) and in healthy donors (upper panel) was very low, and was identical in both groups (original
magnification x 400). (b, ¢) Quantitative evaluation of CD8 (b) and GrB (c)-positive cells is represented. The mean values and s.e.m. for each
group are represented. (d, e) Th17/Th1 (d) and Th17/Treg (e) ratios are increased in the liver of patients with liver cGVHD compared with

healthy donors.

DISCUSSION

The current study sheds some light on the role of Th17 and Treg
cells in the context of liver cGVHD. Using well-established specific
markers, we showed that (i) the number of activated cytotoxic
CD8+ and GrB+ T cells was significantly increased in liver
cGVHD, compared with the control group of patients; (ii) the
number of Th17 cells was significantly increased in liver cGVHD
compared with the control group of patients; and (i) the number
of Th1 and Treg cells was very low, not statistically different
between the two groups of patients. Although immune dysfunc-
tion and autoreactivity may contribute to cGVHD pathophysiol-
ogy, our study suggests a role for cytotoxic CD8 + donor T cells in
cGVHD, especially in the liver. Only scarce information is available
on the role of CD8 + T cells in cGVHD. Grogan et al.'® showed an
expansion of activated CD8 + effector T cells in the blood of
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patients with cGVHD, the CD8 + central memory T cells being
increased in cGVHD as well." In contrast, D'Asaro et al.?° observed
a decrease in circulating CD8 + naive T cells in ¢cGVHD patients;
however, in this study all patients were receiving immuno-
suppressive treatment at the time of analysis. On the other hand,
our study provides evidence that liver cGVHD is associated with a
liver infiltration of CD8 + T cells, especially in the portal space, in
close contact with epithelial cells and associated with bile duct
damage; furthermore, these cells are activated, as evidenced by
GrB expression, the protein associated with cytotoxic granules.
Thus, these data strongly suggest that CD8 + T cells are part of
the effector cells involved in liver cGVHD and likely contribute to
tissue damage.

Croudace et al.?' have recently shown a decrease in CD4+
T cells expressing CXCR3 in the blood of patients with active

© 2014 Macmillan Publishers Limited



cGVHD, whereas CD4 + T cells were increased in skin biopsies of
the same patients. Furthermore, the CXCR3-binding chemokines,
CXCL9, CXCL10 and CXCL11, were significantly increased in the
serum of patients with cutaneous cGVHD. These data established a
role for CD4 + T cells in cGVHD. However, controversies remained
regarding the role and nature of the different CD4 + T-cell subsets.
Although Th2 immune responses have long been considered
responsible for the development of cGVHD,*? several studies have
recently explored the role of Th1 and Th17 cells mainl?/ in cGVYHD
mouse models, concluding on their pathological role.®'® However,
analysis on their role in humans is scarcer. Some studies observed
an increase in cytokines related to Th1 and Th17 in the blood of
patients with cGVHD."""?*?* Furthermore, Dander et al.'? observed a
significant increase in the number of Th17 cells in the blood of
patients with active cGVHD, and a high number of RORyt+ cells
infiltrating the skin and liver of patients with cGVHD compared with
healthy donors. Unfortunately, because of the small sample size,
the latter findings in the skin and the liver were not statistically
significant. Thus, our findings confirmed and extended the
knowledge about the pathogenic role of Th17 cells in liver
cGVHD. Furthermore, the increased Th17/Th1 ratio in ¢cGVHD
highlights the predominant role of Th17 cells over Th1 cells in liver
cGVHD pathogenesis. Also, it is worth mentioning that these results
are in line with the increased IFN-y production in the blood of
patients with cGVHD.?> Indeed, Th17 and Th1 cells present a close
relationship and plasticity,”® and some RORyt+ Th17 cells can
produce both IFNy and IL-17A especially in an inflammatory setting,
when the precursors of Th17 cells are in the dominant presence of
IL-23 and not of TGF-$.2” Furthermore, if Th1 cells are not observed
in active liver cGVHD at the time of the biopsy, we can speculate
that they act earlier in the initial stages of the disease.

Regarding Treg cells, published data are more homogeneous.
Most studies showed a decreased frequency of Treg in the blood of
patients with cGVHD?®?° Furthermore, our results in liver cGVHD
are in accordance with those of Dander et al.'? in skin and liver
cGVHD: the number of Foxp3+Treg cells was very low and
comparable in cGVHD liver biopsies and in healthy donor liver
biopsies. Furthermore, our results suggest that there is an
imbalance in liver cGVHD between Treg and Th17 cells as we
found an increased Th17/Treg ratio. In contrast, Ratajczak et al.*°
found a decreased Th17/Treg ratio in cutaneous cGVHD. However,
they did not analyze active cGVHD but chronic lichenoid skin
lesions, and the number of patients included was lower than in our
study (only five patients with cGVHD). This imbalance in the Th17/
Treg ratio in liver cGVHD suggests the existence of a defect in the
regulatory mechanisms driven by Treg cells or an inappropriate
activation of effector cells, especially Th17 cells, or both mecha-
nisms. One must acknowledge that one potential weakness of this
study is the comparison of cGVHD patients with healthy controls.
The ideal control would have been liver biopsies from patients who
underwent allo-SCT and who did not develop any sign of cGVHD,
which was impossible for obvious ethical reasons.

