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INTRODUCTION

L’allogrefte de cellules souches hématopoiétiques (Allo-CSH) demeure a ce jour le seul
traitement potentiellement curateur pour de nombreux patients atteints d’hémopathies
malignes, d’hémoglobinopathies graves ou de déficits immunitaires séveres. Grace aux progres
réalisés lors des derniéres décennies, I'utilisation de cette thérapie cellulaire a été croissante,
passant de quelques cas dans les années 80 a plus de 1900 allogreffes de CSH réalisées en
France en 2018 (Données de I’ Agence de la Biomédecine). Néanmoins, seuls 30% des patients
disposent d’un donneur familial HLA-identique. Par conséquent, 'utilisation de greffons dits
alternatifs (donneurs non-apparentés HLA-compatibles, sangs de cordon ombilical ou donneurs

haploidentiques) s’est considérablement développée.

L’allogreffe de cellules souches haploidentiques (Haplo-CSH), c’est-a-dire a partir d’un
donneur familial partageant un seul haplotype, est associée a une alloréactivité bidirectionnelle
majeure, conduisant a des résultats initiaux décevants en raison d’une toxicité importante et
d’une mortalité liée a la procédure . Heureusement, le développement d’une nouvelle stratégie
de prévention de la maladie aigiie du greffon contre ’hdte (GvHD) basée sur I’administration
intraveineuse de cyclophosphamide (PTCy) apres Haplo-CSH a considérablement amélioré les
taux de GVHD, la mortalité non-liée a la rechute et la prise de greffe dans ce contexte 27, Ainsi,
des études rétrospectives ont récemment rapporté des taux de survie globale et sans rechute
aprés Haplo-CSH comparables a ceux observés apres greffe a partir d’un donneur HLA-

identique (apparenté ou non apparenté) >/,

Les mécanismes d’action du PTCy commencent a étre bien élucidés. L’administration du PTCy
induit une altération fonctionnelle des lymphocytes T alloréactifs, sans effets toxiques sur les
cellules souches hématopoiétiques ®. De plus, les lymphocytes T régulateurs du greffon peuvent

résister a la cytotoxicité du PTCy et contribuer a la prévention de la GVHD !. En effet, aprés



stimulation allogénique, les lymphocytes T régulateurs du donneur expriment un taux important
d'aldéhyde déshydrogénase, enzyme responsable de la détoxification du cyclophosphamide in

vivo, permettant a ceux-ci de résister a la cytotoxicit¢ du PTCy.

Néanmoins, des incidences ¢élevées de complications infectieuses et en particulier de
réactivations virales ont été rapportées aprés Haplo-CSH avec administration de PTCy °-!!. Plus
précisément, une augmentation de la charge virale de I’Epstein Barr-Virus (EBV) a ét¢ observée
chez 19 a 53% des patients *'%!2 et jusqu'a 72% des patients avec un suivi plus long (2 ans) °.
Alors que ’EBV est un herpées-virus détectable et asymptomatique chez plus de 95 % de la
population adulte immunocompétente, les lymphoproliférations post-transplantation associées

a ce virus peuvent mettre en jeu le pronostic vital des patients aprés Allo-CSH 314,

De nombreuses études ont démontré que I’'immunité innée, et en particulier les lymphocytes T
gamma delta (y/3), jouait un role dans la surveillance immunitaire de 'EBV. De Paoli ef al. ont
ainsi décrit une expansion lymphocytaire T /0 lors de la phase aigué¢ de la mononucléose
infectieuse induite par I'EBV ; suggérant leur role possible dans le contrdle de 1'infection 5.
D’autre part, une sous-population de lymphocytes T y/3, de phénotype Vy9*V32*, a montré
une activité cytotoxique directe, in vitro et in vivo (aprés culture et stimulation par
aminobisphosphonates), sur des lignées cellulaires lymphoblastoides infectées par ’EBV '°,
Les lymphocytes T y/0 ont la particularité de présenter a la fois des caractéristiques de
I’immunité innée et adaptative !7, et différent des lymphocytes T conventionnels o/p non pas
seulement par la composition du TCR, mais également par leur développement, leur
distribution tissulaire et leurs fonctions physiologiques '%-2°. Le contingent de lymphocytes T
V62" est notamment la population lymphocytaire T y/6 prédominante dans le sang périphérique

de I’adulte 2!

Aprés Allo-CSH, une expansion de lymphocytes T y/6 V81" a notamment été décrite chez un

patient présentant une augmentation de la charge virale EBV apres greffe de sang de cordon
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ombilical ?2. Plus récemment, des corrélations inverses ont été rapportées aprés Haplo-CSH
entre les taux de lymphocytes T CD4/CD8" ou de lymphocytes T y/6 V52 et I'augmentation
de la charge virale EBV aprés utilisation de fortes doses de sérum antilymphocytaire >4, Pour
autant, la reconstitution immunitaire des patients recevant une Haplo-CSH avec administration

de PTCy reste insuffisamment documentée a ce jour.

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail de thése était d’évaluer la reconstitution immunitaire
de patients recevant une Allo-CSH avec utilisation de greffons de cellules souches
périphériques, et plus particulierement d’étudier I’impact de 1’administration de PTCy sur les

populations lymphocytaires T y/6 en lien avec le devenir clinique post-greffe.

Apres avoir donné une perspective générale de 1I’Allo-CSH, nous allons discuter des
populations lymphocytaires T /5, et du virus EBV ainsi que des pathologies qui lui sont
associées (en particulier les lymphoproliférations post-transplantation). Nous exposerons alors

les travaux réalisés lors cette thése de doctorat.
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L’ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

1. Définition

L’Allo-CSH est une procédure thérapeutique complexe reconnue comme efficace et curative
en traitement de nombreuses hémopathies malignes et non malignes. Au cours de I’année 2018,
I’European Society for Bone and Marrow Transplantation (EBMT) a ainsi rapporté plus de 19
000 allogreffes réalisées sur un total de 701 centres internationaux 2°. Le concept initial de
remplacement médullaire a évolué au gré du temps mais reste le socle thérapeutique de certains
déficits immunitaires séveres, de formes graves d’hémoglobinopathies ou de maladies

congénitales séveres.

Plus précisément, les interactions immunologiques entre les cellules immunitaires du greffon
et les tissus du receveur, lors des reconstitutions hématopoiétique et immunitaire, au décours
de I’Allo-CSH peuvent s’accompagner d’un effet antitumoral (« effet du greffon contre la
maladie ») et de complications (« maladie du greffon contre 1’hote », infections séveres...). Il
est donc essentiel de penser I’ Allo-CSH comme une thérapie cellulaire antitumorale dans les

indications hématologiques malignes.
2. Historique

En 1945, au décours des explosions atomiques au Japon, le monde scientifique étudiait I’impact
de la radioactivité sur I’hématopoiése et apportait les premieres connaissances fondamentales
sur les cellules souches hématopoiétiques (CSH).

En étudiant les effets d’une irradiation létale sur des modéles murins, Jacobson et al. 2¢
découvraient les rdles cruciaux de la rate et des fémurs dans 1’hématopoiése physiologique 2%
28 et démontraient pour la premiére fois une reconstitution hématologique aprés irradiation. En
1950, Lorenz et al. confirmaient I’effet protecteur sur 1I’hématopoi¢se d’une infusion

intraveineuse de moelle osseuse chez des modéles murins irradiés 2°. Entre 1950 et 1955, il fut

¢tabli que les CSH d’un donneur syngénique étaient capables de reconstituer une moelle
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osseuse chez le receveur apreés irradiation 3°. On apportait alors le nom de chimére & I’animal
recevant le systéme hématopoiétique de I’animal donneur !

En 1958, Mathé er al. réalisaient la premicre expérience d’infusion de moelle osseuse chez
I’étre humain. Plus précisément, chez 6 physiciens ayant développé une aplasie médullaire au
décours d’un accident nucléaire en Yougoslavie, cinq présentaient alors une reconstitution
hématopoiétique transitoire *2. Ensuite, en 1959, Thomas et al. décrivaient la premiére prise de
greffe d’un patient leucémique transplanté avec un greffon de jumeau homozygote 3. Dés 1960,
Beilby et al. rapportaient une reconstitution hématologique partielle chez un patient atteint de
lymphome de Hodgkin recevant un greffon de donneur non apparenté 3*. Au total, 19 Allo-CSH
étaient rapidement décrites avec des résultats divers 3336 : 13 décés sans prise de greffe, 2

reconstitutions hématologiques autologues et 4 prises de greffe rechutant dans les 3 premiers
mois.
Dés 1966, on dénombre 417 allogreffes réalisées avec pour principaux résultats 3

reconstitutions hématologiques durables 3. De nombreuses équipes considérent alors 1’ Allo-

CSH comme un traitement sans avenir (Figure 1).
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L’équipe d’E.D. Thomas a Seattle entreprenait alors la majorité des travaux fondamentaux sur
des mode¢les canins. Les principaux problémes rencontrés étaient le rejet précoce du greffon par
I’organisme receveur et la « maladie du greffon contre I’hote » (« Graft-versus-Host Disease »
ou GvHD, initialement appelée « syndrome secondaire »). Ces syndromes secondaires
apparaissaient apres prise de greffe et se caractérisaient par de la diarrhée, une perte de poids,

des atteintes cutanées et des 1€sions hépatiques.

En 1966, Billingham et al. décrivaient les conditions du développement de la GvHD 33 :

= Le greffon doit contenir des cellules immunitaires compétentes.
» Le receveur doit exprimer des antigénes différents de ceux du donneur.

= L’héte doit étre incapable de développer une réponse effectrice contre le greffon.

Plus récemment, un quatrieme critére fut ajouté : « les cellules immunitaires effectrices doivent
migrer dans les tissus cibles » 3°.

La découverte du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) ou Human Leucocyte
Antigen (HLA) par Jean Dausset fut déterminante pour le développement de I’ Allo-CSH “°.

A partir des années 1970, les équipes d’hématologie réalisaient des Allo-CSH avec des
donneurs familiaux HLA-compatibles (dits « génoidentiques ») dans le traitement de leucémies
aigués et d’aplasies médullaires. L’utilisation de molécules de chimiothérapie telles que le
méthotrexate apres Allo-CSH permettait notamment d’améliorer la prise de greffe et de réduire
le risque de GvHD *!. Dans les années 1980, I’association de la ciclosporine au méthotrexate a
permis de réduire a nouveau le risque de GvHD .

Lors des années 1980, on assiste a une augmentation considérable du nombre d’Allo-CSH en
raison de progrés majeurs : la diversification des types de greffons et ’apparition de techniques
de cryopréservation. Des 1981, les équipes d’E.D Thomas décrivaient une réduction
significative de I’incidence des rechutes chez les patients allogreffés qui développaient une
GvHD aigué et/ou chronique. Plusieurs études démontraient alors une corrélation entre la

survenue de la GvHD et une amélioration de la survie sans rechute. Plus précisément, la
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survenue d’une GvHD chronique s’associait a une augmentation de la survie tandis que la
survenue d’une GVHD aigué n’améliorait pas la survie en raison d’une augmentation
importante de la mortalité précoce aprés 1’ Allo-CSH 4345,

En 1988, Gluckman et al. réalisaient la premiére Allo-CSH de sang placentaire chez un enfant
atteint d’un Syndrome de Fanconi 4 et depuis les années 2000, cette source de greffon s’est
progressivement ¢largie aux adultes. Dés 1995, les études menées sur les cellules souches
périphériques (CSP) permettaient une stimulation/mobilisation par injection de facteurs de
croissance (Granulocyte Colony-Stimulating Factor ou G-CSF) et un recueil par cytaphérése
sanguine. Les CSP représentent aujourd’hui la principale source de CSH (environ 75%) 47.
Grace aux nombreux progres réalisés depuis 1980 (développement des conditionnements a
intensité réduite, diversification des sources de greffon, meilleure prise en charge des
complications infectieuses, soins de supports...), on assiste a un nombre croissant d’indications.

Le nombre annuel d’Allo-CSH a ainsi augmenté de 37% depuis 2005 “® (Figure 2).
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Figure 2. Histoire de 1'allogreffe de CSH de 1957 a 2006.

Appelbaum ez al. N Engl J Med 2007
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3. Effet antitumoral de I’allogreffe de CSH

Dés 1956, I’effet immunologique bénéfique de 1’Allo-CSH sur la tumeur, dit effet « Graft
versus Tumor » (GvT) ou « Graft versus Leukemia » (GvL), fut mis en évidence sur des
modeles murins. En étudiant 1’éradication de cellules leucémiques chez des souris irradiées
recevant un greffon allogénique non-syngénique, Barnes ef al. observaient pour la premiere fois
leffet GVL #>°°. Ces observations ont alors incité Kolb ef al. a transfuser des lymphocytes de
donneur (DLI) chez les patients allogreffés de CSH en rechute 5': cette thérapeutique
s’accompagnant alors de complications graves et notamment de GvHD 32, Depuis ces prémices,
l'effet GvL des DLI a largement ét¢ documenté par I’obtention de réponses tumorales

completes, plus particulierement dans le cadre de la leucémie myéloide chronique.

Outre les cellules présentatrices d’antigenes (CPA), les cellules de I’immunité impliquées dans
I’effet GvL sont principalement les lymphocytes T CD4", CD8" et les lymphocytes NK. Les
lymphocytes T sont cruciaux dans I’effet GvL et il a ét¢ démontré un risque supérieur de rechute
chez les patients recevant des greffons déplétés en lymphocytes T 3.

Les antigénes ciblés par I’effet GvL sont essentiellement les antigénes mineurs
d’histocompatibilité et les peptides polymorphiques présentés par les molécules HLA des
cellules du receveur. Cette immunogénicité des antigénes mineurs d’histocompatibilité résulte
notamment d’un polymorphisme nucléotidiques dans les genes homologues du donneur ou du
receveur >,

Lorsque les lymphocytes T du donneur sont activés par un antigéne mineur d’histocompatibilité
du receveur (exprimé sur les cellules hématopoiétiques ou sur les cellules endothéliales), ils
engendrent un effet GvL et une GvHD. En revanche, lorsque les lymphocytes T sont activés
par un antigéne mineur d’histocompatibilit¢ uniquement exprimé a la surface des cellules
hématopoiétiques du receveur, seul un effet GvL est observé (Figure 3) . La production

d’anticorps dirigés contre des geénes exprimés sur le chromosome Y de patients masculins
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allogreffés avec un donneur féminin a également été associée a I’effet GvL, a une diminution

du risque de rechute et a une augmentation du risque de GvHD chronique °.
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Figure 3. Illustration des effets GvL et GVHD.
Bleakley et al. Nat Rev Cancer 2004

4. Procédure de I’allogreffe de CSH

L’Allo-CSH peut étre décomposée en plusieurs étapes (Figure 4). :

» La validation de I’indication.

» Le choix du donneur.

» Le recueil d’un greffon et la réalisation du conditionnement.
» L’infusion des CSH.

» La reconstitution hématologique et immunologique.
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Figure 4. Etapes de I’allogreffe de CSH.

a. Les indications

Réservée historiquement au traitement des leucémies aigu€s, de la leucémie myéloide
chronique et des aplasies médullaires, les indications de I’ Allo-CSH se sont progressivement
¢largies a d’autres hémopathies malignes (syndromes myélodysplasiques, néoplasies
my¢loprolifératives, hémopathies lymphoides), aux hémoglobinopathies (thalassémie f
majeure, drépanocytose), aux déficits immunitaires congénitaux séveres et a certaines maladies

métaboliques (leucodystrophie, ostéopétrose).

Aujourd’hui, les principales indications d’Allo-CSH en France (Figure 5) sont :

= Les leucémies aigués myéloides (LAM) de pronostic intermédiaire et défavorable.
» Les leucémies aigu€s lymphoblastiques (LAL) de haut risque.

= La my¢lofibrose primaire ou secondaire.

= Les aplasies médullaires selon I’age et la réponse au traitement.

= Les syndromes my¢lodysplasiques (SMD) de risque €levé.
18
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Figure 5. Indications des allogreffes de CSH en France en 2018.
Données de I’Agence de Biomédecine.

www.agence-biomedecine.fr

Leucémie aigué

Ces indications évoluent au gré des progres, tant en termes d’efficacité qu’en termes de toxicité

de la procédure, de 1’émergence de nouvelles thérapeutiques ciblées et des progres biologiques

(en particulier cytologiques, cytogénétiques et moléculaires) (Figure 6). Ces indications sont

discutées selon 1’age du patient, ses comorbidités et la disponibilité d’un greffon 7.
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Figure 6. Evolution des indications d’allogreffe de CSH en France.
Données de I’Agence de Biomédecine.

www.agence-biomedecine.fr

b. Le choix du donneur et du type de greffon

Le choix d’un donneur respecte en premier lieu I’histocompatibilit¢ HLA entre le donneur et le
receveur. Le systétme HLA, découvert par Jean Dausset et récompensé d’un prix Nobel en 1980,
est un systeme comprenant plus de 200 genes situés sur une région du bras court du
chromosome 6 et divisée en 3 parties (HLA de classe 1, II et 1IT) 387,

Les génes du systeme HLA sont majoritairement impliqués dans la réponse immunitaire et ont
la caractéristique commune d’étre polymorphes et d’expression co-dominante. La transmission

a la descendance respecte des haplotypes complets.

Le systeme HLA de classe I est exprimé par une grande majorité des cellules nucléées de

I’organisme et par les plaquettes. Les principaux loci sont nommés A, B et C. La fonction
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essentielle de ces molécules HLA est de présenter les antigénes des pathogenes

endocytoplasmiques aux lymphocytes T cytotoxiques CDS8",

Le systtme HLA de classe II est exprimé par les CPA : les macrophages, les cellules
dendritiques, les lymphocytes B et les lymphocytes T activés. Les principaux loci sont nommés
DR, DQ et DP. Les molécules HLA de classe II lient les peptides dérivés des antigenes
internalisés dans les compartiments endosomiques de la cellule. Ces antigénes sont alors
reconnus par les lymphocytes T auxiliaires naifs lors de I’étape initiale de la réponse

Immunitaire.

Dans le contexte de I’Allo-CSH, les lymphocytes T du receveur peuvent reconnaitre comme
étrangers les antigénes du greffon et le rejeter. Inversement, les lymphocytes du donneur
peuvent engendrer une GvVHD par reconnaissance des antigénes tissulaires du receveur. La
sélection du donneur est donc essentielle dans la réussite d’une Allo-CSH par respect d’une

histocompatibilité dite 10/10 (2 alleles A, B, C, DRB1 et DQBI).

Les donneurs HLA-compatibles peuvent étre apparentés (ou intrafamilial) au receveur. Ils sont

alors dits :

= Génoidentiques : il s’agit des freres et sceurs du patient de compatibilit¢ HLA 10/10.
Chaque frére et sceur a une chance sur 4 d’étre génoidentique avec le patient.
= Haploidentiques : il s’agit des parents, des enfants, ou des fréres et sceurs, partageant un

haplotype, la compatibilité sera au moins de 5/10.