In conclusion, our study provides a framework for a regulatory
defect and role of Th17-mediated response in human liver cGVHD,
raising the prospect of future innovative approaches to optimize
immunosuppression regimens for the treatment of cGVHD by
targeting the Th17 response. There are already clinical trials
aiming to block the Th17 response using anti-IL-17 MoAbs for
autoimmune diseases.?'>2
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5-2-Article n°4 : « IL-22 deficiency in donor T cells attenuate murine acute
graft-versus-host-disease mortality while sparing the graft versus
leukemia effect »

5-2-1-Résultats principaux

Nous avons mis en évidence que les lymphocytes Th17 contribuaient a la
GVHD aigué chez 'homme. Les modeles murins ont mis en évidence que les
dommages induits par les Th17 dans la GVHD aigué étaient médiés notamment
par 'lL-17 et I'lL-21. L’IL-22 est une cytokine de la famille de I'IL-10, sécrétée par
les Th17, les lymphocytes Ty$9, les cellules NK et les ILC. Au vu du réle paradoxal
de I'IL-22 dans 'inflammation, avec un role pro ou anti-inflammatoire selon le
contexte clinique, nous avons voulu déterminer si I'lL-22 avait un rdle dans la
physiopathologie de la GVHD aigué dans un modele murin d’allo-CSH. Nous
avons montré que 'utilisation de lymphocytes T du donneur invalidés pour I'IL-
22 entraine une diminution de la sévérité de la GVHD aigué et une augmentation
de I'inflammation systémique et locale dans les organes cibles de la GVHD aigué.
De plus, nous avons montré une augmentation des Tregs dans les souris recevant
des lymphocytes T invalidés pour I'IL-22, suggérant que les Tregs sont impliqués
dans la diminution de la sévérité de la GVHD. Enfin, nous avons montré que
'effet du greffon contre la leucémie médié par les lymphocytes T était conservé
en 'absence d'IL-22. Ces résultats suggerent que les effets des lymphocytes Th17
dans la physiopathologie de 1a GVHD aigué sont liés, en partie au moins, a I'lL-22.
On ne peut cependant exclure que I'lL-22 soit secrétée par d’autres sous types de
lymphocytes, en particulier les ILC. L’IL-22 apparait étre une cible thérapeutique
potentielle séduisante pour diminuer la sévérité de la GVHD aigué apres allo-

CSH, tout en préservant l'effet du greffon contre la leucémie.

5-2-2-Article

Publié dans Leukemia en Février 2013.
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[L-22 deficiency in donor T cells attenuates murine acute
graft-versus-host disease mortality while sparing the

graft-versus-leukemia effect

M Couturier'?38, B Lamarthée'?*38, J Arbez'?3, J-C Renauld®, C Bossard®, F Malard®’, F Bonnefoy'*3, M Mohty®’, S Perruche'?3,

P Tiberghien?3, P Saas'*® and B Gaugler'*3

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) remains a major complication following allogeneic hematopoietic cell transplantation
(allo-HCT), limiting the success of this therapy. Many proinflammatory cytokines secreted following the conditioning regimen have
been linked to aGVHD initiation. Interleukin-22 (IL-22) is a cytokine related to IL-10 for its structure and is secreted by T helper type
17 (TH17) cells and innate immune cells. Given the paradoxical role of IL-22 in inflammation with both protective or
proinflammatory functions, we investigated whether IL-22 could have a role in aGVHD pathophysiology in a mouse allo-HCT model.
In this study, we show that IL-22 deficiency in donor T cells can decrease the severity of aGVHD, while limiting systemic and local
inflammation in aGVHD target organs. In addition, we found that Foxp3 + regulatory T cells (Treg cells) were increased in recipient
mice that received IL-22-deficient T cells, suggesting that Treg were involved in the reduced severity of GVHD. Finally, we found
that the graft-versus-leukemia (GVL) effect mediated by donor T cells was preserved in the absence of IL-22. Overall, these data
suggest that targeting of IL-22 may represent a valid approach towards decreasing aGVHD severity after allo-HCT while preserving

the GVL effect.

Leukemia advance online publication, 5 March 2013; doi:10.1038/leu.2013.39

Keywords: IL-22; GVHD; transplantation

INTRODUCTION

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) remains a major compli-
cation following allogeneic hematopoietic cell transplantation
(allo-HCT), limiting the success of this therapy."” GVHD is the
result of alloreactive donor T cells attacking host tissues, including,
but not limited to, the skin, liver and gut.®> Many proinflammatory
cytokines such as interleukin (IL)-18, tumor necrosis factor-o
(TNF-a), IL-12 and interferon (IFN)-y secreted following the
conditioning regimen have been linked to aGVHD initiation and
pathophysiology.*® More recently, we and others reported that
T helper type 17 (TH17)-related cytokines (especially IL-17A and
IL-21) can contribute to aGVHD pathophysiology.”® IL-22 is a
cytokine structurally related to the IL-10 family and is secreted by
TH17 cells, yd T cells, natural killer cells and innate lymphoid cells
(ILQ).""""3 The IL-22 receptor (IL-22R) is mainly expressed by non-
hematopoietic cells, including epithelial cells of the lung and of
the gastrointestinal tract as well as keratinocytes,'*' found in the
sites of aGVHD. In vitro studies showed that IL-22 can activate
Stat3 (signal transducer and activator of transcription factor 3)
inducing the expression of antimicrobial molecules S100A7,
S100A8, S100A9 and p-defensins in keratinocytes.'*'%'7 |L-22
can have either a protective or a pathogenic role in chronic
inflammatory diseases depending on the nature of the affected

tissue and the local cytokine milieu. IL-22 has been shown to be
protective in several colitis models.'’®° By contrast, it has been
reported that IL-22 is associated with the pathogenesis of
rheumatoid arthritis?>’ or in the development of psoriasis.'**?
Given the broad activity of IL-22, we hypothesized that donor-
derived IL-22 could contribute to aGVHD pathophysiology. Thus,
we examined the contribution of donor-derived IL-22 to aGVHD in
experimental mouse models of allo-HCT using IL-22-deficient
mice. We found that donor-derived IL-22 has a key role in
exacerbating the inflammation in the gastrointestinal tract and
contributes to the severity of aGVHD but does not significantly
interfere with the graft-versus-leukemia (GVL) effect.