Dans 70% des cas, il n’existe pas de donneur apparent¢ HLA-compatible et les donneurs
recherchés sont alors non-apparentés au receveur. La recherche d’un donneur extrafamilial est
réalisée dans registre international nommé Bone Marrow Donors Worlwide et le greffon est

alors prélevé chez un volontaire sain. Ce registre dénombrait en 2020 plus de 38 millions de
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donneurs et plus de 730 000 unités de sangs de cordons placentaires au sein de 98 registres et

54 pays. Les chances de trouver un donneur compatible sur ce registre approchent les 40 %.

Sang placentaire non
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identique

Non apparenté hors
sang placentaire

~

Apparenté mismatch
(dont 458 haplo-identiques)

Figure 7. Répartition des allogreffes de CSH par type de donneur en 2018.
Données de I’Agence de Biomédecine.

www.agence-biomedecine.fr

En France, les allogreffes réalisées a partir de donneurs non apparentés ont représenté la
majorité des allogreffes de CSH en 2018 et leur importance tend a augmenter au fil du temps
en lien avec les politiques de dons volontaires de moelle osseuse (Figure 7 et 8). En effet, les
registres de donneurs deviennent plus importants, et donc la probabilité de trouver un donneur

compatible croit et permet d’offrir une opportunité d’allogreffe a de nouveaux candidats.

22



1966 1964 1958

1946
1872 1902

2000 -
1800 1772 1721
1656

1600 { 1539

1400 -
1200 -

1000 -

800 - 156 277

316 375 458

600

400

200

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

B Apparentées non haplo-identiques Apparentées haplo-identiques
mNon apparentées

Figure 8. Evolution du nombre d’allogreffes de CSH par type de donneur.
Données de I’Agence de Biomédecine.

www.agence-biomedecine.fr

Les autres critéres pris en compte dans le choix du donneur sont ensuite :

» Larichesse pour les unités de sang de cordons placentaires.

» Le statut sérologique pour le cytomégalovirus.

= [’age du donneur.

* Le sexe du donneur (en évitant les donneurs féminins et allo-immunisés).

= Le groupe sanguin ABO rhésus.

23



Apres sélection du donneur, il existe différentes sources de greffon :

= Lamoelle osseuse (MO) : prélevée par ponction osseuse sous anesthésie générale.
= Les cellules souches périphériques (CSP): prélevées par cytaphérése apres
stimulation/mobilisation par injection de facteurs de croissance.

» Le sang de cordon placentaire : provenant de dons volontaires.
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Figure 9. Evolution de la répartition des sources de greffon de CSH.

www.agence-biomedecine.fr

En France, les CSP représentent aujourd’hui la principale source de greffons (73% en 2018)
(Figure 9). La relative facilité technique de leur recueil, leur richesse supérieure en CSH et en
lymphocytes T expliquent que les CSP soient choisies préférentiellement par rapport a la MO,
qui conservent une place importante, notamment dans les indications hématologiques non
malignes. L’utilisation des unités de sang de cordons placentaires reste trés minoritaire (environ
4%).
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c. Le conditionnement de [’allogreffe de CSH

Le conditionnement est une séquence thérapeutique permettant de détruire les cellules
tumorales du receveur par I’administration d’une chimiothérapie et/ou d’une radiothérapie a
forte intensité, avant d’infuser le greffon d’un donneur. On obtient alors des effets antitumoral,

my¢loablatif et immunosuppresseur. Les principaux types de conditionnement sont :

* Le conditionnement my¢loablatif qui est le conditionnement conventionnel dont la toxicité
importante limite 1’utilisation chez les patients de plus de 50-55 ans et/ou présentant des
comorbidités.

» Le conditionnement d’intensit¢ réduite, définit par une intensit¢ moindre et une
my¢losuppression transitoire, permettant de réduire la morbi-mortalité induite et de rendre
I’ Allo-CSH accessible a des patients agé et/ou ayant des comorbidités.

= Les conditionnements myéloablatifs a toxicité réduite ont été rapportés plus récemment >7-60-
62 et ont pour caractéristique d’étre myéloablatifs tout en maintenant un profil de tolérance

compatible avec la greffe du sujet agé et/ou ayant des comorbidités.

5. Complications de I’allogreffe de CSH

a. Lerejet de greffe

La prise de greffe est définie comme les trois premiers jours consécutifs ou le taux de
polynucléaires neutrophiles est supérieur ou égal a 0,5 x 10%/L. Le rejet de greffe primaire est
une complication rare classiquement définie par I’absence de prise de greffe dans les 42 jours
suivant la transplantation. Si le rejet de greffe intervient au décours d’une prise de greffe initiale
on parle de rejet de greffe secondaire. Les principaux facteurs de risque sont une faible richesse
du greffon, les mismatchs HLLA, la présence d’un anticorps anti-HLA chez le receveur dirigé
contre un antigene HLA du donneur, le sang de cordon placentaire, les greffons déplétés en

lymphocytes T et les infections virales actives.
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b. La réaction du Greffon contre I’Hote

La GvHD est une pathologie de type allo-immun, secondaire a la reconnaissance d’antigenes
du receveur par les cellules immunocompétentes du donneur. Cette complication fréquente est
la source d’une morbidité et d’une mortalité non négligeables. Son mécanisme d’action et sa

présentation clinique différent selon son caractére aigu ou chronique.

Historiquement, les GVHD aigué et chronique sont définies respectivement comme survenant
dans les 100 premiers jours ou au-dela des 100 premiers jours apres allogreffe de CSH. En
2005, la conférence de consensus du NIH (National Institute of Health) a établi la définition
des GvHD aigué et chronique sur le type de manifestations cliniques plutot que sur le moment

de survenue par rapport a la greffe (Tableau 1) .

Tableau 1. Classification de la GvHD aigué et chronique.
Filipovich et al. Biol Blood Marrow Transplant 2005

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

Acute GVHD

Classic acute GYHD =100d Yes No

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

Classic chronic GYHD 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.

Ainsi, certains patients présentent des GvHD aigués tardives, récidivantes, persistantes, et
d’autres associent des signes de GvHD aigué et chronique correspondant a des formes de
chevauchement. La GvHD chronique peut apparaitre de novo sans GvHD aigué préalable,
lorsqu’elle fait suite a une GvHD aigué aprés un intervalle libre (forme « quiescente ») ; ou
succéder a une GvHD aigué sans intervalle libre (forme « progressive ») avec un plus mauvais

pronostic 6463,
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La GvHD aigué touche environ 30 & 50 % des patients allogreffés de CSH et les organes les
plus atteints sont la peau, le tube digestif et le foie. Au stade initial, la GVHD aigué cutanée
touche avec prédilection les faces palmaires des mains et des pieds. L’atteinte cutanée se
présente ensuite sous la forme d’un rash cutané pouvant évoluer vers des bulles pour les formes
les plus séveres. L’atteinte digestive de la GvHD aigué€ comprend des nausées, des douleurs
abdominales, une diarrhée aqueuse voire parfois des rectorragies. La GvHD aigué hépatique se
manifeste essentiellement par une cholestase. La sévérité des atteintes de GvHD aigué se cote

du grade I pour les formes les plus légeres au grade IV pour les formes les plus séveres.

La prévention de la GvHD aigué est primordiale et repose le plus souvent sur 1’association d’un
inhibiteur de calcineurine telle que la ciclosporine avec un antimétabolite comme le
méthotrexate ou le micophénolate mofétil. L’administration de sérum antilymphocytaire dans

le conditionnement de I’allo-CSH contribue également a la prévention de la GVHD aigué.

Un modéle physiopathologique impliquant trois étapes a été proposé par Reddy et Ferrara ,

accordant un role prépondérant aux lymphocytes T du greffon et aux cytokines (Figure 10):
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Figure 10. Modé¢le physiopathologique de la GVHD aigue.
Reddy et Ferrara. Blood Rev 2003

Lors de la phase 1, des lésions tissulaires induites par le conditionnement engendre la
production transitoire de cytokines proinflammatoires (interleukine-1, Tumor Necrosis
Factor o), activant les CPA de I’hote. Le conditionnement est également responsable d’une
perte de la diversité microbienne qui par sécrétion de métabolites participe a I’homéostasie
immunitaire.

Lors de la phase 2, les CPA de I’hdte activent les lymphocytes T alloréactifs du donneur,
présents au sein du greffon. Ces derniers vont proliférer et se différencier en lymphocytes
de type Thl et Th17, des lymphocytes T cytotoxiques et des lymphocytes natural killer.
Lors de la phase III, les lymphocytes T cytotoxiques activés et les cytokines
proinflammatoires vont engendrer des Iésions de 1’épithélium des tissus cibles (peau, foie,
poumon et tube digestif). Ces Iésions tissulaires induiront le recrutement de cellules
my¢loides qui produiront des cytokines proinflammatoires et accroitront les Iésions
¢épithéliales.
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La GvHD chronique touche 40 a 70% des patients apres allogreffe de CSH dont elle représente
la principale complication & moyen et court terme ¢7-%°. La GVHD chronique présente des
similarités avec des maladies auto-immunes telles que la sclérodermie, le lupus érythémateux,
le syndrome de Gougerot-Sjogren, la polyarthrite rhumatoide, le lichen plan, la bronchiolite
oblitérante ou encore la cirrhose biliaire primitive. Les manifestations cliniques de la GvHD
chronique les plus fréquemment observées sont les atteintes cutanées (65 a 80%), buccales (48-
72%), hépatiques (40-73%) et oculaires (18-47%). La médiane de survenue est de 6 mois apres
la greffe et la majorité des cas se déclarent dans les 2 ans. Bien que la prévalence diminue a
partir de 2-3 ans, pres de 20% des patients atteints de GvHD chronique nécessitent un traitement
immunosuppresseur jusqu’a 5 ans aprés la greffe 7°. Par ailleurs, de nombreux patients
présentent des séquelles de GvHD chronique altérant la qualité de vie (syndrome sec,

bronchiolite oblitérante...).

L’évaluation de la sévérité de la GvHD chronique est donc une étape importante qui oriente la
décision thérapeutique et sert de référence pour le suivi de la réponse au traitement.

Une des premiéres classifications a été proposée par 1’équipe de Seattle en 1980 7! et portait sur
des criteres cliniques, biologiques et histologiques étudiés chez 20 patients allogreffés ayant
recu un conditionnement myéloablatif, avec comme source du greffon de la moelle osseuse

d’un donneur génoidentique.

La GvHD chronique était alors classifiée en limitée ou extensive (Tableau 2).
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Tableau 2. Classification de la GvHD chronique.
Shulman et al. Am J Med 1980

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
te chronie GVSD, plus:
a. Liver histology showing chronic aggressive hepatitis,
bridging necrosis or cirrhosis; or
b. Involverent of eye: Schirmer's test with less than 5 mm
wetling; or
¢. Involvement of minor salivary glands or oral mucosa
demonstrated on labial biopsy; or
d. Involvement of any other target organ.

Différents facteurs pronostiques ont été identifiés tels que 1’extension cutanée initiale (>50%
de la surface corporelle), le caractere progressif ou I’existence d’une thrombopénie. Des scores
de sévérité plus précis ont récemment été proposés par le NIH, basés sur des gradations des
atteintes organiques et constituant 3 groupes distincts : la GvHD 1égére, modérée et sévere
687273 Les principaux facteurs de risque établis sont I’Age du patient, un antécédent de GvHD
aigué, un donneur de sexe féminin avec un receveur de sexe masculin, 1’existence d’une
incompatibilité HLA, les greffons de fichier, I’administration de DLI et I’utilisation de CSP ™+
80

Sur le plan immunologique, la GvHD chronique s’associe a I’effet GvL mais I’intensité de la
GVHD chronique n’est pas corrélée a cet effet 3!, L’état d’ immunodépression associé a la GvHD
chronique et les infections induites sont les principales causes de mortalité non liée a la rechute

(NRM) chez les patients long-survivant aprés allogreffe 67-82-84,

30



D’autre part, ’administration de sérum antilymphocytaire, en adjonction au traitement
immunosuppresseur prophylactique, a permis d’obtenir une diminution significative du risque
de GvHD chronique y compris sévére, de GvHD chronique pulmonaire, de la NRM et une

amélioration de la qualité de vie des patients allogreffés de donneur apparenté et non-apparenté

67,82,85-88

Sila GvHD chronique survient fréquemment chez des patients ayant présenté une GvHD aigug,
la clinique et la physiopathologie de la GvHD chronique différent de celles de la GvHD aigué
8 Alors que la GvHD chronique a longtemps été considérée comme une réaction
lymphocytaire T en réponse aux antigénes du receveur, des données ont montré plus récemment

que les lymphocytes B jouaient également un role important dans ce phénoméne.

En effet, il existe une perturbation de 1'homéostasie lymphocytaire B au cours de la GvHD

lo 90
chronique. Une expansion de lymphocytes B CD21 a été observée avec un role supposé

dans I’auto-immunité °!. Par ailleurs, il a été décrit une diminution de la fréquence des cellules
B mémoires et des lymphocytes B Bl-like °> dans ce contexte. Une hyperréactivité des
récepteurs des cellules B pour I’antigéne (BCR, B cell receptor) a aussi été démontrée 3,
s’associant a des taux sériques élevés de BAFF (B cell activating factor of the TNF family) 4.
Récemment, il a ét¢ démontré un déficit en fréquence des lymphocytes B régulateurs chez les
patients avec une GvHD chronique sévére ou active *°, possiblement en lien a une réduction
des populations cellulaires productrices d’interleukine-10. Ce déficit des lymphocytes B
régulateurs s’associe a un déficit de reconstitution des cellules B mémoires et une expansion
des plasmablastes (Figure 11) °>°7. Enfin, il a été observé que la déplétion lymphocytaire B

par le rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20, au moment de I’allogreffe pourrait

diminuer I’incidence de GvHD chronique chez I’homme *3.
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Figure 11. Altération de I'homéostasie B dans la GVHD chronique.

de Masson ef al. Oncolmmunology 2015

Si le traitement de premicre ligne de la GvHD chronique est standardisé, il n’existe pas de
standard de traitement de la GvHD chronique réfractaire (ou cortico-résistante). Ainsi, le
traitement de seconde ligne repose régulierement sur des études de phase précoce ou
rétrospectives dont la faiblesse relative des effectifs, les critéres d’inclusion et d’évaluation de

la sévérité différents rendent la comparaison difficile.

Le traitement de premicre ligne repose sur la corticothérapie (I1mg/kg/24h de prednisone)
¢ventuellement associé a la reprise de la ciclosporine. Ce traitement doit étre diminué de
maniére trés progressive aprés recul suffisant sur son efficacité *

La GvHD chronique est considérée comme réfractaire s’il existe une progression des
symptomes sous Img/kg/24h de prednisone, ou une stabilité au-dela de 4 semaines de
traitement sous au moins 0,5mg/kg/24h de prednisone ou I’impossibilit¢ de diminuer la
corticothérapie en dessous de 0,5mg/kg/24h et nécessitant I’ institution d’un traitement de 2°m¢

ligne.
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En seconde ligne de traitement, les principaux traitements proposés sont les bolus de corticoides
100 1a photochimiothérapie extracorporelle %1% le mycophénolate mofétil 1%, le rituximab
106,107 "Jes inhibiteurs de tyrosine kinase '8, les anti-JAK 1/JAK?2 (ruxolitinib) et les anti-Bruton
tyrosine kinase (ibrutinib).

Alors que la moiti¢ des patients traités répondent a la corticothérapie, la GvHD chronique
réfractaire reste aujourd’hui associée a une morbi-mortalité importante. La majorité des patients

poursuivent un traitement immunosuppresseur pendant 12 mois, et plus de la moitié des patients

sont toujours sous traitement a 24 mois.

¢. La reconstitution hématologique et immunologique

Apres une Allo-CSH, la reconstitution des différentes populations de cellules immunitaires
respecte plusieurs phases (figure 1). Au décours du conditionnement, les patients subissent une
« phase aplasique » (neutropénie sévere ou phase de pré-greffe) jusqu'a ce que les neutrophiles
se reconstituent (Figure 12) '%°. La dose totale de cellules nucléées (CNT) et la dose de cellules
CD34" dans le greffon sont des facteurs essentiels pour la prise de greffe. Les greffes de sang
de cordon ombilical contiennent notamment des taux de CNT inférieurs a ceux de la greffe de
moelle osseuse (GMO) et de la greffe de cellules souches du sang périphérique (CSP), ce qui
augmente le temps de prise de greffe (sortie des neutrophiles vers 14 jours apres greffe de CSP,
vers 21 jours apres greffe de MO et vers 30 jours apres greffe de sang de cordon ombilical
MO Une dose élevée de CNT a récemment été associée a une amélioration de la survie globale
(SG), a une diminution des rechutes et a une incidence accrue de GvHD chronique chez les
patients recevant un greffon de CSP 2, D'autre part, les patients recevant un greffon de CSP
avec un taux élevé de CD34" présentaient une prise de greffe des plaquettes plus rapide, au

détriment d’une SG plus faible et d’un taux de rechute plus élevé '13.
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Figure 12. Reconstitution immunologique apres allogreffe de CSH.
Storek J et al. Expert Opin Biol Ther 2008

Les courbes représentent la reconstitution des différentes populations immunitaires. La courbe
orange représente les cellules de I’immunité innée (neutrophiles, monocytes, lymphocytes
natural killer) ; la courbe verte représente les lymphocytes T CD8 et les lymphocytes B ; la

courbe bleue représente les plasmocytes et les cellules dendritiques ; la courbe rouge
représente les lymphocytes T CD4.

Au décours de I’aplasie, I’immunodépression persiste malgré la restauration des fonctions
phagocytaires. La reconstitution immunitaire lymphocytaire est un processus intervenant dans
les mois suivant la prise de greffe. Ainsi, I’'immunocompétence n’est retrouvée qu’apres de
nombreux mois et certains patients présentent toujours certains déficits immunitaires plusieurs
années apres une allogreffe de CSH. Typiquement, les lymphocytes natural killer sont les
premiers lymphocytes a se reconstituer, suivi par les lymphocytes T CD8" qui atteignent des
valeurs physiologiques entre 2 et 8 mois aprés la greffe. Les lymphocytes B puis les

lymphocytes T CD4* se reconstituent dans un délai proche des lymphocytes T CD8* 109,
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Une reconstitution rapide et fonctionnelle d'un systeme immunitaire a partir des cellules du
donneur est essentielle & la survie a long terme des patients allogreffés de CSH. La durée de
I’immunosuppression et la qualit¢ de la reconstitution de chaque population cellulaire de
I’immunité sont hautement dépendantes de nombreux facteurs tels que le type de
conditionnement, la source de cellules souches, la nature du traitement immunosuppresseur,
I’existence d’une GvHD aigué ou chronique, et I’existence de complications infecticuses !4,
Récemment, le développement des greffes a partir de donneurs dits alternatifs (sang de cordon
ombilical ou donneur haploidentique) ont été associés a une immunodéficience prolongée en
raison d’un retard de reconstitution immunitaire et de nouvelles stratégies d’optimisation de la

reconstitution immunitaire deviennent nécessaires.

1. Reconstitution des lymphocytes T

La reconstitution des populations lymphocytaires T repose sur l'expansion périphérique des
lymphocytes T mémoires du greffon, médiée par les cytokines et la rencontre des antigenes
allogéniques de I'hote, secondairement suivie d’une production thymique de lymphocytes T
naifs 5. Les lymphocytes T CD4" dépendent davantage de la génération thymique des
lymphocytes T naifs CD4"CD45RA™ et se reconstituent plus tardivement que les lymphocytes
T CD8", qui se reconstituent généralement vers J100 ; ce qui explique l'inversion du rapport
CD4/CD8 tot apres Allo-CSH %116, Te délai de reconstitution compléte des lymphocytes T

CD4" peut prendre jusqu'a 2 ans aprés Allo-CSH 7.

La reconstitution des lymphocytes T naifs CD4"CD45RA™ est essentielle pour contréler les
infections et éviter la réapparition de cellules tumorales aprés Allo-CSH ''®11° Trois mois aprés
Allo-CSH, un nombre médian de 200 lymphocytes T CD4" / uL était observé 2. Les cercles
d’excision d'ADN (TREC) lors du réarrangement des récepteurs des lymphocytes T (TCR) ont
¢té étudiés comme parametre d’évaluation de la reconstitution lymphocytaire T naive
CD4"CD45RA", dérivés du thymus '8, Les taux de TREC restent faibles jusqu'a 3 a 6 mois

aprés greffe allogénique '1°.
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Alors que l'age est directement associé a une atrophie thymique et une perte de fonction
thymique '?!, I’homéostasie des lymphocytes T est préservée par expansion périphérique ''°.
Ainsi, les patients 4gés ont une mauvaise reconstitution thymique apres allo-CSH, malgré
I’utilisation de conditionnements non my¢loablatifs. De méme la survenue d’une GvHD aigué

ou chronique, ont des effets dévastateurs sur la reconstitution thymique aprés Allo-CSH !1%122-

124

Les lymphocytes T CD4" et CD8" naifs sont dépendants de l'interleukine-7 (IL-7), de
I’interleukine-2 (IL-2) et de ’activation via le TCR pour proliférer et survivre 2. En revanche,
les lymphocytes T mémoires CD8"CD27" peuvent se développer indépendamment du TCR,
sous I’influence seule de cytokines telles que 1'IL-7 et l'interleukine-15 (IL-15) '26. Chez les
patients plus agés, le déficit en lymphocytes T naifs CD4"CD45RA™ associé¢ a un faible
répertoire TCR conduit & un risque accru d'infections opportunistes et probablement a un risque
accru de rechute tumorale 27128, Le déficit en lymphocytes T naifs CD4*CD45RA" est en outre

aggravé par la GvHD 129130,

Les lymphocytes T mémoires [mémoires centraux et mémoires effecteurs, les lymphocytes
mémoires résidant dans les tissus et les lymphocytes effecteurs sont essentiels au contrdle des
réactivations virales aprés Allo-CSH. En rencontrant des antigénes, les lymphocytes T
mémoires se différencient en lymphocytes effecteurs puis lysent les cellules infectées et
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et TNF-a) 3!, La surveillance immunitaire
des TCM survient par le trafic des lymphocytes mémoires effecteurs et lymphocytes effecteurs
depuis les organes lymphoides secondaires vers les organes non-lymphoides 32, Inversement,
les lymphocytes mémoires résidant dans les tissus (exemple : le foie, les poumons, l'intestin et
la peau) fournissent une réponse antivirale immédiate (cytotoxicité et sécrétion d'IFN-y) sans

trafic préalable '33.
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Une sous-population de lymphocytes T CD4" aux fonctions régulatrices (lymphocytes T
régulateurs ou Treg) ont démontré leur importance dans les résultats de 1’Allo-CSH 34, De
nombreux mod¢les cliniques, précliniques et expérimentaux ont démontré que la reconstitution
des lymphocytes Treg jouait un réle essentiel dans le contréle du risque de GvHD tout en
préservant l'effet du greffon contre la leucémie (GvL) 135136 En effet, les Treg inhibent l'activité
des lymphocytes T effecteurs, réduisant ainsi l'inflammation et favorisant I'homéostasie

immunitaire apres I’Allo-CSH 37138,

Le facteur de transcription FoxP3, est essentiel pour le développement et la fonction des Treg
et est utilisé comme marqueur d’identification de cette population cellulaire '3%13°, Cette sous-
population fonctionnellement mature de lymphocytes T peut également étre induite a partir de
lymphocytes T naifs CD4*CD45RA* périphériques '#°. Les Tregs naturels (nTregs) sont dérivés
du thymus et sont caractérisés par la co-expression de CD4, une forte expression de CD25 et
FoxP3 4. Les Treg induits ou adaptatifs (iTregs) sont générés dans les organes lymphoides
périphériques en présence de TGF-B 42, Certaines études récentes ont montré que les nTregs
¢taient plus stables que les iTregs en termes de profils de méthylation de I'ADN et de régulation

épigénétique de FoxP3 143144,

2. Reconstitution lymphocytaire B

Les patients allogreffés de CSH présentent souvent une récupération tardive des lymphocytes
B, conduisant a un déficit de I'immunité médiée par ces cellules. En général, le nombre de
lymphocytes B revient dans les valeurs normales dans les 12 mois suivant I’Allo-CSH 4, bien
qu’une reconstitution complete puisse nécessiter jusqu'a 2 ans. Au cours des premiers mois, trés
peu de lymphocytes B circulants sont observés 4314 et dans les 1 a 2 ans suivant I’ Allo-CSH,
le nombre de lymphocytes B atteint des niveaux dépassant ceux des adultes normaux suivis
d'un déclin graduel, similaire a I'ontogénie physiologique observée chez les jeunes enfants 46,

Les premiers lymphocytes B émergeant dans le sang sont les formes B transitionnelles
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CD19*CD21°¥CD38"ie" qui diminuent par la suite en pourcentages tandis que les formes B
matures CD19"CD21"¢"CD27" naives sont en voie de reconstitution 10147,

Les lymphocytes B transitionnels ont d'abord été décrits comme CD24highCD38high 147 gyant
qu’un autre marqueur soit identifi¢, distinguant les formes transitionnelles T1 et T2. Les formes
T1 CD21'°¥ ont été décrites comme la premiére population de lymphocytes B migrant de la
moelle osseuse, se différenciant vers un phénotype CD21" (formes T2) et devenant alors les
précurseurs du pool de lymphocytes B naifs CD19"CD21Me"CD27~ dans le sang périphérique

et les tissus 148,

La reconstitution complete des lymphocytes B nécessite a la fois la récupération des
lymphocytes B CD19*CD21"¢"CD27 naifs et des CD19"CD27* mémoires. La reconstitution
des lymphocytes B mémoires se produit suite a une exposition a un antigéne de
l'environnement, ou a un vaccin, et nécessite le soutien des lymphocytes T CD4* 22, La
reconstitution compléte des lymphocytes B mémoires CD19"CD27" peut nécessiter jusqu'a 5
ans aprés Allo-CSH %, Dans I'étude de Corre ef al., le nombre de lymphocytes B naifs
CD19'CD21"e"CD27" s'était normalisé & 6 mois, avant d’atteindre des valeurs supérieures a la
normale prés de 24 mois aprés une Allo-CSH avec conditionnement myéloablatif '*°. En
revanche, les lymphocytes B mémoires CD19°CD27" restaient déficitaires, de manicre

149

persistante pendant les 2 premiéres années de suivi '*°. D'autres auteurs ont également observé

une reconstitution relativement rapide des lymphocytes B naifs suivie d'une reconstitution
retardée des lymphocytes B mémoires 30151,

Par ailleurs, une expansion précoce de lymphocytes B CD19"CD5", décrits comme une sous-
population circulante de lymphocytes B pré-naifs de phénotype intermédiaire entre les

152 a été rapportée °>'4°, Ces lymphocytes n'ont démontré

lymphocytes B transitionnels et naifs,
que des réponses faibles a la stimulation des récepteurs lymphocytaires B (BCR) et au ligand
CD40. Cependant, a I’image des lymphocytes B naifs CD19*CD21"¢hCD27", ces lymphocytes

¢taient capables de se différencier en plasmocytes et de fonctionner comme des cellules

présentatrices d'antigéne (APC) 2,
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Lors des 2 premieres années apres 1’Allo-CSH, la réponse humorale des lymphocytes B reste
défectueuse en raison de délais de reconstitution variables des différentes sous-populations B.
La reconstitution retardée des lymphocytes T et I’inversion du rapport CD4/CD8 peuvent
également contribuer au faible nombre de lymphocytes B circulants aprés Allo-CSH 46,

De plus, les lymphocytes B mémoires CD19"CD27" peuvent étre impactés par le faible taux de

lymphocytes T auxiliaires dont ils nécessitent le soutien lors de la commutation isotypique 4.

L'hypermutation somatique semble également étre affectée, notamment en présence de
lymphocytes T CD4" provenant du donneur, laissant suggérer un défaut du
microenvironnement 46133, Des taux sériques normaux d'IgM sont généralement mesurables 3
a 6 mois aprés Allo-CSH !>*155 suivis d'une normalisation des 1gG1/1gG3, 1gG2/IgG4 et IgA
sériques, respectant les étapes du développement physiologique lors des premiéres années de la
vie 1%, Cependant, des déficits de classe d'anticorps ont été rapportés a long terme chez certains
patients 37, Le répertoire des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) est souvent
caractérisé par un changement de classe retardé et une dominance oligoclonale en raison de
réarrangements spécifiques dominants a différents temps chez ces patients '3!3, La mesure de
la diversit¢ du répertoire lymphocytaire B, par analyse de la région 3 déterminant la
complémentarité¢ I[gH (CDR3), a révél¢ une variation limitée du répertoire IgH CDR3 dans les
lymphocytes B mémoires CDI19'CD27° par rapport aux lymphocytes B naifs
CD19*CD21"e"CD27" a 3 et 6 mois aprés Allo-CSH. Une diminution du répertoire [gH CDR3
des lymphocytes B mémoires CDI19°CD27, mais pas des lymphocytes B naifs
CD19*CD21"e"CD27" a également été observée par rapport a des témoins sains suggérant un
role des lymphocytes B mémoires CD19"CD27" dans la restriction oligoclonale décrite >4, Les
lymphocytes B mémoires CD19*CD27" et les lymphocytes B naifs CD19*CD21"¢"CD27~
tendent a atteindre une diversité normale, comparable aux individus sains, 12 mois apres Allo-

CSH 134,
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Différents parametres de 1’ Allo-CSH peuvent influencer la reconstitution des lymphocytes B.
Ainsi, les patients recevant de 1’anti-thymoglobuline (Grafalon, anciennement ATF-fresenius)
présentent un retard de reconstitution des lymphocytes B CD19" jusqu'a 5 mois apres 1’ Allo-
CSH en comparaison aux autres patients '>°. L'ATG est un puissant immunosuppresseur
administré avant la greffe pour prévenir le rejet de greffe et réduire 1'incidence de la GvHD
aigué et chronique chez les patients recevant des greffons de donneurs non apparentés 39160,
Ainsi, les patients traités par ATG présentaient une reconstitution des lymphocytes B naifs
CDI19"CD21"e"CD27" et mémoires CD19"CD27" significativement inférieure aux patients ne
recevant pas d’ATG dans le premier mois aprés Allo-CSH, soulignant I’impact délétére de

I'ATG sur la reconstitution lymphocytaire B.

Une reconstitution retardée des lymphocytes B a été observée chez les patients recevant un
conditionnement non-my¢loablatif en comparaison aux patients recevant un traitement
my¢loablatif, avec une réduction significative du nombre de lymphocytes B chez la majorité
des patients jusqu'a 12 mois aprés Allo-CSH '®!. Cependant, ces résultats peuvent en partie étre
expliqués par 1'dge plus avancé des patients et une incidence plus élevée de GvHD aigué dans

cette cohorte !0,

Les GvHD aigué et chronique ont été associées a une diminution du nombre de précurseurs
lymphoides B chez les patients, en comparaison aux patients ne présentant pas de GvHD, aprés
allogreffe de moelle osseuse '?°. Les patients développant une GvHD chronique extensive dans
l'année suivant la greffe présentaient des pourcentages de précurseurs lymphoides B inférieurs
en comparaison aux patients sans GVHD chronique ou avec une GVHD chronique limitée '%°.
D’autre part, un déficit en lymphocytes B CD19" et une perturbation de I'homéostasie des
lymphocytes B ont été observées au diagnostic de GvHD chronique et chez les patients atteints
de GvHD chronique active 192163, La source de cellules souches peut également influencer le
nombre de lymphocytes B circulants avec des taux plus ¢élevés chez les receveurs de greffons

de cellules souches périphériques. Cependant, ceci peut €tre attribué a la quantité supérieure de
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lymphocytes B matures dans les greffons de CSP en comparaison aux greffons de moelle

osseuse 129,164,165_

Enfin, les patients présentant un nombre de lymphocytes B CD19" normaux ne sont pas
considérés comme pleinement immunocompétents en raison de I’observation d'une diminution
de la fonctionnalité des lymphocytes B et de réponses vaccinales altérées chez ces patients 46,
L'absence de lymphocytes B mémoires CD19"CD27*, des hypogammaglobulinémies, une
altération de la commutation de classe des immunoglobulines et une perte de complexité dans
le réarrangement des genes des immunoglobulines exposent les patients allogreffés aux
infections a bactéries encapsulées telles que Streptococcus pneumoniae et Haemophilus

influenzae 110:166,

3. Facteurs influencant la reconstitution immunitaire aprés Allo-CSH

La GvHD aigué, qui est une réponse immunitaire dirigée contre le systéme immunitaire, les
tissus et les organes de I'hote '67-168 peut inhiber les fonctions des lymphocytes T en limitant la
diversité du TCR, en impactant le développement des lymphocytes T et en engendrant une
dysrégulation de la sécrétion cytokinique (en lien a des dommages médullaires, thymiques, ou

a un syndrome de relargage de cytokines) '

De nombreux chercheurs se sont également concentrés sur 1'évaluation du nombre de
lymphocytes Treg apres Allo-CSH, en raison de leur role majeur dans le contrdle du risque de
GvHD. Ainsi, il a été démontré que la fréquence de Treg CD4"CD25™ était significativement
inférieure chez les patients atteints de GVHD aigué ou chronique sévére !7°. Par ailleurs, une
diminution du taux de Treg CD4*CD25" était corrélée a une augmentation de la sévérité de la

GvHD !0,
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La moelle osseuse, qui donne naissance a I’ensemble des lignées hématopoiétiques, est le site

d'origine des lymphocytes de lI'immunité adaptative '’!

. Récemment, la moelle ossecuse a été
établie comme une cible supplémentaire de la GvHD conduisant a I'épuisement des
progéniteurs hématopoiétiques au sein de la niche médullaire !”?, et entrainant une
hématopoiése perturbée et une reconstitution immunitaire retardée !’3. Avec la moelle osseuse,
le thymus joue un réle important dans la maturation des précurseurs hématopoiétiques et le
développement des lymphocytes T ''°. La GVHD aigué diminue considérablement la production
thymique et donc la récupération des lymphocytes T CD4™" et des répertoires de lymphocytes T
diversifiés ''°. La lymphopénie T et le répertoire inadéquat de lymphocytes T CD4" et CD8*

jusqu’a 1 an apres Allo-CSH favorisent les infections récurrentes avec des virus latents.

D’autre part, le traitement par corticostéroides des patients atteints de GvHD aigué, ou d'autres
médicaments immunosuppresseurs, augmente le risque de réactivation virale 7175 11 a été
démontré que le risque d'infections a CMV était directement lié a la dose et a la durée
d’administration des corticostéroides '76. L'administration de doses élevées de corticostéroides
s'est avérée étre un facteur de risque indépendant de troubles de la récupération fonctionnelle
des lymphocytes T CD4" et CD8" spécifiques du CMV 7%, De plus, Ozdemir ef al. ont rapporté
que les corticostéroides induisaient une altération significative de la production de TNF-a par

les lymphocytes T CD8* 177,

Bien que la déplétion des lymphocytes T lors de 1’Allo-CSH réduise le risque de GvHD, elle
s’associe a un retard de reconstitution immunitaire, a des complications infectieuses et a un
risque accru de rechute 78, Ainsi, la déplétion ex vivo des lymphocytes T, par sélection des
cellules CD34" ou par déplétion des cellules CD3*/CD19", n'est pas réalisée en routine et les
protocoles de réplétion ont largement été étudiés 7180, Par ailleurs, les agents réduisant ou
altérant les lymphocytes T in vivo comprennent I’anti-thymoglobuline (ATG) et un anticorps

anti-CD52 (alemtuzumab) 78181 L'administration d'ATG induit ainsi une immunosuppression
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prolongée des lymphocytes T CD4", des lymphocytes Treg CD4*CD25"CD127 18! et semble

étre moins lymphopéniant que 1’alemtuzumab 82,

La source de cellules souches impacte également le délai a la reconstitution immunitaire apres
Allo-CSH. Ainsi, il a été démontré que la source du greffon était un facteur prédictif de la
récupération des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques du CMV (CTL-CMV) 20, Les
patients recevant un greffon de cellules souches périphériques avaient une meilleure
récupération fonctionnelle des CTL-CMYV et une reconstitution plus précoce des lymphocytes
T CD4" spécifiques du CMV que les patients recevant des greffons de moelle osseuse 7183,
Ces résultats peuvent étre expliqués par la richesse supérieure des greffons de cellules souches
périphériques en lymphocytes et en lymphocytes T mémoires CD4*CD45RO" 184 et en cellules

T spécifiques du CMV 1%,

d. Les infections

Selon les phases d’immunodépression précédemment décrites, les patients présentent une

vulnérabilité spécifique aux différents agents infectieux (Figure 13) 14186,

= Pendant I’aplasie avant la prise de greffe, il existe une susceptibilité¢ accrue aux infections
bactériennes (bacilles gram négatif et cocci gram positif) et fongiques (notamment
Aspergillus) de la flore du tube digestif, de la flore cutanée ou de I’environnement du
patient ; qui restent relativement bien contrdlées par les prophylaxies médicamenteuses et
les traitements curatifs '37.