MATERIALS AND METHODS

Mice

BALB/c (H-2%) and B6D2F1 (H-2"9) mice were purchased from Janvier
(Genest-St-Isle, France). C57BL/6 IL-22 ~/~ (B6.L-22 =/, H-2°), which were
originally generated in the 129 background and were subsequently
backcrossed with C57BL/6 for 13 generations, and C57BL/6 (B6.WT, H-2°)
mice were provided by J.C. Renauld (Ludwig Institute for Cancer Research,
Brussel, Belgium). We next maintained breeding colonies in our animal
facility. All mice were used at 8-12 weeks of age. All protocols were
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performed according to the approval of the ‘Services Vétérinaires de la
Santé et de la Protection Animale’ delivered by the Ministry of Agriculture
(Paris, France).

Hematopoietic cell transplantation procedures

Recipient mice were conditioned with total body irradiation administered
at a single lethal dose on day — 1 at 1100 cGy (B6D2F1) or 750 cGy (BALB/c).
To induce aGVHD in BALB/c recipients, mice were transplanted with
5% 10° allogeneic T-cell-depleted bone marrow (TCD BM) from B6.WT and
1 % 10° allogeneic donor splenic T cells from B6.WT or B6.L-22 ~/~ mice.
Syngeneic control mice were obtained by transferring 1 x 10° splenic
T cells from BALB/C mice. T-cell depletion was performed using the CD3
MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, Paris, France) and purified populations of
donor T cells were obtained using the Pan T Cell Isolation Kit Il (Miltenyi
Biotec) according to the manufacturer’s instructions. Treg (regulatory
T cells; CD25)-T-cell depletion was performed using CD25-PE and anti-PE
microbeads and AutoMacsPro (Miltenyi Biotec) according to the
manufacturer’s instructions. The purity of TCD BM and T cells in all
the experiments exceeded 95%. CD25-depleted T cells’ purity were,
respectively, 98.2+1.6% for WT T cells and 98.2+2.1% for IL-22 —/—
T cells. To induce aGVHD in B6D2F1 recipients, mice were transplanted
with allogeneic splenocytes (10 x 10° cells, B6.WT or B6.IL-227/7) or
syngeneic splenocytes (10 x 10 cells, B6D2F1) isolated from donor mice
previously treated by subcutaneous injection of 10 pg/animal recombinant
human granulocyte colony-forming factor (Amgen, Thousand Oaks, CA,
USA) on day — 5. Cells were injected in the lateral tail vein.

GVL effect analysis

To examine the GVL effect, 5 x 10° luciferase-expressing A20 leukemic cells
(A20-luc, H-2% were given along with TCD BM in BALB/c recipients. Mice
received 750 cGy total body irradiation on day — 1. Delayed allogeneic
T-cell infusions (1.10° T B6.WT or B6.IL-22 /™) were given on day 7 after
allo-HCT. For GVL effect assessment by bioluminescence imaging (BLI),
mice were injected intravenously with 150 ng/g body weight E-luciferin
(Promega, Lyon, France) diluted in phosphate-buffered saline and
anesthetized using isofluorane (2.5% vaporized in O,). For analysis,
imaging was done 5 min later using NightOWL | imaging system (Berthold
Technologies GmbH and Co. KG, Bad Wildbad, Germany) and total photon
flux (photons per second) was measured from a fixed region of interest
over the entire abdomen and thorax using WinLight software (Berthold
Technologies). BLI was performed 1 day before and 3 days after delayed
donor T-cell infusions, then once every week until day 40 after allo-HCT.

Assessment of GVHD

The degree of systemic aGVHD was assessed by a scoring system that
sums changes in five clinical parameters: weight loss, posture (hunching),
activity, fur texture and skin integrity (maximum index = 10), as previously
described.?> Recipient mice were graded weekly from 0 to 2 for each
criterion without knowledge of the treatment group. Animals with severe
clinical aGVHD (scores > 6) were killed according to ethical guidelines. For
histological analyses, samples of the skin, small and large intestine were
removed immediately after killing, and fixed in 4% formalin. Paraffin
sections were stained with hematoxylin and eosin. The histological grade
of skin aGVHD was assessed according to the grading system, used
routinely to assess the human skin aGVHD:** grade 1, focal or diffuse
vacuolar alteration of the basal cell layer; grade 2, grade 1 change plus
dyskeratotic squamous cell in the epidermis; grade 3, grade 2 plus
subepidermal vesical formation; and grade 4, complete separation of the
epidermis from the dermis. The histological grade of small and large
intestine aGVHD was assessed according to the grading system previously
described.® Scores were determined in a blinded fashion by two
pathologists.