= Les 100 premiers jours apres la prise de greffe (phase post-greffe) sont caractérisés par des
déficits immunitaires cellulaires, avec des nombres réduits de lymphocytes NK (systéme
immunitaire inné) et de lymphocytes T (systeme immunitaire adaptatif), engendrant une
vulnérabilité des patients aux réactivations virales a CMV et a virus Epstein — Barr (EBV)
et aux maladies virales associées '3, Le risque d’infections fongiques (Aspergillus ou

Pneumocystis jirovecii) reste considérable.
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* Au-dela des 100 premiers jours, les réactivations virales a CMV, a Varicelle-Zona virus, a
virus respiratoires, a EBV, a Pneumocystis jirovecii et les infections bactériennes (germes
bactériens encapsulés) sont autant d’agents infectieux potentiellement pathogenes pour le

patient allogreffé.

L’occurrence d’une GvH, aigue ou chronique, nécessitant I’ introduction d’une corticothérapie
a forte dose et d’immunosuppresseurs renforcent I’état d’immunodépression du patient

allogreffé et majore le risque d’infections (bactérien, viral et fongique) ''4.

Phase |: Pre-engraftment H Phase |I: Post-engraftment “ Phase llI: Late phase |
Chronic
Graft-versus-host-disease: Acute > >
Neutropenia, barrier Ir.r‘paired gellular.an'd g'.’) Impaired cellular and G
= umoral immunity; . il
breakdown (mucositis, NK cells first, CO8 T |1 humoral immunity; B cell
central venous access cellc:umrbeecr:\i:::rer:sing Bt &CD4 T cell num!aers. recover
devices) restricted T cell repertoire slowly and repertoire diversifies
g I Gram negative bacilli i E T
2 [ Gram positive organisms | | Encapsulated bacteria |
® | | Gastrointestinal Streptococci species | §
i g
( l &
Herpes Simplex virus [ 5 ) §
= alovirus : :
S | Respiratory and enteric virusos] Seasonalfintermittent) L Varicella Zoster virus 4 | 0
S | ) ¢ Y — T )€ . )€ T %
Other viruses eg. HHV/ t 1L L S
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. r 2 @
g l Aspergilius species l:i Aspergillus species !::1 g
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Figure 13. Phases de risque infectieux chez les patients allogreffés.
EBYV, Epstein-Barr virus ; HHV6, human herpesvirus 6 ; PTLD,

Lymphoprolifération post-transplantation.

Tomblyn ef al. Biol Blood Marrow Transplant 2009
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LES LYMPHOCYTES T GAMMA-DELTA
1. Généralités

Lors de I’intrusion d’un agent pathogene dans I’organisme, une réponse immunitaire dite innée
est induite, faisant intervenir les cellules immunitaires tissulaires avoisinant le site de
I’infection. Dans les premiers jours de I'infection, une réponse immunitaire adaptative se
développe, faisant intervenir les lymphocytes B et T des organes lymphoides secondaires
responsables du drainage lymphatique du site infectieux concerné. Ces lymphocytes, dés leur

activation auront pour particularité d’étre spécifiques des antigeénes de 1’agent pathogene.

A la différence des lymphocytes T conventionnels qui reconnaissent les peptides antigéniques
présentés par les molécules du CMH de classe I (CMH-I) ou II (CMH-II), les lymphocytes T
non conventionnels reconnaissent des peptides antigéniques présentés par les molécules non
classiques du CMH. Certaines populations, telles que les lymphocytes Natural Killer (NK) ou
les lymphocytes invariants associés aux muqueuses (MAIT) peuvent exprimer un TCR of

tandis que les lymphocytes T gamma-delta (yd) expriment un TCR composé des chaines vy et d.

Apres identification des génes codant pour la structure des immunoglobulines dans les années
80, les séquences codantes pour la structure du TCR firent I’objet de nombreuses recherches.
En 1987, Chien et al. décrivaient une région codante inédite, localisée dans le locus de la chaine
a du TCR, et qui semblait se réarranger précocement lors de la différentiation intra-thymique
des lymphocytes '*°. Une autre équipe identifiait alors un transcrit dans le thymus murin, et
permettait alors la découverte de la chaine & du TCR !°. L’identification de ces nouvelles
chaines y et 0 du TCR donnait naissance a une nouvelle sous-population de lymphocytes T non

conventionnels.
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Figure 14. Des lymphocytes T a interface entre immunité innée et adaptative.

Dranoff ef al. Nature Reviews Cancer 2004

Les lymphocytes T yd sont traditionnellement classés a I’interface des immunités innée et
adaptative ! (Figure 14). Leur expansion rapide, le développement de fonctions effectrices
sans sélection clonale, et leurs mécanismes de reconnaissance antigénique leur conférent des
caractéristiques propres a I’immunité innée. D’autre part, la structure et les réarrangements de

leur TCR conférent aux lymphocytes T yo des caractéristiques de I’immunité adaptative.

Les lymphocytes T yd interviennent précocement dans la défense de 1’organisme contre les
pathogénes. Leur activation rapide est expliquée par les mécanismes suivants :
» Leur localisation principalement tissulaire (pouvant représenter jusqu’a 70% des
lymphocytes présents), permettant une détection in situ des cellules infectées ou
tumorales (a la différence des lymphocytes T aff, majoritairement présents dans les

organes lymphoides secondaires).
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» La capacité a reconnaitre les cellules infectées ou tumorales indépendamment d’une
présentation antigénique par les CPA.
» Leur fréquence élevée permet aux lymphocytes T v de ne nécessiter ni sélection ni

expansion clonale pour répondre efficacement a une infection ou au stress.

2. Répertoire des lymphocytes T yo

Les lymphocytes T y6 expriment un TCR sous forme d’hétérodimere TCRy/TCRS, en liaison
au complexe CD3. De mani¢re comparable au TCR des lymphocytes T conventionnels,
chaque chaine est constituée d’une partie variable (V), d’une partie constante (C), qui
respectent des mécanismes de recombinaison similaires aux mécanismes décrits pour les
lymphocytes T af.

Ainsi, la diversité du TCR yd est générée par la recombinaison :

» Des segments V (Variable), D (Diversité) et J (Jonctionnel) de la chaine 9.

=  Des segments V et J de la chaine y.

Cependant, les lymphocytes T y0 humains présentent un répertoire génique restreint des
segments V en comparaison aux lymphocytes T conventionnels. Il existe donc 6 génes Vy
fonctionnels : 5 appartiennent a la famille VyI (Vy2, 3, 4, 5, 8) et le dernier (Vy9) appartient
a la famille VyII (Tableau 3) '°2. Le nombre de génes V3§ fonctionnels est également plus
faible que le nombre de genes fonctionnels de la chaine .

Cependant, la diversité combinatoire théorique du TCR yd est supérieure a celle du off
(environ 10*° combinaisons possibles contre 10'%). Ce phénoméne s’expliquerait
principalement par 1’utilisation de nombreuses copies en tandem de génes D, et par une
importante diversité jonctionnelle (insertion ou délétion de nucléotides) qui engendrerait une

diversité forte de la « Complementary determining region 3 » de la chaine & 3.
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Tableau 3. Genes des TCR aff et Yo murins et humains.
Girardi et al. J Invest Dermatol 2006

v0 Segments of Segments
Mouse Human Mouse Human
Vo 11 3 Vo 23 41
D 2 3 Jou 61 61
18 2 4
VB 31 30
Vy 7 5 DB 2 2
Jy 4 S B 14 14

'Total number of genes that are available for recombination for both mouse and human TCRs.

Cependant, la diversit¢ du TCR yd observée est nettement moins importante en raison
d’associations préférentielles entre les chaines y et les chaines & (porteuses de régions Vy ou
V3 spécifiques) lors de la maturation thymique. Par exemple, la chaine Vy9 humaine s’associe
exclusivement avec la chaine V92 tandis que les autres chaines Vy (2, 3, 4, 5 et 8) s’associent

a la chaine V31 194,

V domains

2 .
~_  Cdomains

Fab
125°

Figure 15. Structure tridimensionnelle du TCR vd.
Allison et al. Nature 2001
Structure d’un TCR humain de type Vy9V62 (a), d’un TCR af (b) et de la partie Fab d’une
immunoglobuline (c).
Les traits noirs représentent I’angulation des domaines C et V.
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L’analyse de la structure tridimensionnelle du TCR y6 révele de nombreuses différences avec
le TCR of : ’angle formé entre les domaines C et V est plus prononcé dans un TCR yd et
présente une proximité structurelle avec le fragment Fab d’une immunoglobuline (Ig) (Figure
15). Cette structure tridimensionnelle particuliére semble expliquer la nature différente des

complexes antigéniques reconnus.

Les sous-populations de lymphocytes T yd, caractérisées par la nature des parties variables (V)
des chaines y et & de leur TCR, différent chez ’Homme et la souris et il n’existe pas toujours
de correspondance entre les répertoires de ces especes. Par exemple, les lymphocytes T
dendritiques épidermiques Vy5Vol observés dans I’épiderme murin n’existe pas chez
I’Homme ; et les lymphocytes T Vy9V62 présents dans la circulation sanguine chez ’Homme

sont propres aux primates supérieurs.

Tableau 4. Nomenclature des lymphocytes T Y0 murins et humains.

Selon Bergstresser et Takashima.

Table 1. Nomenclature for murine Vy gene segments Table 3. Nomenclature for human Vy gene segments
Official Heilig and Garmen et al. [5] Official Lefranc et al. [24]  Strauss et al. [26]
designation® Tonegawa [2] designation® Foster et al. [25] Quertermous et al. [27]
TCRGVISI Vys Vy3 TCRGVISIP Vyl Vyl.1 pscudogene
TCRGV2S1 Vyb Vy4 TCRGVIS2 Vy2 Vyl.2
TCRGV3SI Vy4 Vy2 TCRGVIS3 Vy3 Vyl.3
TCRGV4SI Vy7 Vys TCRGVIS4 Vy4 Vyl 4
TCRGVS5SI Vyl Vyl.l TCRGVISS Vys Vyl.5
TCRGVSS2 Vy2 Vyl.2 TCRGVIS5P Vy5P Vy1.5 pseudogene
TCRGVSS3 Vy3 Vyl.3 TCRGVIS6P Vy6P Vv1.6 pseudogene
TCRGVISTP Vy7P Vy1.7 pseudogene
In the proposed official designation, TCR refersto Teell  TCRGVISS Vy8 Vyl.8
receptor: G refers toy: V to variable: 1 to the allocated num-  TCRGV2S1 Vy9 Vy2
ber for the particular V region family (in this casc, numbers ~ TCRGV3SIP Vylo Vy3
1-5 arc based on increasing distance from Jy) S referstothe . TCRGV4SIP Vyll Vy4
designation of a V segment as a member of the family. TCRGVSSIP VA VA pseudogene
1 WHO-IUIS Nomenclature Sub-Committee on TCR Des-  TCRGV6SIP VB VB pscudogene

ignation 1995 [3, 4].

See footnote to table 1 for basis of official designation. In addition. P refers
to pseudogene.
& WHO-IUIS Nomenclature Sub-Committee on TCR Designation 1995
[3.23].
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Chaque sous-population possede des caractéristiques d’activation, de différenciation, de
sécrétion cytokinique ou d’activité cytotoxique propres. Les différentes nomenclatures
proposées pour identifier ces sous-populations reflétent la grande complexité du répertoire des

lymphocytes T yo (Tableau 4).

3. Distribution tissulaire des lymphocytes T yo

Chez ’'Homme, les lymphocytes T y6 représentent ainsi 0,5 a 16% des lymphocytes présents
dans le sang périphérique ou dans les organes lymphoides (thymus, amygdales, ganglions
lymphatiques, rate). Elles sont également fortement représentées dans le derme, les muqueuses

et les tractus digestif et génital (jusqu’a 30% des lymphocytes observés).

La représentation tissulaire des lymphocytes T yd différe en fonction de la nature des parties
variables des chaines du TCR yd '®3. Ainsi, il existe 3 principales sous-populations chez
I’Homme : V61, Vo2 et V33. La sous-population T Vy9Vo2 est majoritairement représentée
dans le sang périphérique humain (50 a 95% des T yd) tandis que les lymphocytes T Vo1 et
V63 sont majoritairement présents dans les tissus et organes (thymus, rate, foie, tractus digestif

et génital). Le derme, quant a lui, est principalement constitué¢ de lymphocytes T Vo1.

Chez la souris, les lymphocytes T o représentent 1 a 4% des lymphocytes du thymus et des
organes lymphoides secondaires ; et peuvent représenter jusqu’a 40% des lymphocytes du
tractus intestinal et prés de 70% des lymphocytes du derme. Les lymphocytes T V31 et Vo4
sont présents dans la rate, les T Vy7Vd4, Vy7Va5 et Vy7V66 dans I’épiderme et 1’épithélium
intestinal, les lymphocytes T Vy4 et Vy6 dans 1’épithélium pulmonaire et les T Vy6Vo61 dans
les organes génitaux. Une population spécifique de lymphocytes T dendritiques épidermiques

Vy5V381, inexistante chez ’Homme, est retrouvée dans 1’épiderme murin (Tableau 5) 1°°,
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Tableau 5. Distribution tissulaire des populations T yo.

Chaque population T Y6 murines ou humaines, est caractérisée par son TCR, sa

distribution tissulaire et le niveau de diversité de V(D)J.

Bonneville ef al. Nat Rev Immunol 2010

Species  Peripheral location Predominant V gene V(D))
segment usage diversity
Mouse Adult thymus Diverse High
Spleen Vyland Vy4 High
Lymph nodes Diverse High
Epidermis Vy5Vo1 Invariant
Liver Vy1Vé6.3,Vy4 and Vy6 Intermediate
Gut epithelia Vy7Vo4, Vy7Va5 and Vy7Vo6  Intermediate
Uterovaginal epithelia Vy6Vd1 Invariant
Lung epithelia Vy4 and Vy6 Intermediate
Human Thymus Vé1 High
Peripheral blood Vyovéz Intermediate
Spleen Vo1 High
Liver V&1 and Vo3 High
Gutepithelia V&1 and Vo3 High
Dermis Vo1 High

4. Modalités d’activation des lymphocytes T yo

a. Détection de multiples antigenes

L’activation des lymphocytes T yo, a I’instar de I’activation des lymphocytes T af, nécessite la
reconnaissance d’antigénes par le TCR. Ainsi, les signaux induits par le stress cellulaire, une
transformation tumorale ou une infection par un agent pathogeéne sont détectés sous forme
native par les lymphocytes T y9.

Cependant, la nature des antigénes reconnus différe et les lymphocytes T yd sont activés par
des peptides, des lipides associés a des molécules apparentées au CMH (CD1¢, CD1d) 7, ou
des composés phosphorylés nommés phosphoantigénes. Au total, différents types d’antigenes
198

ont été identifiés '7°, capables d’activer chacune des sous-populations T y6 (Tableau 6).
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Tableau 6. Les ligands des lymphocytes T yo.

Modifié d’apres Vantourout ef al. Nat Rev Immunol 2013

Population T yo Ligand
Vol MICA
Vo1 (clones) CDlc
V61 (sang) Tétrameres CD1d chargés avec sulphatides
£ Vol Lipohexapeptides
g Vo2 ULBP4
= Vyovo2 Phosphoantigenes
Vvy4V5 (clones) EPCR
Vy1.3Vo2 Histidyl-tRNA synthase
Plusieurs populations Phycoerythrine
Vy2V385 (clones) [-EX
Vy2V8 (clones) HSV glycoprotein I
é Vy1 (clones) Cardiolipine, apolipoprotéine H
3 Vy1 (clones) Peptide insuline
Plusieurs populations H2-T10, H2-T22
Plusieurs populations Phycoerythrine

Des populations de lymphocytes T V31 sont ainsi capables de reconnaitre des molécules du

CMH (I-EX par les T Vy2V35 murins, H2-T10/H2-T22 par différents clones de T y8 murins)

199

ou des molécules apparentées telles que MICA (Major histocompatibility complex class I-

related Chain A), ULBP (UL16 Binding Protein), CD1d ou CDIc. Récemment, la

reconnaissance d’une protéine transmembranaire de type 1, homologue des molécules du

CMH-I/CDI1, par les T Vy4V65 humains a été décrite : le récepteur EPCR (Endothelial Protein

C Receptor) 2%, Enfin, d’autres antigénes tels que les phosphoantigénes, impliqués dans

I’activation des T Vy9V32, apparaissent comme des ligands uniques des lymphocytes T 9.
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b. Régulation de [’activation

Les lymphocytes T yd étant capables de reconnaitre des antigénes du soi (exemple des
molécules du CMH), leur activation nécessite une régulation fine 8 méme de discriminer les
cellules saines des cellules infectées et/ou tumorales ; et de contrdler le risque de manifestations
auto-immunes. Ainsi, les signaux induits lors d’un stress cellulaire sont détectés par des
récepteurs membranaires régulant 1’activation des lymphocytes T v9, et donc leurs fonctions

effectrices, par induction de signaux activateurs ou inhibiteurs (Figure 16).

Plus précisément, les lymphocytes T yd possédent des Pattern Recognition Receptors (PRR),
impliqués dans la détection des différents agents pathogenes (bactéries, virus, champignon ...),
et responsables de I’initiation de la réponse immunitaire par reconnaissance de motifs communs
des agents pathogénes (PAMPs). Par exemple, les Toll-Like Receptors (TLR), une classe de
PRR transmembranaires, sont capables de détecter une grande variété d’agents pathogenes. Les
Nucleotide Oligomerization Domain Receptors (NLR), une classe de PRR cytoplasmiques, sont
¢galement capables de détecter une grande variété d’agents pathogénes. La reconnaissance des
PAMPs par les différents PRR active des voies de signalisation, dépendantes ou indépendantes
de la molécule MyD88, et mene a la transcription de cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-

8 ou TNF) et/ou d’interféron de type I (IFN o/B) 2°!.

Initialement décrits sur les lymphocytes NK, les Natural Killer Receptors (NKR) sont
¢galement exprimés sur les lymphocytes T yo et peuvent induire des signaux activateurs ou
inhibiteurs. Par exemple, le récepteur activateur NKG2D posseéde un réle majeur dans la
détection des cellules tumorales ou infectées 2°2. Certains lymphocytes T y8 peuvent également
exprimer des récepteurs appartenant a la famille des récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR,
tels que NKp30, NKp44 ou NKp46) dont la stimulation induit des signaux activateurs. D’autres
types de récepteurs, tels que les récepteurs aux fragments Fc des Ig (FcyRIIIA /CD16) ou encore

des molécules d’adhérence, sont exprimés et occupent un réle majeur dans I’activation des
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lymphocytes T y6 en maintenant le contact a la cellule cible. Ainsi, la molécule d’adhérence
LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1), exprimée a la surface des lymphocytes T

Vy9V32 humains, participe a leur activation en se liant & la molécule ICAM-1 (Intercellular

203

adhesion molecule 1), exprimée sur les cellules cibles

Stress-induced NKR
ligands, such as RAE],

MICA, MICB and ULBPs
Target cell

Cytotoxicity

Inflammation,
DNA damage,
oncogenesis

Proliferation,
cytokine release,
immunoregulation
and cytoprotection

and infections |a

Inflammation
(IL-17 and IFNy)

Stress-induced yd TCR ligands
such as CDlIc, T10 and T22
Microbial and endogenous
phosphoantigens

Figure 16. Reconnaissance d’une cellule cible par les lymphocytes T yo.

Bonneville ef al. Nat Rev Immunol 2010

Il est admis que la stimulation du TCR 73 est nécessaire a 1’activation des lymphocytes T vo.
Cependant, la stimulation des récepteurs NKG2D, qui fonctionne généralement en synergie
avec le TCR, a la particularité d’induire une activité cytotoxique des Vy5Vo1 murins ou des

VY9V 52 humains contre des cellules tumorales, en ’absence d’engagement du TCR 204205,
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5. Fonctions effectrices des lymphocytes T 76

En raison de leur distribution tissulaire et de leur grande réactivité, les lymphocytes T yo
occupent un role central dans I’immunité de I’organisme contre les agents pathogénes (de nature
bactérienne, virale ou parasitaire) et contre certains types de cancers. Cependant, la diversité
phénotypique, les spécificités antigéniques et la répartition tissulaire variables engendrent des

fonctions effectrices différentes selon les populations.

a. Activité cytotoxique

Les lymphocytes T yd peuvent éliminer les cellules cibles selon différents mécanismes
cytotoxiques, qu’il s’agisse d’une lyse cellulaire directe ou d’une induction de 1’apoptose.
Plus précisément, une lyse directe sera médiée par la libération de granules lytiques contenant
le couple perforine/granzyme, capable d’engendrer une perforation de la membrane plasmique
(via la perforine) puis I’apoptose par clivage des caspases (via les granzymes) 2%°. De maniére
comparable aux lymphocytes NK, ces granules lytiques sont préformés dans le cytoplasme des
lymphocytes T y9, permettant une cytotoxicité rapide : dés le contact avec la cellule cible établi,
les granules sont orientés vers cette derniere pour induire la mort cellulaire.

De maniere complémentaire, des granules contenant des molécules aux propriétés
antimicrobiennes peuvent également étre relarguées, telles que la granulysine ou les défensines,

206 Enfin, I’apoptose de la cellule cible peut étre induite par 1’engagement des récepteurs de

mort CD95 (Systéme Fas /FasL) ou TRAILR (syst¢éme TRAIL/TRAILR) 277,

b. Sécrétion cytokinique

Les lymphocytes T yd peuvent produire puis sécréter des cytokines immunomodulatrices, qui
joueront un réle essentiel dans la réponse immunitaire aux différents agents pathogenes.
Impliqués préférentiellement dans 1’immunité anti-infectieuse contre les pathogenes
intracellulaires, les lymphocytes T yo produisent principalement des cytokines de type Thl

(IFN-y et TNF). Cependant, ces cellules sont également capables de sécréter de 1’interleukine
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17 (IL-17) en présence de champignons ou de bactéries extracellulaires (profil dit « Th17 »),
ou de I’'IL-4, de ’IL-5 et de I’IL-13 en présence de parasites (profil dit « Th2 »). Le profil de
sécrétion peut également étre intermédiaire par la sécrétion de cytokines issues de différentes
polarisations (Figure 17) 28,

Les cytokines sécrétées jouent un role bénéfique par élimination des agents pathogénes mais
peuvent s’avérer étre déléteres par exacerbation de symptomes auto-immuns (par production
d’IFN-y et d’IL-17), d’allergie ou d’asthme (par sécrétion d’IL-4 et IL-13). D’autre part, la
production de cytokines immunorégulatrices (IL-10, TGF) confére aux lymphocytes T o le
controle de la réponse des cellules effectrices de I’'immunité innée et adaptative, ou la
modulation des fonctions des cellules stromales telles que les lymphocytes T dendritiques
épidermiques (production de facteurs de croissance épithéliaux) 2%,

Les lymphocytes T yd sécrétent aussi des chimiokines leur permettant de recruter des cellules
de 'immunité. Ainsi, certains lymphocytes T Vy9Vo2 sécrétent du CXCL13, qui régule
I’organisation des lymphocytes B dans les organes et tissus lymphoides 2!°. D’autres
lymphocytes T vy sécretent du CCL4 et du CXCL10, favorisant le recrutement de macrophages

et de lymphocytes NK 198,
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Figure 17. Les profils cytokiniques des lymphocytes T yo.
KGF: keratinocyte growth factor. CTGF: Connective tissue growth factor.

6. Les lymphocytes T Vy9V§2

Chez ’Homme, la population Vy9V32 (aussi nommée Vy2V2 ou y262) est majoritairement
présente dans le sang périphérique (65-90% des lymphocytes T v9), ou elle représente 1 a 10%
des lymphocytes T circulants (et peut méme atteindre jusqu’a 50% lors d’une infection

bactérienne).

Depuis de nombreuses années, les lymphocytes T Vy9Vo2 sont étudiés pour leur
propriété antibactérienne contre Mycobacterium tuberculosis notamment, et suite a la mise en
¢vidence des premiers phosphoantigenes stimulants leur croissance. Il a depuis ét¢ démontré
que ces cellules reconnaissaient les phosphoantigénes produits par un grand nombre de
bactéries ou parasites, tels qu’Escherichia Coli, Brucella, Listeria, Mycobacterium,
Campylobacter, Francisella, Pseudomonas, Salmonella, Yersinia, Plasmodium ou Toxoplasma
211 Plus récemment, les propriétés antitumorales et antivirales des lymphocytes T Vy9V32 ont
été ¢étudiées et il a été démontré que la stimulation de ces lymphocytes par des phosphoantigenes
engageait une réponse de type Thl (caractérisée par la sécrétion d’IFN-y et de TNF) ainsi

qu’une activité cytotoxique 2!2.

a. Propriétés antitumorales

Les propriétés antitumorales des lymphocytes T yd ont été décrites dans différents types de
tumeurs dont les lymphomes, les myélomes, les mélanomes et les néoplasies mammaires,
coliques, pulmonaires, ovariennes, rénales ou prostatiques '°°. Ces cellules agissent par
cytotoxicité directe ou production de cytokines agissant directement sur la tumeur ; ou régulant
indirectement les fonctions effectrices des cellules dendritiques ou les lymphocytes T CD8",

requises pour initier et maintenir une réponse immunitaire efficace.
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Les lymphocytes T Vy9V62 reconnaissent les cellules tumorales par différents mécanismes :

La dérégulation d’une voie de biosynthése du cholestérol, nommée voie du mévalonate, qui
engendre un excés de production d’isopentenyl-pyrophosphate 2!324 et qui stimule les
lymphocytes T Vy9V a2 215216,

Les cellules tumorales modulent 1’expression de ligands des récepteurs NKR présents sur
les lymphocytes T Vy9Vd2. Ainsi, certaines cellules tumorales surexpriment des molécules
MICA et ULBP, activant une sécrétion cytokinique (IFNy, TNF) et engageant une activité
cytotoxique par stimulation du récepteur NKG2D 202217, Par exemple, les molécules ULBP
sont fortement exprimées sur les cellules leucémiques, de lymphomes, ou encore de tumeurs
solides telles que les carcinomes du colon ou des ovaires 2!32!1°, L expression d’autres
ligands de NKR, tels que DNAM-1 (CD155), est modulée au sein des cellules tumorales et
induit ’activation des lymphocytes T Vy9V32 par co-stimulus du TCR et du NKG2D 220,
Les ligands inhibiteurs de NKR peuvent aussi étre sous-exprimés par les cellules tumorales,
a I’instar des molécules de CMH classiques et non classiques.

D’autres récepteurs, tels que le récepteur CD16 (FcyRIITA), sont impliqués dans la détection
des cellules tumorales. Ainsi, les lymphocytes T Vy9Vo2 peuvent étre activés par les
anticorps monoclonaux utilisés comme immunothérapie antitumorale, via une activité
ADCC dépendante du CD16 22!, Ces données ont été confirmées par une étude démontrant
une efficacité supérieure d’une immunothérapie par trastuzumab (anticorps monoclonal
dirigé contre le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain HER2), médiée
par les lymphocytes T Vy9V52 chez des patients atteints de néoplasie mammaire 222,
D’autre part, la combinaison d’une amplification ex vivo des lymphocytes T VY9Vo2 CD16*
et d’immunothérapies par trastuzumab et rituximab induit une augmentation de I’activité
cytotoxique (ADCC) des lymphocytes T Vy9Vo2 et le ciblage de cellules tumorales

résistantes aux anticorps monoclonaux seuls 23,

Les études in vitro réalisées sur le potentiel antitumoral des lymphocytes T Vy9Vo2 ont

rapidement été complété d’études in vivo. Cependant, ces lymphocytes étant absents chez la
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souris, les études précliniques se sont limitées a des modeles de souris immunodéficientes
(SCID) xénogreffées avec des tumeurs humaines, et infusées de lymphocytes T Vy9Vo2
humains préalablement amplifiés par phosphoantigénes ou aminobisphosphonates et IL-2.
L’importante capacité d’infiltration des lymphocytes T Vy9Vo2 humains, apres injection dans
les tumeurs de sein, de vessie, de mélanome ou de pancréas fut démontré ; avec 1’obtention
d’un contrdle de la croissance tumorale *2>2%4. De maniére intéressante, I’infiltration tumorale
corrélait avec la diminution de leur taux dans le sang périphérique %?°. Il a également été
démontré que les T Vy9V32 pouvaient infiltrer des xénogreffes de tumeurs mammaires et
freiner leur croissance in vivo chez la souris 220227,

Le potentiel antitumoral des lymphocytes T Vy9Vo2 a permis le développement d’essais
cliniques d’immunothérapie anticancéreuse, par utilisation de phosphoantigeénes synthétiques

ou d’aminobiphosphonates, chez des patients atteints d’hémopathies ou de tumeurs solides

(Figure 18) 228229,
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Figure 18. Stratégies d’immunothérapie utilisant les T Vy9V§2.
Adapté de Castella et al. Cell Mol Life Sci 2011
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Dans ces essais cliniques, les lymphocytes T Vy9Vo2 autologues faisaient soit I’objet d’un
transfert adoptif aprés amplification ex vivo (via phosphoantigénes ou aminobisphosphonates
et IL-2, Figure 18A); soit I’objet d’une amplification in vivo par administration de
phosphoantigénes, ou aminobisphosphonates, et d’IL-2 (Figure 18B). Les résultats cliniques
observés ¢étaient encourageants, avec le controle de la progression tumorale chez certains

patients et une tolérance satisfaisante de I’amplification in vivo 2282%°,

b. Propriétés antivirales

Parmi les entités cellulaires impliquées dans 1'immunité innée, les lymphocytes T yd ont fait la
preuve d’une activité antivirale large (rétrovirus, flavivirus, paramyxovirus, orthomyxovirus,
picornavirus, coronavirus, arénavirus, herpesvirus, hepadnavirus et orthopoxvirus) 23%23!, Si les
propriétés antivirales des lymphocytes T V32~ ont largement été décrites, les lymphocytes T
Vy9V62 ont récemment ét¢ étudiés grace au développement des stratégies d’amplification.
Ainsi, les lymphocytes T Vy9Vo2 font ’objet d’études pour leur activité antivirale contre les
coronavirus, le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), le virus de I’hépatite C (VHC), le

virus de la grippe (Influenza) et ’EBV :

» Severe Acute Respiratory Syndrome lié au coronavirus (SARS-CoV) : une expansion de
lymphocytes T Vy9Vo2 et un taux important d’immunoglobulines anti-SARS-CoV furent
observés a 3 mois de I’installation des premiers symptomes chez des patients présentant un
syndrome de détresse respiratoire aigu 232, Par ailleurs, des modéles de co-cultures in vitro
ont démontré que des lymphocytes T Vy9V 52 inhibaient la réplication virale du SARS-CoV
aprés activation par des phosphoantigénes 2*2. Cette inhibition de la réplication virale du
SARS-CoV ¢était partiellement induite par la sécrétion d’IFN-y.

» VIH : une inversion du rapport V617/V52* a été observée dans le sang circulant des patients
atteints du VIH. Plus précisément, une expansion de lymphocytes T V817 s’associait a une

9+ 233,234

diminution du nombre de lymphocytes T Vo . Une étude sur un mod¢le de macaque

permit d’établir un lien entre cette expansion de lymphocytes T V317 et la translocation de
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produits bactériens dans 1’épithélium intestinal ; suggérant un lien indirect avec I’infection
par le VIH 2%, Les lymphocytes T V81" induisent une lyse des cellules infectées via les
récepteurs NKp30 et CD94/NKG2C 23237 ; mais peuvent également lyser des cellules non
infectées par le VIH 238, En paralléle de cette expansion T V81*, le nombre de T V§2*
diminue significativement chez les patients atteints du VIH, présentant un stade avancé, un
pool T CD4* diminué, une virémie élevée et/ou I’apparition d’infections opportunistes 2%,
VHC : le VHC appartient a la famille des flaviviridae et engendre des hépatites chez
I’Homme. Une diminution du nombre de lymphocytes T V827 circulants a été observé chez
les patients atteints d’infections chroniques par le VHC ?%°, Cette population cellulaire,
stimulée par des P-Ags (IPP, BrHPP) ou des aminobisphosphonates (acide zoledronique),
inhibe la réplication virale du VHC in vitro 2*!. Cette activité antivirale serait médiée par la
production d’IFN-y et non par une activité cytotoxique directe.

Influenza : il a récemment été décrit un role antiviral des T VY9V 2, pré-activés in vitro par
des aminobisphosphonates (acide pamidronique), sous la forme d’une activité cytotoxique
en présence de macrophages (dérivés de monocytes) ou de cellules épithéliales alvéolaires
infectées par différentes souches d’Influenza (HIN1, HIN2) 242243, Dans ce contexte, les
lymphocytes T Vy9Va2 pré-activés induisent la mort des cellules infectées par contact
direct, et plus précisément via I’activation du récepteur NKG2D. Cette activité cytotoxique
implique une dégranulation de type perforine/granzyme, le systéme Fas/Fas-ligand, mais
également I’inhibition de la réplication virale via la sécrétion d’IFN-y 243, Sur un modéle de
souris humanisées (Rag-/- yc-/- reconstituées avec des PBMC humains), la sévérité¢ des
atteintes organiques associ¢es a l’infection par I’Influenza virus était significativement
inférieur aprés traitement in vivo par aminobisphosphonates (acide pamidronique) 244,
soulignant la probable activité antivirale des lymphocytes T Vy9V52 contre I’Influenza
apres stimulation par P-Ags ou aminobisphosphonates.

EBV : les lymphocytes T Vy9Vd2, activés par des aminobisphosphonates (acide
pamidronique), sont capables d’exercer une activité cytotoxique sur les cellules d’une

lignée lymphoblastoide infectée par ’EBV, par la stimulation du récepteur NKG2D et par
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activation des voies Fas et TRAIL '°. In vivo, au sein de souris immunodéficientes
humanisées (Rag-/-yc-/-) et inoculées par des cellules lymphoblastoides EBV-induites,
I’administration de lymphocytes T VyY9V52 (apres culture in vitro sous acide pamidronique)

induisait une régression tumorale significative 6.
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LE VIRUS EPSTEIN-BARR
1. Généralités
a. Histoire

En 1958, Denis Burkitt, chirurgien britannique, observait une importante prévalence de tumeurs
du maxillaire supérieur chez les enfants de certaines régions d’Afrique de I’Est 24, 1l mettait en
¢vidence une prolifération de lymphocytes B et décrivait alors, pour la premicre fois, le

lymphome qui portera son nom : le lymphome de Burkitt.

Figure 19. Particules virales découvertes dans le
lymphome de Burkitt.

Dés 1961, lors d’une conférence sur ce lymphome dont la répartition répondait a des facteurs
géographiques et climatiques particuliers, Denis Burkitt et Anthony Epstein suspectaient une
influence virale et décidaient d’en isoler la souche. En 1964, le développement de lignées
cellulaires de lymphome de Burkitt permettait & Epstein, Achong et Barr d’identifier par
microscopie électronique des particules virales de type herpés-virus 246 (Figure 19).

Dés 1968, des études séro-épidémiologiques démontraient que ce virus, nommé virus
d’Epstein-Barr (EBV), infectait plus de 95% de la population et qu’il était I’agent étiologique

de la mononucléose infectieuse 24,
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A partir des années 1970, le génome viral de I’EBV était mis en évidence dans les cellules de
lymphome de Burkitt et dans les carcinomes indifférenciés du nasopharynx, confirmant
I’association de ce virus avec des cancers humains 24824, La capacité de ’EBV a immortaliser
les lymphocytes B in vitro au sein de lignées cellulaires lymphoblastoides et a induire des
lymphomes chez les primates était alors démontrée et confortait son role oncogénique chez
I’homme. Depuis lors, ’EBV ¢était impliqué dans de nombreuses pathologies bénignes ou
malignes d’origine épithéliale ou lymphoide. En 1984, ’EBV était le premier virus humain au

génome entiérement séquencé 2.

b. Taxonomie

EBV ou HHV-4 (pour « Human Herpe-Virus 4 ») appartient a la famille des Herpes-viridae
humains qui comprend a I’heure actuelle 8 membres. Il fait partie de la sous-famille des Gamma

Herpes-viridae et appartient au genre Lymphocryptovirus (Figure 20).

Gamma-Herpésvirus

Lymphocryptovirus

HHV-4
EBV HHV-1  Simplexvirus
HSV1
HHV-2
HSV2

Alpha-Herpésvirus

Figure 20. Organisation de la famille des Herpés-virus humains.
Selon Antman et al.
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Chagque virus posséde un nom standard (HHV-n) et un nom "usuel. HHV : Human Herpes Virus ;
HSV : Herpes Simplex Virus ; VZV : Varicella-Zoster Virus ; EBV : Epstein-Barr Virus ; HCMV :
Human Cyto Megalo Virus ; HBLV : Human B-Lymphotropic Virus ; RKV : RK patient Virus ;
KSHYV : Kaposi’s Sarcoma associated Herpes Virus.

Les souches d'EBV peuvent étre classées en 2 types (EBV-1 et EBV-2) sur la base du
polymorphisme de leurs génes EBNA2 (EBV Nuclear Antigen 2), 3A, 3B et 3C.