Flow cytometry analysis

At designated time points, animals were killed and organs were collected.
Single-cell suspensions of the spleen, peripheral (PLN) and mesenteric
lymph nodes (MLN) were prepared passing through sterile mesh filters. For
detection of cytokine production, cells were stimulated for 6 h with 25 ng/ml
phorbol-12-myristate-13-acetate  (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and
1 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich), with 1 pl/ml Golgi Plug (BD Bioscience,
Le Pont de Claix, France) before staining for flow cytometric analysis. Cells
were first stained with eFluor780 Fixable Viability Dye (eBioscience, Paris,
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France) according to the manufacturer’s instructions. Surface staining was
performed using FITC (fluorescein isothiocyanate)-conjugated CD3 (from
BD Biosciences), Pacific Blue-CD4 and PE-CD8 antibodies (from Biolegend,
Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France), cells were then fixed and
permeabilized using CytoFix/Perm Buffer (BD Biosciences) before staining
with PE/Cy7-IFN-y, PercP/Cy5.5-TNF-a (Biolegend) and APC (allophycocya-
nin)-IL-17A- (eBioscience) specific antibodies or the corresponding isotype
controls. For the detection of IL-22-secreting cells, cells were stained with
Horizon V500-conjugated CD3 (from BD Biosciences), Pacific Blue-CD4 and
PercP-CD8 antibodies (from Biolegend, Ozyme), cells were then fixed and
permeabilized using CytoFix/Perm Buffer (BD Biosciences) before staining
with PE/Cy7-IFN-y (Biolegend), PE-IL-22 and APC-IL-17A- (eBioscience)
specific antibodies or the corresponding isotype controls. Analysis was
performed using FACSCanto Il and FACSDiva software (BD Biosciences).
Treg cell analysis was performed by cell surface staining with FITC-CD3,
Pacific Blue-CD4 (from Biolegend) and APC-CD25 (from BD Biosciences),
cells were then fixed and permeabilized with Foxp3 Staining Buffer set
(eBioscience) and stained with PE-Foxp3 (clone FKJ16, eBioscience).

Real-time PCR analysis

Before RNA extraction, tissue samples were homogenized using FastPrep-
24 system (MP Biomedicals Europe, lllkirch, France). RNA was extracted
using RNeasy Mini kit (Qiagen, Cergy-Pontoise, France) with RLT buffer
(Qiagen) supplemented with B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich). Total
RNA was subjected to reverse transcription (High Capacity RNA-to-cDNA
Master Mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and quantified by
real-time quantitative PCR using commercially available primer/probe sets
(Assay On Demand, Applied Biosystems). Real-time PCR were performed
on the iCycler CFX96 real-time PCR system (Life Science, Bio-Rad, Marnes-
la-Coquette, France). Relative expression for the mRNA transcripts was
calculated using the AACt method and G6PDH mRNA transcript as
reference.

Cytokines measurements

Blood samples were obtained from recipient mice at day 6 after allo-HCT.
Cytokines were quantified in plasma using BD cytometric bead array kit
(BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. TNF-o. and
IL-22 levels in cell culture supernatants were measured using commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay kits (Biolegend) according
to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Group comparisons of cell populations, gene expression, cytokine levels
and pathology scores data were performed using the Student’s t-test.
Survival curves were compared using the log-rank test. A value of P<0.05
was considered statistically significant in all the experiments. Data were
computed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

RESULTS
Absence of IL-22 in donor T cells decreases acute GVHD severity

To examine the contribution of IL-22 produced by donor T cells in
regulating development of aGVHD, we induced aGVHD by
transferring T cells from wild-type C57BL/6 (B6.WT) or IL-22-
deficient C57BL/6 (B6.IL-22 /™) mice with TCD BM into lethally
irradiated allogeneic BALB/c-recipient mice. The absence of IL-22
in donor T cells led to a reduction from aGVHD-induced mortality
as compared with recipients receiving WT allogeneic T cells
(median survival time 12 versus 34 days, P<0.0001; Figure 1a) and
to a reduced morbidity as shown by a significant lower clinical
score up to day 24 (clinical aGVHD score on day 12 following allo-
HCT: WT T cells 417 +0.33 versus IL-22 /T cells 1.11+0.36,
P<0.0001, Figure 1b). Furthermore, we observed that the severity
of aGVHD assessed by histological grade was significantly reduced
in the skin and small intestine and colon of mice that received
IL-22-deficient donor T cells compared with mice that received WT
donor T cells (Figures 1c—f). As expected, we observed a significant
increase of pathological scores in tissues from mice receiving
allogeneic T cells as compared with syngeneic T cells. By contrast,

© 2013 Macmillan Publishers Limited
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Figure 1. Absence of T-cell-derived IL-22 decreases acute GVHD severity. Lethally irradiated BALB/c recipients were transplanted with 5 x 10°
B6.WT TCD BM only or with 1x 10° B&E.WT T cells or 1x 10° B6.L22/~ T cells (=30 per group and five independent experiments).
(a) Survival data are shown (log-rank test, P<0.0001 for B6 TCD BM + B6.WT T cells versus B6.1L22 '~ T cells). (b) GVHD clinical scores were
determined as described in Methods and were decreased in B6.TCD BM + B6.1L22 ~/~ T-cell recipients, at days 12, 14 and 19 post allo-HCT,
P<0.0001. (c-e) Pathology scores in the skin, small intestine and colon in mice 7 and 14 days after allo-HCT. Data are presented as the
mean * s.e.m. from cumulative results from three experiments for day 7 and two experiments for day 14. Scores are significantly different
between the syngeneic groups and the TCD BM + WT T cells groups (P < 0.05), P-values are indicated on the graphs for comparison between
the groups of syngeneic and TCD BM +WT T cells or between TCD BM+WT T cells and TCD BM+1L-22 '~ T cells. (f) A representative
example of the section of the small intestine of BALB/C mice transplanted with TCD BM and B6.WT T cells or B6.1L22 '~ T cells at day 7 ( x 20
magnification). Intestinal mucosa of TCD BM + B6.WT T-cell recipient mice was characterized by an increased number of mononuclear
inflammatory cells with extensive crypt loss and an increased number of apoptotic epithelial cells in resting crypts. Non-inflammatory
intestinal mucosa was characterized by a normal architecture without crypt loss. Only some apoptotic epithelial cells were individualized in
the bottom of some crypt. (g) Splenocytes from granulocyte colony-forming factor mobilized B6.WT or B6.IL-22 =/~ donor mice or syngeneic
B6.D2F1 as control were transplanted into lethally irradiated B6.D2F1-recipient mice (n =12 per group). Survival data are shown (log-rank test,
P<0.01 for B6.WT versus B6.IL-22 =/~ splenocytes).
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for small intestine and colon, no significant differences were
detected between mice receiving syngeneic T cells and IL-22 — / —
T cells, reflecting the reduced severity of aGVHD induced by
IL-22 —/— T cells. Moreover, we also observed a reduction in
aGVHD-induced mortality in another aGVHD model?® consisting of
transplanting lethally irradiated B6D2F1-recipient mice with donor
splenocytes from B6.WT or B6.L-22 ~/~ mice that have received
subcutaneous injections of granulocyte colony-forming factor
(median survival: 9 days versus a median survival not reached, log-
rank test P<0.01; Figure 1g). In this model, in which lethality
related to GVHD was reduced as compared with the B6 —BALB/C
model, we confirmed the decreased severity of aGVHD in the
absence of IL-22 from donor cells. These data demonstrated that
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Figure 2.