Des ¢études de séroprévalence démontrent que la souche EBV-1 est majoritaire dans les pays
occidentaux, alors que la souche EBV-2 ne prévaut que dans certaines zones d'Afrique

Equatoriale et de Nouvelle-Guinée 25'.
c. Epidémiologie

EBV est détectable dans plus de 95 % de la population adulte. Le virus est véhiculé tout au long
de la vie par production salivaire et par I’intermédiaire de 1’infection latente des lymphocytes
B. La majorité des primo-infections touchent les enfants et sont asymptomatiques. Les primo-
infections plus tardives, chez 1’adolescent ou I’adulte jeune comme c’est le cas dans les pays
développés, induisent une infection bénigne nommée mononucléose infectieuse. 11 s’agit d’une
maladie lymphoproliférative B, généralisée et transitoire, qui se traduit sur le plan
hématologique par une prolifération de lymphocytes B infectés par EBV au sein du sang
périphérique et par une expansion oligoclonale massive de lymphocytes T CD8+ anti-EBV.

La transmission virale se fait généralement via les sécrétions oropharyngées qui sont riches en
particules virales infectieuses. Le virus peut également €tre transmis apres transplantation
d’organe ou Allo-CSH, par transfert de lymphocytes B infectés via le greffon. Cette infection
constitue alors un facteur de risque important de syndrome lymphoprolifératif post-
transplantation (PTLD). Toutefois, si les cellules tumorales des PTLD dérivent généralement
des lymphocytes B du receveur post-transplantation d’organes solides, I’origine des cellules

tumorales des PTLD reste méconnue aprés Allo-CSH 232233,
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2. Cibles cellulaires et pathologies

Le lymphocyte B est la cellule cible classique de I’EBV ou se situe le réservoir viral pour la
majorité des personnes infectées (1 a 10 lymphocytes B mémoire infectées/100 000) >34, Ces
cellules sont aisément infectables in vitro car elles expriment fortement le récepteur principal
de P’EBV (CD21, récepteur de la gp350) et son corécepteur (CMH de classe II, récepteur de la
gp42). L’infection de cultures primaires de lymphocytes B humains par I’EBV se traduit par
une transformation cellulaire aboutissant a des lignées cellulaires lymphoblastoides B (LCL).

Dans les cellules infectées, le virus établit un programme de latence modifiant profondément le
phénotype et les fonctions des lymphocytes B : hyperexpression de molécules d’adhérence

(CD54/ICAM1, LFAL1 et LFA3) et de marqueurs d’activation (CD23, CD39 et CD40).

Historiquement, les cellules épithéliales furent la seconde cible cellulaire a étre associée a
I’EBYV suite a de nombreux cas de carcinomes du nasopharynx. /n vivo, la pénétration de ’EBV
dans les cellules épithéliales de 1’oropharynx et/ou des amygdales est une étape précoce de
I’infection par EBV. La séquence d’infection entre les cellules épithéliales et les lymphocytes
B est largement débattue dans la littérature 2°°>-2%%, L infection des cellules épithéliales est moins
bien comprise car ces cellules n’expriment pas la molécule CD2. Cependant, les cocultures de
cellules épithéliales et de lymphocytes B infectés par ’EBV ont révélé une infection des cellules
épithéliales par les virions produits 236239260,

Il s’agit du premier virus tumoral humain décrit et impliqué dans de nombreuses pathologies
hématologiques malignes d’origine B, NK, T mais également épithéliales chez I’hote
immunodéprimé et immunocompétent. Le trés large spectre de pathologies bénignes et

malignes de ’EBV est représenté dans le Tableau 7.

Tableau 7. Pathologies associées a I'EBV.
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Lymphoides B

Lymphoides T Mésenchymateuses

Epithéliales

Pathologies bénignes : Mononucléose infectieuse | Infection chronique active |

Leucoplasie orale chevelue

Pathologies malignes :

Hoéte Immunocompétent

Hoéte Immunodéprimé

Immunodéficience

Lymphome B associé au
VIH

Lymphoprolifératif post-
transplantation (PTLD)

. = Granulomatose
acquise .
lymphomatoide
=  Lymphome B associ¢ au
Lymphome de Burkitt méthotrexate
Lymphome de Hodgkin ) Lymp home’B gssome ’a .
. I’immunodéficience sévere
classique .,
combinée
= Lymphome B associé¢ au
Immunodéficience syndrome de Wiskott-
congénitale Aldrich
= Lymphome B associé aux
lymphoproliférations liées a
I'X
Sarcome associé aux
cellules dendritiques Leiomyosarcome
folliculaires
Lymphome NK/T
extranodal de type nasal
Lymphome T des
Syndromes
Hémophagocytiques

Carcinome nasopharyngé
non-glandulaire
Carcinome de type
lympho-épithélial
Carcinome mammaire
Carcinome hépatocellulaire
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3. Infection EBYV et PTLD associé¢é a PEBYV

La primo-infection a virus EBV est définie par la détection de ’ADN viral ou d’anticorps
spécifiques du virus chez un individu souvent asymptomatique, ou présentant plus rarement
une mononucléose infectieuse. La détection d’anticorps IgG anti-EBV dans le sang d’un
individu préalablement infecté définit la récurrence du virus de ’EBV.

Les pathologies associées au virus EBV au décours d’une Allo-CSH se manifestent sous forme
d’atteintes séveres d’organes ou de lymphoproliférations (PTLD). Les incidences des virémies
et des PTLD associé¢s a ’EBV (EBV-PTLD) se situent entre 0,1-63% et différent selon les tests
de détection utilisés, les types d’allogreffes et les centres de greffe 21-270,

L’EBV-PTLD est une prolifération néoplasique de cellules lymphoides ou plasmacytiques, et
représente une complication séveére associée aux transplantations. Si la fievre et les
adénopathies sont les symptomes les plus fréquents, une défaillance multi-organe et le déces
sont rapidement observés en I’absence de traitement '3. Avant 2000, la mortalité attribuable a
I’EBV-PTLD était ainsi de 84,6% aprés Allo-CSH 27!,

Le diagnostic d’EBV-PTLD nécessite un examen physique (amygdales, adénopathies,
hépatomégalie, splénomégalie, ficvre), une imagerie (scanner/tep-scanner), une endoscopie
digestive en cas de symptomes digestifs, et une biopsie pour apporter la preuve histologique du
diagnostic. Lorsque 1’état clinique du patient rend impossible la réalisation d’une biopsie, une
approche non-invasive associant une PCR quantitative de la virémie EBV et une imagerie

(scanner/TEP-scanner) est privilégice.

Le diagnostic histologique repose sur les criteéres suivants (n > 2) :

= Une rupture de I’architecture cellulaire par un processus lymphoprolifératif.

= Laprésence de populations cellulaires monoclonales ou oligoclonales révélant une atteinte
virale.

= [’existence d’une infection EBV dans de nombreuses cellules sous forme d’ADN, d’ARN

ou de protéines virales.
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La méthode de référence pour la détection du virus EBV dans les biopsies est la détection de
I’ARN de ’EBYV par hybridation in situ (EBER-ISH). L’immunohistochimie et la détection de

I’ADN viral par PCR sont des méthodes inappropriées étant donné leurs faibles spécificité et

valeur prédictive positive 272277,

278

La premiére classification des PTLD fut établie par Swerdlow et Greig “’°. Cependant, la

classification la plus utilisée est celle de ’OMS qui classe les PTLD en 4 types distincts 27 :

Les Iésions précoces polyclonales

Les Iésions polymorphes

Les lésions monomorphes (B, T ou NK)

Les Iésions de type Lymphome de Hodgkin classique

Le risque de développer un EBV-PTLD est influencé par une interaction complexe entre le type
d’hémopathie maligne, le type d’allogreffe, le type de donneur et de greffon. Ce risque est
étroitement 1ié au degré d’immunosuppression ou de déplétion des lymphocytes T 28, Ainsi,
une incidence importante d’EBV-PTLD a été démontré apres allogreffe de sang placentaire,
apres conditionnement d’intensité réduite et utilisation d’ATG ou de I’alemtuzumab (anticorps

monoclonal anti-CD52) 281,282,

Les approches préemptives et curatives vis a vis de la virémie EBV et de ’EBV-PTLD incluent
I’administration de rituximab, la réduction du traitement immunosuppresseur, la
chimiothérapie, 1’administration de lymphocytes T cytotoxiques anti-EBV ou encore
I’administration de DLI. Les données des études démontrent que I’administration préemptive
de rituximab permet un taux de réponse globale approximativement de 90% chez les patients

présentant une virémie EBV, et de 65% chez les patients atteints d’EBV-PTLD

262,263,267,270,273,274,283-295
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Récemment, il a ét¢ démontré que la réduction du traitement immunosuppresseur en
combinaison au rituximab permettait une survie de plus de 80% des patients présentant une
réactivation EBV tandis que son utilisation préemptive seule donnait un taux de réponse globale
de 68% 264285, 1.administration préemptive de lymphocytes T cytotoxiques anti-EBV permet
la survie de plus de 90% des patients présentant une réactivation EBV, et 75% des patients en
traitement curatif de "EBV-PTLD 285296-301 [ ’accés aux lymphocytes T cytotoxiques anti-EBV
reste complexe, essentiellement dans le cadre de protocoles qui ne sont pas disponibles dans la

majorité des centres.

Sur un plan immunologique, il a ét¢ démontré que I’immunité innée et plus particuli¢rement les
lymphocytes T yd, tenaient un réle majeur dans le controle de nombreuses familles virales
(notamment la famille des herpés-virus) 2223%-231.302 Plyg en détail, le role des lymphocytes T

Vy9V382 dans I’immunité cellulaire anti-EBV a été récemment décrit 1624,
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RESULTATS

Grace aux progres réalisés lors des dernieres décennies, avec [’utilisation croissante de
conditionnements d’intensité atténuée et de CSH haploidentiques avec prophylaxie de la GvHD
par administration de PTCy #7-3%3-3%5 de nombreux patients ne disposant pas de donneur-HLA -
identiques ont pu étre allogreffés. Cependant, cette procédure thérapeutique reste complexe, en
raison de I’immunosuppression et des toxicités induites, du risque de GvHD et des nombreuses

complications infectieuses, causes majeures de NRM.

En accord avec les données de la littérature 3%, nous observons une augmentation de I’incidence
des infections virales a EBV chez les patients traités par Haplo-CSH a I’hopital Saint-Antoine,
AP-HP °. Alors que la reconstitution immunitaire des patients Haplo-CSH est insuffisamment
documentée, notre constat souleve la question de I’'impact du PTCy sur la reconstitution
immunitaire des effecteurs jouant un role dans I’immunité cellulaire anti-EBV (notamment les

lymphocytes T y6 et T Vy9V52).

D’autre part, si ’administration préemptive de rituximab dés 1’augmentation de deux charges
virales EBV consécutives dans le sang (selon les recommandations de I’ European Conference
on Infections in Leukemia ') permet d’obtenir un taux de négativation des charges virales
proche de 90%, l’impact du traitement pré-emptif par rituximab sur la reconstitution
immunitaire des cellules immunitaires CD20" et sur le risque infecticux reste tout autant

méconnu a ce jour.
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Les objectifs de ce travail de these étaient donc les suivants :

Etude 1. Impact du cyclophosphamide sur la reconstitution lymphocytaire T gamma-delta

apres greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques

e Evaluer I’impact de I’utilisation de cyclophosphamide post greffe en prophylaxie de la
maladie du greffon contre 1’hote sur la reconstitution immunitaire des effecteurs
immunitaires T conventionnels et T non conventionnels de patients, en comparaison
avec des patients ne recevant pas de cyclophosphamide post greffe.

o FEtablir des corrélations clinicobiologiques entre les données de reconstitution
immunitaire, notamment précoces, et les événements cliniques apparaissant a distance

de la greffe.

Etude 2. Impact du traitement préemptif par rituximab sur la reconstitution immunitaire dans

le contexte de réactivation EBV apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

e FEtudier I'impact des traitements préemptifs des réactivations virales (notamment EBV)
sur la reconstitution immunitaire des patients allogreffés de CSH.

e FEtablir des corrélations clinicobiologiques entre les données de reconstitution
immunitaire et les événements cliniques apparaissant a distance du traitement préemptif

suite a la réactivation EBV.
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ARTICLE 1 : IMPACT DU CYCLOPHOSPHAMIDE SUR LA
RECONSTITUTION LYMPHOCYTAIRE T GAMMA-DELTA APRES
GREFFE ALLOGENIQUE DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

1. Résultats principaux

Notre étude rétrospective, conduite sur une premicre cohorte de 106 patients allogreffés de CSH
périphériques mobilisées par G-CSF a I’hdpital Saint-Antoine, AP-HP entre avril 2013 et
décembre 2016, a permis une étude quantitative et phénotypique de la reconstitution
immunitaire des patients recevant une Haplo-CSH avec PTCy, comparée a celle des patients
recevant une Allo-CSH sans PTCy. A J20 apres Allo-CSH, les médianes de valeurs absolues
de toutes les populations cellulaires étaient significativement inférieures chez les patients
Haplo-CSH, en comparaison aux autres patients. Dés J30 apres Allo-CSH, tous les patients
présentaient des valeurs absolues de lymphocytes T conventionnels (CD3* totaux, CD4" et
CD8") comparables. En revanche, les populations de lymphocytes T non-conventionnels /0, et
T V427, restaient significativement diminuées chez les patients Haplo-CSH. La diminution des

lymphocytes T V2" persistait au moins jusqu’a J360 apres la greffe.

Afin d’¢lucider le mécanisme responsable de ce déficit de reconstitution des lymphocytes T v/
aprés Haplo-CSH, nous avons constitué une seconde cohorte prospective de 25 patients pour
¢tudier la prolifération précoce des populations lymphocytaires T par marquage de I’index de
prolifération Ki67 a J3, J7 et J10 apres la greffe. Nous avons observé une importante
prolifération des différentes populations de lymphocytes T dés J3 apres la greffe. A J7 et J10,
au décours de I’administration du PTCy (J+3/+5) chez les patients recevant un greffon Haplo-
CSH, nous avons observé une réduction significative des populations de lymphocytes T CD8",
T v/d et T V32" exprimant le Ki67, en comparaison aux patients ne recevant pas cette
prophylaxie. Ainsi le PTCy semble directement impacter la prolifération des lymphocytes T y/d

aprés Haplo-CSH, conduisant a un défaut de reconstitution chez ces patients.
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Sur le plan du devenir clinique, les groupes de patients étaient comparables en termes
d’incidence de GvHD aigiie, de GvHD chronique, de rechute et ne différaient pas en termes de
survie. Cependant, le taux de réactivation virale EBV ¢était significativement augmenté chez les
patients Haplo-CSH, en comparaison aux autres patients (61% contre 34%, P = 0.02). Apres
avoir établi des courbes ROC, nous avons observé que les valeurs absolues de lymphocytes T
v/6 et V82*a J30 de la greffe étaient des variables discriminantes du risque de réactiver le virus
EBV. Ainsi, les patients présentant un compte de y/6 <4.63/ul (la valeur seuil pour discriminer
les patients suite a I’analyse des courbes ROC) a J30 avaient un risque supérieur de réactiver le
virus EBV (P = 0.006). Les patients présentant un compte de V52" <0.49/ul (la valeur seuil
pour discriminer les patients suite a 1’analyse des courbes ROC) a J30 avaient un risque
supérieur de réactiver le virus EBV (P = 0.003). Finalement, une analyse de régression
logistique multivariée confirmait qu’un compte de lymphocytes T v/6 >4.63/ul a J30 apres Allo-
CSH était 'unique parameétre indépendant significativement associé a une réduction du risque
de présenter une infection EBV au décours de 1’Allo-CSH (RR 0.34; 95% CI, 0.15-0.76, P =
0.009).

En dépit de ’efficacité indiscutable du PTCy dans la prophylaxie de la GvHD aprés Haplo-
CSH, nos résultats suggerent un effet délétére et durable de ce traitement sur la reconstitution
lymphocytaire T v/6. En effet, la prolifération précoce de ces populations cellulaires est
rapidement impactée par ce traitement qui induit un délai a leur reconstitution ; qui correle
directement avec un risque accru de présenter une infection virale EBV au décours de 1’Allo-

CSH.
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Abstract

Objectives. Haploidentical haematopoietic cell transplantation
(Haplo-HCT) using peripheral blood stem cell (PBSC) grafts and
post-transplant cyclophosphamide (PTCy) is being increasingly
used; however, data on immunological reconstitution (IR) are still
scarce. Methods. This retrospective study evaluated T-cell
immunological reconstitution in 106 adult patients who
underwent allogeneic haematopoietic cell transplantation for
haematologic malignancies between 2013 and 2016. Results. At
D30, while conventional T cells reached similar median counts in
Haplo-HCT recipients (n = 19) and controls (n = 87), v6 and V52" T-
cell median counts were significantly lower in Haplo-HCT
recipients and it persists at least until D360 for V52" T cells. PTCy
induces a significant reduction in early y§ and V&2 T-cell
proliferation at D 7. At one year, the rate of increase in Epstein—
Barr virus (EBV) viral load was significantly higher in Haplo-HCT
recipients as compared to controls (61% versus 34%, P = 0.02). In
multivariate analysis, a higher yé T-cell count (> 4.63 pL”) at D30
was the only independent parameter significantly associated with
a reduced risk of increase in EBV viral load (RR 0.34; 95% Cl, 0.15-
0.76, P = 0.009). Conclusion. Immunological reconstitution of yd T
cells is significantly delayed after Haplo-HCT using PTCy and low-
dose ATG and is associated with an increased risk of increase in
EBV viral load.

Keywords: allogeneic haematopoietic cell transplantation,
Epstein—Barr virus, haploidentical haematopoietic cell
transplantation, immune reconstitution, post-transplantation
cyclophosphamide, yd T cell
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PTCy and v3 T-Cell reconstitution after Haplo-HCT

INTRODUCTION

Allogeneic haematopoietic stem cell
transplantation (Allo-HCT) is the only curative
treatment for many patients with malignant and
non-malignant diseases. Nevertheless, a fully
matched related donor is available for only 30%
of patients. Therefore, the use of alternative
donors, matched or mismatched unrelated donors,
umbilical cord blood or haploidentical donors,
was developed. Haploidentical haematopoietic
cell transplantation (Haplo-HCT) is associated with
an important bidirectional alloreactivity, and first
results were disappointing with a very high
toxicity and mortality of the procedure.’
Fortunately, development of Haplo-HCT using
post-transplant cyclophosphamide (PTCy)
significantly improved the rates of graft-versus-
host disease (GvHD), non-relapse mortality and
engraftment.?”’” Compared with Allo-HCT with
matched related or unrelated donor,
retrospectives studies reported similar overall
survival (OS) and disease-free survival (DFS) with
Haplo-HCT and even sometimes a decreased
incidence of acute and/or chronic GvHD.>”’ PTCy
acts through induction of functional impairment
of alloreactive T cells without toxic effects on
haematopoietic stem cells.®2 Furthermore, after
allogeneic stimulation, donor regulatory T cells
express a higher level of aldehyde dehydrogenase,
the enzyme responsible for in vivo detoxification
of cyclophosphamide. Therefore, donor regulatory
T cells are resistant to PTCy-induced cytotoxicity
and contribute to the prevention of GvHD after
PTCy.'