IL-22 deficiency in donor T cells reduced aGVHD mortality and
decreased aGVHD severity after allo-HCT, suggesting a potential
pathological role of IL-22 in this allo-HCT setting.

Absence of T-cell-derived IL-22 leads to a reduction of
inflammatory CD8 T cells in lymphoid organs

To investigate the contribution of T effector cell subsets in the
development of aGVHD, we examined the proportion of CD4 +
and CD8 + T cells in the spleen, PLN and MLN of recipient mice at
day 6 after allo-HCT. As shown in Figure 2, absolute splenocytes
and CD3+ T-cell numbers were decreased in recipient mice
receiving B6.L-22 '~ T cells as compared with mice receiving
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B6.WT T cells (Figures 2a and b). Also, the proportion of CD8 + T
cells was significantly decreased in the spleen, but not in MLN and
PLN, of recipient mice receiving B6.L-22 /T cells as compared
with mice receiving B6.WT T cells (Figures 2c-e), leading to an
increased CD4/CD8 T-cell ratio (Figure 2f, P<0.001 in spleen).
These differences observed in vivo were not related to an
attenuated proliferative capacity of IL-22 '~ T cells, as demon-
strated by similar in vivo proliferation assessed by CFSE (carboxy-
fluorescein succinimidyl ester) staining (Supplementary Figure S1),
as well as in vitro proliferation in response to the stimulation by
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (Supplementary Figure S2A
and B). We also observed a trend towards an increased CD4/CD8
ratio in the PLN and MLN of B6.IL-22 ~/~ T cell allo-HCT-recipient
mice (Figure 2f).

We next investigated the profile of cytokines secreted by
alloreactive T cells post allo-HCT. We observed that IL-22 secretion
was induced in splenocytes as well as in cells isolated from MLN
(Figure 3a) from B6.WT T-cell recipients, but not from B6.IL.-22 '~
T-cell recipients as expected, further suggesting that IL-22
contributes to aGVHD pathophysiology. In addition, we also
observed that intracellular IL-22 staining was revealed in CD4+ T
cells in the spleen and MLN in the B6.WT T-cell recipients, but not
in syngeneic T-cell recipients, suggesting that IL-22 production
resulted, at least in the spleen, from the alloreactive response of T
cells (Figures 3b and c). Furthermore, IL-22 secretion was detected
only after ex vivo restimulation of T cells (data not shown). We
excluded that IL-22 was secreted by y/3 T cells, because they were
not detectable in the spleen and MLN after allo-HCT (data not
shown). We next addressed whether the absence of IL-22 in donor
T cells affected the generation of TH1 and TH17 cells in vivo
1 week after allo-HCT. We found no significant difference in
IL-177A+ T cells among CD3+CD4+ splenocytes (Figure 3d),
whereas a strong TH1 response was observed (Figures 3e and f).
We could observe a trend for a decrease in the number of IFN-y
secreting CD8+ T cells in the spleen from B6.IL-22 ~/~ allo-HCT
recipients as compared with B6.WT recipients (Figures 3e and f),
suggesting that IL-22 indirectly could be involved in the
modulation of the TH1 response. Nevertheless, we did not
observe differences in the capacity of T cells isolated from the
spleen of B6.WT or B6.L-22 '~ mice and activated in vitro by
anti-CD3/CD28 antibodies to secrete IFN-y (Supplementary Figure
S2C-E). The great majority of IL-22 + CD4 + T cells were also IFN-
v+ but not IL-177A+ (Supplementary Figure S3). We also
analyzed the secretion of TNF-a by splenocytes isolated from
allo-HCT recipients 1 week after allo-HCT. A significantly reduced
number of TNF-oo+ CD4+ and CD8+ T cells were detected in
B6.IL-22 '~ recipients (Figures 3g and h, P<0.01). Moreover, the
level of TNF-oe measured by enzyme-linked immunosorbent assay
in the supernatant of splenocytes activated in vitro for 24 h by
phorbol-12-myristate-13-acetate and ionomycin was significantly
reduced in BG.IL—22_/_recipients (Figure 3i, P<0.05). Thus, the
decreased TNF-o secretion could contribute to the diminished
incidence of aGVHD in IL-22 =/~ T-cell recipients.