Nevertheless, we and others recently reported
high incidences of viral reactivation following
Haplo-HCT with PTCy.*'" In particular, an
increased EBV viral load was reported in 19-53%
of patients>'®"? and up to 72% when a longer
follow-up of 2 years was considered.®

Several studies have shown the role of gamma
delta (yd) T cells in EBV surveillance. De Paoli
et al."® have described an expansion of y8 T cells
during the acute phase of EBV-induced infectious
mononucleosis, suggesting their possible role in
controlling EBV infection. Furthermore,
pamidronate-expanded Vy9'V82" T cells can
directly kill EBV-lymphoblastoid cell lines in vitro
and in vivo." y8 T cells exhibit both innate and
adaptive features'® and differ from conventional
o/B T cells not only in TCR composition, but also in
their development, tissue distribution and

2020 | Vol. 9 | e1171
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physiological functions.'®'® The V82" T-cell subset
is the predominant peripheral blood v T-cell
population in most adults."

In the setting of Allo-HCT, expansion of y§ V51"
T cells has been reported in one patient with an
increase in EBV viral load after an umbilical cord
blood transplantation.?® Furthermore, inverse
correlations between CD4/CD8 double negative or
vd V82" T-cell recovery and increase in EBV viral
load were reported after Haplo-HCT with high-
dose antithymocyte globulin (ATG).?"%?

With this background, we evaluated the impact
of PTCy administration on 3 T-cell immune
reconstitution after Allo-HCT with peripheral
blood stem cell (PBSC) grafts, and the correlations
with the increase in EBV viral load.

RESULTS

Characteristics of patients, donors and
transplantations

For cohort 1, patients, donors and transplant
characteristics are summarised in Table 1. Twenty-
nine patients had a matched related and 58 a
matched unrelated donor (control group, n = 87),
while 19 patients received Haplo-HCT with PTCy
(PTCy group). The median age was 56 years
(range, 18-70) in the control and 57 (range, 27—
71) in the PTCy group (P=0.83). All donor/
recipient pairs were EBV positive (respectively,
positive/negative 2%, negative/positive 10% and
positive/positive 87% in the control group versus
16%, 0% and 84% in the PTCy group).

According to the Disease Risk Index,?® patients
were considered to be low, intermediate, high or
very high risk (respectively, 2%, 51%, 39% and 8%
in the control group and 0%, 42%, 53% and 5% in
the PTCy group, P =0.78). Twenty-two patients
who were not in complete remission at the time of
Allo-HCT, 16 being in the control (18%) and 6
being in the PTCy group (32%), received a
sequential conditioning regimen, while the
remaining patients received a RIC (respectively, 14
and 0) or a RTC regimen (respectively, 57 and 13;
P = 0.08).

Immune reconstitution

The IR of T-cell and v3 T-cell subsets is illustrated in
Figure 1 and summarised in Supplementary
table 1. At D20 after Allo-HCT, the median counts
of all immune cell subsets were significantly lower

© 2020 The Authors. Clinical & Translational Imnmunology published by John Wiley & Sons Australia, Ltd onzzmalf of
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Table 1. Cohort 1 population and transplant characteristics

PTCy and v3 T-Cell reconstitution after Haplo-HCT

Characteristics Control group (n = 87) PTCy group (n = 19) P-value
Patient age in years, median (range) 56 (18-70) 57 (27-71) 0.83
Patient gender
Male 53 (61) 15 (79) 0.14
Female 34 (39) 4(21)
Donor gender
Female to male 22 (25) 8 (42) 0.14
CMV-seronegative donor-recipient pair 25 (29) 4(21) 0.50
EBV serostatus donor—recipient pair
Positive/Negative 2(2) 3(16) 0.03
Negative/Positive 9 (10) 0
Positive/Positive 76 (87) 16 (84)
Negative/Negative 0 0
Diagnosis
Myeloid malignancies 58 (67) 12 (63) 0.77
Acute myeloid leukaemia 28 (33) 10 (53)
Myeloproliferative neoplasms 22 (25) 1(5)
Myelodysplastic syndrome 8 (9) 1(5)
Lymphoid malignancies 29 (33) 7 (37)
Acute lymphoblastic leukaemia 17 (19) 4(21)
Non-Hodgkin lymphoma 10 (12) 3(16)
Hodgkin lymphoma 2(2) 0
Disease Risk Index
Low 2(2) 0 0.78
Intermediate 44 (51) 8 (42)
High 34 (39) 10 (53)
Very High 7 (8) 1(5)
Conditioning regimen
RIC 14 (16) 0 0.08
RTC 57 (66) 13 (68)
Sequential 16 (18) 6 (32)
Antithymocyte globulin
Median (range) 5 (5-6) 5 (2.5-5) 0.07
2.5 mg kg™ 0 3
5 mg kg 86 16
6 mg kg 1 0
Post-transplant immunosuppression
CsA alone 15 (17) 0 < 0.0001
CsA and MMF 64 (74) 0
CsA and MTX 8(9) 0
CsA and MMF and PTCy 0 192 (100)
Median follow-up, months (range) 35 (22-42) 30 (19-41) 0.62

CMV, cytomegalovirus; CsA, cyclosporine A; EBV, Epstein—Barr virus; MMF, mycophenolate mofetil; MTX, methotrexate; PTCy, post-transplant
cyclophosphamide; RIC, reduced intensity conditioning; RTC, reduced toxicity conditioning; yrs, years.

Bold denotes statistically significant.

PTCy 50 mg kg~' day™" at D3 and D5 (2 patients received PTCy at D3 only).

in PTCy groups as compared to the control group
(Figure 1). At D30, total lymphocytes, CD3" T cells,
CD4"' T cells and CD8" T cells reached similar median
counts in the two groups (Figure 1a—d). In contrast,
vd T-cell and V82" T-cell median counts remained
significantly low at D30 (Figure 1e, f). Furthermore,
while y6 T-cell median count in the PTCy group
reached values similar to those in the control at

© 2020 The Authors. Clinical & Translational Immunology published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of

Australian and New Zealand Society for Immunology, Inc.

D90 (Figure 1e), V32* T-cell median counts
remained significantly lower in the PTCy than the
control group up to D360 after transplantation
(Figure 1f). Finally, compared to healthy donors,
V&2 T-cell counts remained significantly lower in
both PTCy and control groups at least until D360
(Figure 1f). Of note, IR of T-cell and 3 T-cell
subsets was similar in a subgroup analysis including
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Figure 1. Immune recovery of T cells after Allo-HCT. Kinetics of absolute lymphocyte (a), T-cell (b), CD4" T-cell (), CD8" T-cell (d), y5 T-cell (e)
and V82" T-cell (f) counts in blood from control (n = 87) and Haplo-HCT with PTCy (n = 19) recipients following Allo-HCT. Samples from healthy
donors serve as baseline reference. Box and whisker plots displaying the median, the 25th percentile, the 75th percentile of the distribution (box),
and the most extreme data point (whiskers), which is no more than 1.5 times the interquartile range from the box. Allo-HCT, allogeneic
haematopoietic stem cell transplantation; HD, healthy donors; PTCy, post-transplant cyclophosphamide.

only patients receiving CsA and MMF
(Supplementary figure 2). In contrast, acute GvHD
and subsequent use of corticosteroids had no
impact on 8 T-cell and V82" T-cell immune

2020 | Vol. 9 | e1171
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recovery (Supplementary figure 3) but were
associated with an impaired long-term immune
reconstitution of lymphocytes, CD3" T cells, CD4" T
cells and CD8" T cells (Supplementary figure 3).
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PTCy and v T-Cell reconstitution after Haplo-HCT
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Figure 2. Kinetics of Ki67-expressing T cells after Allo-HCT. Kinetics of Ki67-expressing CD4" T-cell (a), CD8" T-cell (b), v& T-cell (c) and V2™ T-
cell (d) proportions in the graft and at D3, D7 and D10 in control (not receiving PTCy, n = 16) and Haplo-HCT with PTCy (n = 12) recipients after
Allo-HCT. Bars displaying the mean of Ki67 MFI and 95% confidence intervals (error bars) are shown. Allo-HCT, allogeneic haematopoietic stem

cell transplantation; PTCy, post-transplant cyclophosphamide.

Early proliferation of T cells

To decipher the mechanism of impaired y3 and
V32" T-cell recovery after Haplo-HCT with PTCy,
we analysed T-cell proliferation (Ki67*), on fresh
samples of the PBMC graft, and at early time
points after Allo-HCT (D3, D7 and D10) in a
second cohort of 16 controls and 12 PTCy
recipients. Patient, donor and transplant
characteristics are summarised in Supplementary
table 2 for cohort 2. In the graft, the proportions
of Ki67-expressing cells were low for all T-cell
subsets (Figure 2). Graft infusion was associated
with proliferation of all T-cell subsets, as
demonstrated by the high proportion of Ki67-
expressing cells at D3 in CD8" T cells, yd T cells,
V52" T cells and to a lesser extent CD4" T cells.
Interestingly, there were no differences at D3
(before administration of PTCy) in the proportions

© 2020 The Authors. Clinical & Translational Immunology published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of

Australian and New Zealand Society for Immunology, Inc.

of Ki67-expressing T cells between control and
PTCy groups (Figure 2).

After PTCy treatment, at D7 and D10 after Allo-
HCT, we observed a significant decrease in Ki67-
expressing CD8", vd and V32" T cells (Figure 2b—d)
in the PTCy group, as compared with the control
group. In contrast, there were no differences in
the proportions of Ki67-expressing CD4" T cells
between Haplo-HCT and control recipients at D7
and at D10 (Figure 2a).

Clinical outcomes

Clinical outcomes were only evaluated in cohort 1.
The median follow-up among surviving patients
was 33 months (range, 22-42). At 2 years, the
rates of NRM, PFS, GPFS and OS were 9%, 72%,
64% and 78%, respectively (Table 2). At D180, the
cumulative incidences (Cls) of grade II-IV and

2020 | Vol.9 | e1171
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Table 2. Clinical outcomes after allogeneic haematopoietic stem cell transplantation

Outcomes All patients (n = 106) Control group (n = 87) PTCy group (n = 19) P-value
aGvHD incidence at D180, % (95% Cl)

Grade -V 20 (12-29) 19 (11-29) 24 (7-46) 0.59

Grade -1V 2 (0-6) 2(1-8) O 0.52
c¢GVHD incidence at month 24, % (95% Cl) 36 (26-45) 36 (26-46) 3 (13-55) 0.70

Extensive 14 (7-19) 12 (6-19) 7 (4-37) 0.67
Non-relapse mortality at month 24, % (95% Cl) 9 (4-15) 8 (4-15) 1 (2-30) 0.70
CMV incidence at month 12, % (95% Cl) 7 (18-37) 24 (14-35) 6 (15-72) 0.16
EBV incidence at month 12, % (95% Cl) 9 (30-49) 34 (24-45) 1 (34-80) 0.02
Relapse incidence at month 24, % (95% ClI) 9 (12-27) 19 (12-28) 9 (4-42) 0.61
Progression-free survival at month 24, % (95% Cl) 2 (64-81) 73 (63-82) 0 (47-93) 0.83
GPFS at month 24, % (95% Cl) 4 (54-74) 64 (53-75) 2 (37-87) 0.72
Overall survival at month 24, % (95% Cl) 8 (70-86) 78 (69-87) 9 (61-97) 0.85
Median follow-up, months (range) 3 (22-42) 35 (22-42) 0 (19-41) 0.62

aGvHD, acute graft-versus-host disease; cGvHD, chronic graft-versus-host disease; Cl, confidence interval; CMV, cytomegalovirus; EBV, Epstein—
Barr virus; GPFS, graft-versus-host disease and progression-free survival; PTCy indicate post-transplantation cyclophosphamide.

Bold denotes statistical significance.

grade -V aGvHD were 20% and 2%,
respectively. The 2-year Cls of cGvHD, extensive
cGvHD and relapse were 36%, 14% and 19%,
respectively, while Cls of CMV reactivation and
increase in EBV viral load at one year were 27%
and 39%, respectively. There were no differences
between the control group and the PTCy group
with respect to all outcomes considered, except
for increase in EBV viral loads at 12 months
(Table 2): this was significantly higher in the PTCy
group (respectively, 61% versus 34%, P = 0.02).

To further investigate a potential role of T cells in
the increased risk of increase in EBV viral load after
Haplo-HCT with PTCy, we then performed ROC
curves analysis for each T-cell subset. It revealed
that only v& T-cell and V82" T-cell counts at D30
following Allo-HCT were accurate discriminators of
the risk of increase in EBV viral load. Patients
having the lowest y5 and V52" T-cell counts
(respectively, < 4.63 L' and < 0.49 uL~"; the cut-
off values used to segregate the patients between
low and high y§ and V62" T-cell counts) at D30 had
a significantly higher risk of increase in EBV viral
load (respectively, P =0.006 and P =0.003)
(Supplementary table 3 and Figure 3a). In contrast,
vd and V82" T-cell counts at D30 had no impact on
the main outcomes after Allo-HCT, including
relapse, NRM and OS (data not shown). In
multivariate logistic regression analysis, a higher v
T-cell count (> 4.63 uL~") at D30 following Allo-HCT
was the only independent parameter significantly
associated with a reduced risk of increase in EBV
viral load (RR 0.34; 95% Cl, 0.15-0.76, P = 0.009)
(Table 3). Finally, in the subgroup of patients with
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an increase in EBV viral load (n = 45), median EBV
viral copy number was 15748 (range, 5192-580 000)
copies mL~". Interestingly, we find a correlation
between EBV viral copy number and v T cell
(R=-0.67, P<0.0001; Figure 3b), median EBV
viral copy number being significantly lower in
patients with higher y8 T-cell count (> 4.63 L") at
D30 (median 8116 copies mL™’ versus
38 502 copies mL ™', P = 0.0008; Figure 3c).

DISCUSSION

A delayed IR after Allo-HCT has been associated
with higher risk of relapse,® NRM,?*?*> GvHD?
and bacterial, fungal and viral infections.?®
Therefore, IR is essential to control transplant
complications and improve survival after Allo-
HCT."

In the setting of Allo-HCT with PTCy, previous
analyses of IR focused on o/ T cells.?’”?° It was
shown in animal models that T memory stem cells
derive from naive T cells after Allo-HCT.%8 In humans,
Kanakry et al.?’ reported a favorable CD4", CD8" and
CD4"CD25'Foxp3” T-cell reconstitution after Allo-
HCT with bone marrow grafts and PTCy as a single
agent for GvHD prophylaxis. Furthermore, it was
shown that CMV seropositivity can drive T-cell
reconstitution and o/ T-cell receptor diversity.?*
Data on 3 T cells are scarcer. Retiere et al.>° recently
reported that the use of PTCy was associated with
fewer v T cells early after Allo-HCT compared to
ATG, while it was the opposite for o/p T cells.

The current study shed a new light on 3 T-cell
reconstitution and its impact on the increased EBV

© 2020 The Authors. Clinical & Translational Inmunology published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of

Australian and New Zealand Society for Immunology, Inc.

81



N Stocker et al. PTCy and v T-Cell reconstitution after Haplo-HCT

EBV
(@ o
> o Tgd < 4.63
o -=- Tgd>463
s 08 —
§ 07
3
© 06 —
£
[
2 05
2
2 o4 o
E
(3 R [ o ammm———-
02 - -
01 -
0o T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12
Time from transplant (months)
number of at-risk patients
—_ 31 30 18 14 12 12 12 12 12 12 12 " 1"
50 47 39 37 35 34 34 33 33 32 29 27 27
(b) () —f_'l‘ 100000~ -
E
200 % 80000 [
Q2
T, 1504 * =-0.67 § .
o ==0 2 60000+
2 P <0.0001 =
2 o
g 1001 . . _§ 40000 .
- . 'g
2 50+ S 20000 =
> i
m
w 0
0 20000 40000 60000 800D -6 >4.63
EBV viral load mL™" ¥ T cells pL™"

Figure 3. Increase in EBV viral load and yd& T-cell counts at D30 after Allo-HCT. Probability of increase in EBV viral load according to y8 T-cell
count (below or over the best value of 4.63 uL "y at D30 after Allo-HCT (a). Correlation between increase in EBV viral load and v8 T-cell count
at D30 after Allo-HCT (b). Increase in EBV viral load according to y& T-cell count (below or over the best value of 4.63 uL™") at D30 after Allo-
HCT (c). The median of EBV viral load and 95% confidence intervals (error bars) are shown. Allo-HCT, allogeneic haematopoietic stem cell
transplantation; EBV, Epstein-Barr virus.

Table 3. Multivariate analysis of EBV risk factors

Covariates Hazard ratio (95% Cl) P-value
RIC vs RTC/sequential 0.39 (0.11-1.3) 0.13
Haplo-HCT vs Control 1.01 (0.39-2.6) 0.99
High—very-high DRI vs others 1.09 (0.52-2.3) 0.82
¥6 T cells > 4.63 uL™" vs < 4.63 uL~" at D30 0.34 (0.15-0.76) 0.009

Cl, confidence interval;, DRI, disease risk index; Haplo-HCT, haploidentical haematopoietic stem cell transplantation; RIC, reduced intensity
conditioning; RTC, reduced toxicity conditioning; vs, versus.
Bold denotes statistical significance.

viral load after Haplo-HCT with PTCy and PBSC those of patients receiving ATG alone, as

grafts. Administration of PTCy and low-dose ATG
was associated with an early profound
lymphopenia: at D20, all lymphocyte subsets
assessed were significantly decreased compared to
patients receiving ATG alone. Thereafter, o/f CD4"
and CD8" T cells progressively increased, and at
D30, levels in the PTCy group were similar to
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previously described.?® In contrast, v5 and V82" T-
cell IR was very slow and significantly delayed in
patients receiving PTCy, with a dramatically lower
median counts of V52" T cells up to one year after
Haplo-HCT. Dose of ATG was consistent across
patients, with the majority of patients (96%)
receiving 5 mg kg~' ATG; therefore, we were not
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able to evaluate the impact of ATG dose on IR
and patients’ outcomes.

Since PTCy induces alloreactive proliferative T-
cell dysfunction and suppression,® we assessed the
effect of PTCy on the proliferation capacity of the
different T-cell subsets to understand the
mechanism of the profound y8 T-cell deficiency
observed after PTCy. Interestingly, the proportions
of proliferating CD8", v and V52" T cells at D3 after
Allo-HCT and before PTCy administration were
high and comparable to those of patients receiving
ATG alone. After PTCy administration, we observed
a deleterious impact of PTCy on the CD8", y5 and
V&2" T-cell proliferation, while proliferation was
not affected in the control group.