Absence of T-cell-derived IL-22 leads to an expansion of Treg cells
in lymphoid organs

As IL-22 deficiency in donor T cells resulted in reduced aGVHD, we
analyzed whether inhibition of aGVHD involved a Treg-dependent
mechanism. On day 6 after allo-HCT, we found a significant
increase in the proportion of CD25 + Foxp3 + Treg among CD4 +
T cells from the spleen (Figures 4a and b, P<0.005) as well as an
increase of the numbers of Treg in the spleen of B6.IL-22 7/~
T-cell recipients as compared with B6.WT T-cell recipients
(Figure 4c, P<0.005), suggesting that the increase in Treg could
contribute to the regulation of the alloreactive response. This
difference was not due to a difference in the graft content
because the numbers of Treg CD4 4 CD25 + Foxp3 + were similar
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in T cells from the spleen of B6.WT or B6.L-22 —/— mice
(11.9% £ 0.7 for WT Treg and 9.8% £ 1.1 for IL-22 —/— Treg,
P=0.21). Moreover, we did not detect any differences in their
suppressive capacity by evaluating in vitro using CD4+CD25 — T
cells stained with CFSE cultured in the presence of CD4 + CD25 +
Treg isolated from B6WT or B6.L-22—/— spleen cells
(Supplementary Figure S4). To evaluate the contribution of Treg
for the IL-22-mediated effects on aGVHD, we performed BMT
experiments using CD25-depleted T cells from WT and IL-22 /"
donor mice. On day 6 after allo-HCT, the numbers of CD25+
Foxp3 4+ Treg among CD4 + cells were severely decreased in the
groups of mice receiving CD25-depleted T cells (Figure 4c),
suggesting that the majority of Treg observed at day 6 post allo-
HCT resulted from the proliferation of natural Treg present in the
graft. However, we could still observe an increase in the numbers
of Treg in the spleen of B6.IL-227/~ CD25-depleted T-cell
recipients, as compared with B6.WT CD25-depleted T-cell recipi-
ents (Figure 4c, P<0.005), suggesting that in the absence of IL-22,
both expansion of natural Treg and conversion of naive CD4 +
CD25 — T cells into induced Treg was more effective. We also
observed that Treg cells were mainly of donor origin in the
spleens of mice receiving B6.WT T cells. By contrast, the proportion
of residual recipient Treg cells was significantly increased in mice
receiving B6.IL-22 — / — T cells, suggesting that they were spared
from the alloreactive response (Figure 4d). Finally, when we
compared the survival of recipient mice infused with B6.WT CD25-
depleted T cells versus B6.IL.-22 ~/~ CD25-depleted T cells, we did
not observe the beneficial effect of the absence of IL-22,
suggesting that Treg cells were involved in the protection
conferred by the absence of IL-22 in donor T cells (Figure 4e).

Absence of T-cell-derived IL-22 leads to a reduction of
inflammatory mediators both systemically and in aGVHD target
organs

To further investigate the underlying mechanism of reduced
aGVHD severity in recipients of IL-22 7~ T cells, we studied the
role of IL-22 in controlling the systemic and local inflammatory
response. We evaluated inflammatory cytokine levels in the
plasma of recipient mice during aGVHD. A significant decrease of
TNF-o, IFN-y and MCP-1 in the plasma was detected in the first
week following allo-HCT with B6. IL-22 '~ T cells as compared
with B6.WT T cells, whereas IL-6 level was unchanged (Figure 5).
We detected neither IL-10 nor IL-12 in the plasma of treated mice
(data not shown), suggesting that circulating IL-10, a negative
regulator of inflammation, was not involved in the IL-22-
deficiency-mediated decreased aGVHD severity.

We also examined the local inflammatory response induced in
aGVHD target organs, the skin and the small intestine, given the
fact that IL-22 has been associated with the pathogenesis of
several inflammatory disorders in these organs. As shown in
Figure 6, we observed a reduced expression of IFN-y and the
chemokines CXCL9 (C-X-C motif chemokine ligand 9), CXCL10,
CXCL11 involved in the recruitment of TH1 lymphocytes, in the
small intestine of allo-HCT recipients receiving B6.IL.-22 =/~ T cells.
The expression of B-defensin 3 and cathelicidin, both known to be
induced by IL-22, were also decreased in the skin of B6.IL-22 '~
T-cell allo-HCT recipients, thus likely contributing to a reduced
recruitment of immune effector cells in GVHD target tissues.
Expression of CXCL9 and IL-6 were also significantly reduced in
the lung of B6.IL-22 ~/~ T-cell allo-HCT recipients, indicating that
IL-22 deficiency reduced proinflammatory mediators in multiple
organs after allo-HCT.

The GVL effect is preserved in donor IL-22-deficient T cells

Given the classical association between GVHD and GVL, we next
sought to determine whether donor IL-22 =/~ T cells were able to
retain their capacity to control tumor growth in relation to the GVL
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Figure 3. Absence of T-cell-derived IL-22 reduces secretion of inflammatory cytokines. Lethally irradiated BALB/c recipients were transplanted

with BALB/c TCD BM with BALB/c T cells (syngeneic) or with B6 TCD BM only or with either B6.WT T cells or B6.1L.-22 =/~ T cells. Splenocytes
and MLN cells were harvested at day 6 post allo-HCT. (a) IL-22 level was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the
supernatant of splenocytes and MLN cells activated for 48 h with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and ionomycin. Mean * s.e.m. are
represented. (b, ¢) Splenocytes and MLN cells were activated for 6 h with PMA, ionomycin and Brefeldin A. Expression of IL-22 on gated
CD3 + CD4 + T cells is shown for a representative MLN sample (b) and mean * s.e.m. of the percentages of IL-22 + CD4 + T cells in the spleen
and MLN is represented (c). (d) Expression of IL-17A on gated CD3 +CD4+ T cells in the spleen is represented, mean * s.e.m. from three
independent experiments. (e-i) Intracellular IFN-y and TNF-a levels of splenic CD4 + and CD8 + T cells were analyzed. Mean + s.e.m. of the
percentage (e) and number (f) of T cells CD4 + and CD8 + secreting IFN-y in the spleen is shown. Mean + s.e.m. of the percentage (g) and
number (h) of T cells CD4+ and CD8 + secreting TNF-a in the spleen is shown. Data are combined from three independent experiments
(n=12). (i) TNF-o. level was measured by ELISA in the supernatant of splenocytes and MLN cells activated for 24 h with PMA and ionomycin.
Mean £ s.e.m. is represented from three independent experiments.

effect expected in the context of allo-HCT. To this end, we
administered A20-luc leukemia cells to allo-HCT-recipient mice,
which were subsequently monitored in vivo by BLI. As shown in
Figure 7, a strong signal was observed at day 30 in recipient mice

receiving TCD-BM and A20 cells, attesting for tumor growth
(Figure 7a). By contrast, when recipient mice received both TCD-
BM and A20 cells and then WT T cells, a low BLI signal was
observed, indicating that tumor growth was controlled by WT T
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cells (Figures 7a-c). Ultimately, all recipient mice died from severe
aGVHD, leading to an increased mortality (Figure 7d). A strong GVL
effect was mediated by IL-22 =/~ T cells as shown by the absence
of BLI signal in recipient mice (Figures 7a and b) and was
comparable to that obtained with WT T cells (Figure 7c). Moreover,
the majority of IL-22 ~/~ T-cell recipients survived through the 40
days observation period without or with very little BLI signal
(Figure 7d). Altogether, these data indicated that IL-22 /™ T cells
retained their capacity to mediate a GVL effect while preserving
recipient mice from aGVHD mortality.

© 2013 Macmillan Publishers Limited

DISCUSSION

Thus far, the role of IL-22, a TH17-related cytokine, has
not been extensively addressed in the context of aGVHD

pathophysiology. Our data show

that donor-derived IL-22

contributes to the severity of aGVHD by participating into the
systemic inflammation process and through amplification of local
inflammation in aGVHD target tissues. This is in line with the
critical role of IL-22, which can promote local or systemic
inflammation.?’?® Paradoxically, IL-22 has been found not only
to promote pathological inflammation but also to prevent tissue
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destruction. Thus, IL-22 was tissue protective in mouse models of
hepatitis,” whereas IL-22 deficiency exacerbated tissue
destruction in a dextran sodium sulfate-mediated colitis'® or a
T-cell-transfer model of colitis.'"®?° Recently, Hanash et al°
demonstrated that IL-22 produced by recipient ILC protected
mice from aGvHD-induced tissue damage and mortality by
protecting intestinal stem cells, which express IL-22R. Thus,
these results highlight the fact that the same cytokine produced
by donor versus recipient-derived sources may have opposing
effects on clinical outcome of allo-HCT recipients. The
inflammatory milieu resulting of the allo-HCT procedure and
the induction of the so-called cytokine storm may favor the
pathological function of IL-22 rather than its tissue-protective
effect during the first week after allo-HCT. This is consistent with
data showing that IL-22 was involved in immunopathology of the
gut after Toxoplasma gondii infection and development of TH1
cytokine-mediated inflammation.>' The contribution of TH17 cells
in aGVHD is somewhat controversial. In our study, we did not
detect any differences in IL-17A production by T cells 1 week after
allo-HCT. By contrast, we observed a significant increase of
CD25 + Foxp3 4+ Treg cells in recipients administered with B6.IL-
22/~ T cells. The protective effect of Treg on aGVHD was already
demonstrated in several models3%*3 The mechanism through
which IL-22 deficiency results in Treg expansion is not clear, but
likely involves indirect factors as Treg cells do not express IL-
22R.'*1° Alternatively, Treg cell expansion could be the result of
immune compensatory mechanisms in response to compromised
containment of commensal bacteria in the absence of IL-22,
leading to a change of the microbiota and the induction of Treg

Leukemia (2013) 1-11

by bacteria>* Of note, specific changes in the microbiota
following allo-HCT have been recently reported and associated
to aGVHD.3>2® In our study, we did not completely abrogate
aGVHD by using IL-22 =/~ T cells to induce GVHD. Although we
did not observe a source of IL-22 other than T cells, we cannot
exclude that radioresistant ILC from the recipient might persist
and could contribute to the regulation of intestinal inflammation.
However, Hanash et al*® showed that ILC were eliminated during
aGVHD. The role of IL-22 in T-cell activation seems to be indirect
given the restricted expression of IL-22R on non-hematopoietic
cells.”'® However, we cannot exclude that antigen-presenting
cells (APC) could modulate the alloreactive response in the
absence of IL-22. Indeed, it has been reported that hematopoietic
CD11b+ APCs expressed increased levels of IL-22R during
induction of disease after immunization with uveitogenic
antigen in an experimental model of autoimmune uveitis.3’
Despite  previous findings showing that MHC (major
histocompatibility complex) class ll-bearing host APCs are
required to induce CD4+ T-cell dependent aGVHD,*® recent
reports indicated that non-hematopoietic APCs are sufficient to
induce lethal aGVHD.>*° In fact, MHC class Il-expressing recipient
non-hematopoietic cells of the %astrointestinal tract were shown
to be able to induce aGVHD.*° By using well established BM
chimeras, the group of Reddy and colleagues recently
demonstrated that sex-mismatched H-Y antigens can induce
GVHD even in the absence of radiosensitive host-derived APC.*°
Thus, one may speculate that the modulation of IFN-y in the
gastrointestinal tract in the absence of IL-22 could impair the
induction of class Il expression on epithelial cells, leading to
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Figure 6. Absence of T-cell-derived IL-22 decreases inflammatory gene expression in aGVHD target tissues. Lethally irradiated BALB/c mice
were transplanted with B6 TCD BM and either B6.WT or B6.IL-22 =/~ T cells. Quantitative reverse transcriptase-PCR analysis for each indicated
gene was performed using RNA isolated from the lung, skin and small intestine collected at day 6 after allo-HCT. Mean + s.e.m. of gene
expression levels are represented. Data are combined from three independent experiments (n=12).

decreased incidence and severity of aGVHD. Interestingly, both
TNF-o and IFN-y have been shown to upregulate IL-22R expression
in keratinocytes and fibroblasts, suggesting that these cytokines
released after conditioning may amplify IL-22 activity on target
tissues of aGVHD.'**! Notably, it has been recently reported that
the C-type lectin regenerating-islet-3a (REG3a), which is produced
by Paneth cells and induced by IL-22, is detected in the serum of
aGVHD patients and validated as a biomarker of intestinal

© 2013 Macmillan Publishers Limited

aGVHD.** Therefore, REG3a. expression likely increased upon
inflammation and is then released into the systemic circulation
as a consequence of breaches in the mucosal epithelial barrier
caused by aGVHD. Interestingly, we also observed in our model an
increase in antimicrobial peptide expression, such as (-defensin3
and cathelicidin, during aGVHD. As expected, in the absence of
IL-22, the expression of these molecules was downregulated.
Of note, another alarmin, namely Elafin, was also reported as a
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biomarker of human skin aGVHD.*® Finally, because of the critical
role of IL-22 in keratinocyte differentiation and pathology of the
skin,®®** we can also speculate that IL-22 could mediate a role in
skin pathology during GVHD. Indeed, recent data demonstrated a
crucial role of IL-22 in thymic regeneration after thymic injury. In
the elegant study of Dudakov et al,*> they observed that
intrathymic IL-22 was produced by ILC after thymic insult and
was essential to promote thymic recovery. Thus, this study
emphasize the importance of IL-22 in allo-HCT by inducing a
delicate balance between T-cell recovery and adverse effects on
alloreactivity.

Overall, findings from this work suggest a potential important
role of IL-22 in aGVHD pathophysiology. From the translational
standpoint, the IL-22/IL-22R axis need to be further explored to
delineate its inflammatory versus protective effects in GVHD.
Data showing that blocking donor-derived IL-22 can attenuate
aGVHD without impairing the GVL effect support the design of
clinical approaches aiming to target IL-22 pathways in allo-HCT
patients.
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Résumé :

La réaction du greffon contre I’héte (GVHD) aigué reste une complication majeure de
I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques limitant le succes de ce traitement.
La GVHD aigué est liée a la reconnaissance et la destruction par les lymphocytes T
alloréactifs du donneur des tissus cibles du receveur (peau, tube digestif et foie), apres
activation par les cellules dendritiques du receveur. Si le role des lymphocytes Th17
dans la GVHD aigué a été mis en évidence dans des modeéles murins, leur réle chez
I’homme est moins clair. Nous avons exploré la présence des lymphocytes Th17 dans
la muqueuse digestive de 23 patients et dans la peau de 38 patients lors du diagnostic
de GVHD aigué, au moyen de 2 marqueurs des Th17, CCR6 et CD161 et du facteur
de transcription des Th17, RORyt. Il existe une augmentation significative des
cellules CCR6", CD161" et RORyt™ dans la muqueuse digestive et la peau des patients
avec une GVHD aigué. De plus, comme il a été rapporté que les cellules dendritiques
plasmocytoides (PDC) favorisent la différenciation des lymphocytes Th17, nous
avons voulu quantifier chez ces patients les PDC au moyen des 2 marqueurs, CD123
et BDCAZ2. Il existe une augmentation des PDC dans la muqueuse digestive et la peau
des patients avec une GVHD aigué. De plus la forte expression de la protéine induite
par I’IFN de type | Mx1 dans la peau des patients avec une GVHD aigué suggére que
les PDC sont fonctionnelles et produisent de I’IFN de type I. L’ensemble de ces
résultats suggere I’existence d’une réponse médiée par les lymphocytes Th17 dans la
GVHD aigué digestive et cutanée ainsi qu’un nouveau lien physiopathologique entre
les PDC et les lymphocytes Th17.

Mots clés : hématologie, immunologie, allogreffe de cellules souches hématopoiétiques,
réaction aigué du greffon contre 1’hdte, lymphocytes Th17, cellules dendritiques
plasmocytoides

Plasmacytoid dendritic cells and Th17 immune response contribution in acute
graft-versus-host disease after allogeneic stem cell transplantation

Abstract :

Acute graft-versus-host disease (GVHD) remains a major complication following
allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) limiting the success of the therapy.
GVHD is the result of alloreactive donor T cells attacking host tissues: the skin, gut
and liver after activation by the recipient dendritic cells. The contribution of Thl7
cells in acute GVHD has been demonstrated in mouse models. However their
contribution in human acute GVHD remains unclear. We evaluated the presence of
Th17 cells in the intestinal mucosa of 23 patients and the skin of 35 patients at
diagnosis of acute GVHD using CCR6 and CD161, 2 markers of Thl7 cells, and
RORyt the key transcription factor of Th17 cells. CCR6", CD161" and RORyt" cells
were significantly increased in the intestinal mucosa and the skin of patients with
acute GVHD. Since plasmacytoid dendritic cells (PDC) have been reported to drive
the differentiation of the Th17 subset, we quantified PDC using 2 markers CD123 and
BDCA. PDC were significantly increased in the intestinal mucosa and the skin of
patients with acute GVHD. Moreover, we observed a strong expression of the type |
IFN-inducible protein Mx1 in the skin of patients with acute GVHD, suggesting that
PDC produce type | IFN. Overall this study provides evidence for a Th17-mediated
response and a potential pathophysiological link between PDC and Thl7 in human
acute GVHD.

Keywords : hematology, immunology, allogeneic stem cell transplantation, graft-
versus-host disease, Th17 cells, plasmacytoid dendritic cells
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