Nevertheless, while CD8" T cells rapidly reached
similar median counts, y6 T-cell counts remained
significantly lower, up to one year for V52" T cells,
after Haplo-HCT  and PTCy. Aldehyde
dehydrogenase (ALDH), the major mechanism of
resistance to cyclophosphamide, has been reported
to drive regulatory T-cell resistance to PTCy.%’
Therefore, we assessed if the deleterious impact of
PTCy on CD8", v& and V82" T cells was related to a
lower expression of ALDH in those cells, but we
could not find any difference between cell subsets
within the PBSC graft (data not shown).
Interestingly, we previously reported that PBSC
grafts contain more than 10 times fewer v T cells
than CD8' T cells,3" and we hypothesised that the
different pool size of CD8" and 5 T cells in the
PBSC graft may explain the differences in IR.

A meta-analysis recently reported that high o
T-cell values after Allo-HCT were associated with
less disease relapse, fewer infections and higher
0S and disease-free survival.>?> Nevertheless,
despite a significantly delayed 3 T-cell IR in
patients receiving an Haplo-HCT with PTCy and
ATG, there was no difference in relapse incidence,
OS and PFS between the two groups, suggesting
that yd T cells are not critical for disease control in
this setting of Haplo-HCT. In contrast, as
previously reported,® the incidence of increased
EBV viral load was significantly higher in patients
receiving Haplo-HCT with low-dose ATG and PTCy
compared to patients with matched donor and
receiving low-dose ATG alone, being 61% versus
34%, respectively (P =0.02). Furthermore, in
multivariate analysis, the impact of PTCy was
overcome by a low number of y8 T cells at D30,
which was the only parameter associated with a
higher incidence of increased EBV viral load [HR,
0.34 (0.15-0.76), P =0.009]. This finding is in
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accordance with previous studies which reported
a correlation between the V82" T cell or CD4/CD8
double-negative  T-cell recovery and the
occurrence of increase in EBV viral load in the
setting of Haplo-HCT with high-dose ATG.2"%2

Our study has several limitations, in particular
regarding the absence of external validation
cohort and the heterogeneity of the population in
terms of conditioning regimen, GvHD prophylaxis
or haematological diseases. In an attempt to have a
more homogeneous population, we included only
patients receiving a fludarabine and busulfan-
based conditioning regimen; nevertheless, we
cannot exclude that various doses of busulfan and
additional drugs administered in some patients, in
particular thiotepa, may have influence IR.
Regarding GvHD prophylaxis, our findings were
similar in a subgroup analysis of patients receiving
CsA and MMF. Finally, we must also highlight that
while y3 T cells represent only a minor part of the
circulating T cells (1-5%), they are present in much
higher number within epithelial tissues (10—
100%).33 It would be therefore very important to
evaluate whether vy3 T-cell infiltration correlates
with our finding in the peripheral blood and the
role of v T-cell homoeostasis in antiviral immunity.

CONCLUSION

Overall, the «current study shows that
administration of PTCy after Haplo-HCT can induce
a profound and prolonged yé T-cell depletion.
Furthermore, we report an inverse correlation of
the recovery of V52* T cells with increase in EBV
viral load following Haplo-HCT using PTCy and low-
dose ATG. This result is in line with the previous
observations reported after Haplo-HCT using the
GIAC protocol.??> Manipulation of PBSC grafts,
based on V52" T-cell sorting and ex vivo culture
with bisphosphonates,?’ followed by a delayed
administration of autologous V52" T cells could be
a new cellular therapy to improve the prophylaxis
of increase in EBV viral load in the Haplo-HCT with
PTCy setting.

METHODS

Patients

This retrospective single-centre study included a cohort of
106 patients who underwent Allo-HCT for haematological
malignancies between April 2013 and December 2016 at
the Saint-Antoine University Hospital (AP-HP, Paris, France).
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All patients who received Allo-HCT with low dose of ATG
and a granulocyte colony-stimulating factor mobilised PBSC
graft from a matched related or unrelated donor (control
group) or an haploidentical donor with PTCy (PTCy group)
and with at least one frozen peripheral blood sample
available at day + 30 for IR analysis were included. A group
of 10 healthy donors [HD group, Etablissement Francais du
Sang (EFS, Paris Saint-Antoine-Crozatier, Paris, France)] was
established to serve as baseline reference [median age 45
(range, 32-61) years, 70% were male]. In addition, a second
independent cohort of 28 Allo-HCT patients was used to
prospectively analyse early T-cell proliferation in fresh
samples. Written informed consent was obtained from each
patient. This study was approved by the hospital’s
institutional review board and the local ethics committee
(Comité de Protection des Personnes lle de France X,
reference 29-2016).

Transplantation procedure

All patients received the preparative regimen as in-patients
in private rooms, and remained hospitalised until
haematopoietic and clinical recovery. They all received
granulocyte colony-stimulating factor mobilised PBSC as
grafts and in vivo T-cell depletion with low-dose ATG
[thymoglobulin (Sanofi, France) 5 mg kg™' median dose
(range, 2.5-6)]. In addition, patients with an haploidentical
donors received standard PTCy (50 mg kg~' day~ ') at D3 and
D5. Patients with refractory disease received a sequential
conditioning regimen based on thiotepa 5-10 mg kg ',
etoposide 400 mg m~2 and cyclophosphamide 1600 mg m~2
between days (D) -15 and -9, followed by, after a 3-day rest,
reduced intensity conditioning (RIC) with fludarabine
150 mg m~2 and intravenous busulfan 6.4 mg kg~' on D-6 to
D-1,>* while other patients received a RIC or a reduced
toxicity conditioning (RTC) regimen based on 150 mg m™2
fludarabine, 6.4-9.6 mg kg~ ' day™ ' busulfan with or
without 5 mg kg™’ thiotepa. Post-transplantation
immunosuppression consisted of cyclosporine A (CsA) alone
for matched sibling donors, CsA and mycophenolate mofetil
(MMF) for matched unrelated donor and haploidentical
donors, or CsA and a short course of methotrexate (MTX) for
patients with a major ABO mismatch incompatibility. CsA
was administered intravenously at a 3 mg kg~' day~' dosage
starting on D-2 or D-3, and changed to twice daily oral
dosing as soon as tolerated.>>*® MMF was administered at a
fixed oral dose of 2 gday ' starting from D5 without
adjustment. MTX was administered at 15 mg m~2 on D1 and
10 mg m 2 on D3 and D6. In the absence of GvHD, MMF and
CsA were tapered over 4 weeks starting from D60 and D90,
respectively. Supportive care was the same for all patients
during the whole study period. Empiric broad-spectrum
antibiotics were administered if a patient developed a
temperature > 38.3°C, or > 38°C for 1 h, or showed any sign
of infection. Anti-infectious prophylaxis consisted of acyclovir
while trimethoprim-sulfamethoxazole or atovaguone was
started after neutrophil recovery for one year and pursued
beyond if CD4" T cells remained below 0.2 x 10° cells L™".
Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), human
herpesvirus 6 (HHV6) and Toxoplasma gondii were routinely
screened by quantitative polymerase chain reaction (PCR)
until at least D100. For CMV reactivation, preemptive
ganciclovir or foscavir was initiated when CMV was above
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1000 international units mL~". For the increase in EBV viral
load in blood, preemptive rituximab was given when EBV
was above 5000 international units mL~'. Acute GvHD
(aGvHD) was diagnosed and graded according to the revised
Glucksberg criteria,?” and chronic GvHD (cGvHD) was
diagnosed and graded according to the Seattle standard
criteria.>®

Flow cytometry

Peripheral blood samples were collected at D20, D30, D90,
D180 and D360 following Allo-HCT. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated using a
Lymphocyte Separation Medium (MP Biomedicals, Illkirch-
Graffenstaden, France) by density gradient centrifugation,
and an aliquot was cryopreserved for storage. After
thawing, PBMCs were stained with the following antibody
panel: anti-TCR VB11 (FITC), anti-CD4 (PE), anti-TCR 3
(PECy5.5), anti-CD56 (AA700), anti-CD3 (AA750), anti-TCR
V32 (PB) and anti-CD8 (KRO) (Beckman Coulter, Villepinte,
France); anti-CD161 (PE/Dazzle 594), anti-TCR Vo24 (PC7)
and anti-TCR Va7.2 (APC) (BioLegend, Ozyme, Saint-Quentin
en Yvelines, France); and anti-CD45 (BV605) and anti-CD16
(BV786) (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France). For the
analysis of proliferation, fresh PBMCs from the PBSC graft
and from Allo-HCT recipients (at D3, D7 and D10 after Allo-
HCT) were isolated as above and stained with the following
antibody panel: anti-CD4 (PE), anti-TCR vé (PECy5.5), anti-
CD56 (AA700), anti-CD3 (AA750), anti-TCR V3§82 (PB) and
anti-CD8 (KRO) (Beckman Coulter); anti-CD161 (PE Vio770)
(Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany); anti-TCR Va7.2
(APC) (BioLegend); anti-CD45 (BV605) (BD Biosciences)
followed by Ki67 analysis, after permeabilisation and
incubation with anti-Ki67 (FITC) (BD Biosciences). Data were
acquired on a Cytoflex flow cytometer (Beckman Coulter)
and analysed using Kaluza Analysis v2.1 software (Beckman
Coulter). To calculate absolute values of cells per microlitre
of blood, the number of lymphocytes on routine clinical
blood counts from the same day was collected from the
patient charts. Based on these parameters, we calculated
the proportions of cells in the blood of the patients for
each cell population analysed by flow cytometry. Gating
strategies used to identify innate-like lymphoid cells are
described in Supplementary figure 1.

Statistical analysis

Differences between categorical and continuous variables
were carried out using the Fisher and the Mann-Whitney
tests, respectively. The cumulative incidence of aGvHD,
cGvHD, viral reactivations, relapse and non-relapse mortality
(NRM) was estimated, and groups were compared using
Gray's test. Relapse was defined as the competitive risk for
NRM, and NRM was defined as the competing risk for
relapse. Progression-free survival (PFS) was calculated from
the date of Allo-HCT until the time to relapse or progression.
OS was calculated from the date of Haplo-HCT until the time
of death or the last observation if a patient remained alive.
Refined GvHD-free and progression-free survival (GPFS) was
defined as a combination of survival with no evidence of
relapse/progression, grade |lI-IV aGvHD and extensive
cGvHD.?® Probabilities of PFS, GPFS and OS were estimated
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using the Kaplan-Meier method, and groups were compared
using the log-rank test. The cut-off values of cell
concentrations at D30 after Allo-HCT were assessed by
constructing ROC curves and then calculating the area under
the curve (AUC) for each one in order to identify the best
cut-off value on the whole cohort. Cox proportional hazard
models were used to compare incidences of increase in EBV
viral load and included relevant variables differing between
the groups (P < 0.10). For these analyses, only serial samples
collected before aGvHD and relapse were considered. All
tests were 2-sided. The type | error rate was fixed at 0.05.
Statistical analyses were performed with SPSS 24.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA) and R 3.4.0 [R Core Team (2017). R: A
language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL
https://www.R-project.org/.].
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ARTICLE 2 : IMPACT DU TRAITEMENT PREEMPTIF PAR RITUXIMAB
SUR LA RECONSTITUTION IMMUNITAIRE DANS LE CONTEXTE DE
REACTIVATION EBV APRES ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

1. Résultats principaux

Cette étude rétrospective, conduite sur une cohorte de 219 patients allogreffés de CSH
périphériques mobilisées par G-CSF a I’hdpital Saint-Antoine entre Janvier 2009 et Aout 2017
a comparé la reconstitution immunitaire des patients recevant un traitement préemptif par
rituximab (posologie hebdomadaire de 375 mg/m? jusqu’a négativation de la charge virale) dés
obtention de deux charges virales EBV consécutives positives, comparée a celle des patients
allogreffés ne présentant pas d’augmentation de la charge virale EBV. Cent sept patients ayant
recu du rituximab furent ainsi comparés a 112 patients n’ayant pas développé de virémie a EBV

(groupe controle).

Le délai médian de réactivation de I’EBV ¢était de 49 jours (14-561) et le nombre médian
d’administration de rituximab était de 3 (1-8). Cinq patients ont développé une
lymphoprolifération associ¢e a I’EBV (dont un déces). Vingt-et-un patients (17%) ont
développé une neutropénie (polynucléaires neutrophiles < 1,0 G /L) induite par le rituximab.
Le délai médian d’apparition des neutropénies était de 54 jours (28-196) et cinq patients

présentaient une complication infectieuse liée a une neutropénie sévere.

Soixante-neuf patients ayant recu du rituximab purent étre appariés avec 69 patients controles
selon la source de CSH, le type de donneur, le type de conditionnement, 1’age a I’allo-CSH et
la survie apres 1’allo-CSH. En tenant compte de I’existence éventuelle d’une maladie du greffon
contre I’hote, de I’administration de lymphocytes du donneur, d’une rechute ou d’une
supplémentation par immunoglobulines polyvalentes, un déficit significatif en lymphocytes B
CD19" était observé a J90, J180 et J360 tandis qu’un déficit quantitatif en immunoglobulines

totales était retrouvé a J180 et J360 chez les patients ayant recu du rituximab. Cinquante-six
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patients (67%) du groupe rituximab recevaient une supplémentation intraveineuse en

immunoglobulines contre 28 patients (41%) (P = 0,003).

Une évaluation de I’homéostasie des lymphocytes B, réalisée sur des sous-groupes de patients
(16 patients traités par rituximab contre 13 patients controles), révélait des proportions
significativement augmentées de lymphocytes B transitionnels et CD24" CD38" a J360 apres
Allo-CSH (respectivement, P = 0,007 and P = 0,004) dans le groupe rituximab en comparaison
au groupe contrdle. En revanche, les populations de lymphocytes B naifs, B mémoires et B pré-

centre germinal atteignaient des proportions similaires dans les deux groupes.

A 2 ans de ’administration du rituximab, les incidences cumulées d’infections étaient similaires
entre les groupes (23% dans le groupe rituximab contre 17% dans le groupe contrdle ; P : 0,59),
avec des probabilités comparables d’infection virale (11% contre 10%, respectivement ; P =
0,63). En termes de GvHD, il existait une tendance pour une diminution de I’incidence cumulée
de GvHD chronique dans le groupe rituximab en comparaison au groupe contrdle (30% contre
49%, respectivement ; P = 0,059), sans impact significatif sur I’incidence de GvHD chronique
extensive (11% contre 12%, respectivement ; P=1,0). A 2 ans de I’administration du rituximab,
les taux de rechute, de survie sans progression et de survie globale n’étaient pas
significativement différents entre les groupes (26% contre 17%, P = 0,70 ; 55% contre 76%, P

=0,71, et 59% contre 82%, P = 0.23, respectivement).

Nous concluons que le traitement préemptif par rituximab, malgré 1'induction d’un retard a la
reconstitution des lymphocytes B et un risque élevé de neutropénies liées au rituximab, peut
étre considéré comme un traitement intéressant, étant donné I'absence d'impact négatif sur le

devenir clinique apreés Allo-CSH et la faible incidence de lymphoprolifération liée a ’EBV.
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Abstract

This retrospective study evaluated the impact of a pre-emptive rituximab (RTX) strategy for Epstein—Barr virus (EBV)
reactivation on immune recovery and outcomes of 219 high-risk recipients undergoing allogeneic stem cell transplantation
(allo-SCT) for hematological malignancies or bone marrow failure. One-hundred and seven patients received pre-emptive
RTX for EBV reactivation (RTX group) and 112 did not (control group). The median onset time of EBV reactivation was
49 days (range, 14-561), including five patients who developed post-transplant lymphoproliferative disorder (EBV-PTLD).
RTX and control groups were pair-matched to assess the impact of RTX on all endpoints. In RTX patients, CD19 + B cells
were significantly decreased until 1-year post-transplant, so were immunoglobulin levels. Twenty-one patients (17%)
developed RTX-related neutropenia. There was, in the RTX group, a trend towards a lower cumulative incidence of chronic
GvHD (P =0.059). Overall survival, progression-free survival, non-relapse mortality, relapse incidence, and incidence
of overall infections at 2 years following allo-SCT were comparable in the two groups. We conclude that pre-emptive RTX,
despite inducing a delayed B-cell reconstitution and a high risk of RTX-related neutropenia, may be considered
as a worthwhile treatment, given the absence of negative impact on post allo-SCT outcomes and a low incidence of
EBV-PTLD.

Introduction
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Epstein—Barr Virus (EBV) reactivation and EBV-associated
post-transplant lymphoproliferative disorders (PTLD) are a
heterogeneous group of diseases that may occur in the
setting of allogenic transplantation of both hematopoietic
stem cells (allo-SCT) and solid organs [1-3]. Recipients of
allo-SCT are particularly at risk of developing PTLD, which
are an uncommon but potentially life-threatening compli-
cation associated with transplantation. In contrast to the
setting of solid-organ transplantation (SOT), PTLD after
allo-SCT are with a few exceptions almost exclusively
EBV-related [1].

EBV is a latent y-Herpes virus with B lymphocyte-
specific tropism that infects >90% of healthy individuals. In
transplant recipients, EBV reactivation is associated with a
wide spectrum of clinical disorders ranging from isolated
fever to PTLD, which arise as a consequence of the
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uncontrolled neoplastic proliferation of lymphoid or plas-
macytic cells infected with EBV, secondary to the loss or
suppression of physiological cytotoxic T-cell surveillance
[4, 5]. PTLD after allo-SCT typically occurs within the first
6 months after transplantation, usually before recovery of an
EBV-specific cytotoxic T-lymphocyte response. Risk fac-
tors for EBV-associated PTLD after allo-SCT include T-cell
depletion, EBV serology donor/recipient mismatch, cord-
blood transplantation, HLA mismatch, severe acute or
chronic graft-versus-host disease (GvHD) requiring inten-
sive immunosuppressive therapy, high or rising EBV viral
load, and second allo-SCT [6]. Historically, PTLD after
allo-SCT is associated with significant mortality and mor-
bidity [7-9]. The use of routine monitoring of EBV-
DNAemia using quantitative PCR to identify patients at
high risk of lymphoproliferative disease, and the pre-
emptive treatment of EBV reactivations with the anti-CD20
monoclonal antibody rituximab (RTX) have led to con-
siderable improvements in outcomes [2, 6] and prevention
of PTLD [10-14].

However, since CD20 expression is not confined to
malignant cells, normal B cells may also be bystanders of
the cellular effects of RTX, which can be of concern in
already immunocompromised patients, especially with
regard to long-term risks of infection. Although RTX
therapy is dramatically effective in this setting, studies
evaluating immune recovery, tolerance and late clinical
outcomes are needed. This single-center retrospective study
therefore aimed to evaluate the impact of pre-emptive RTX
therapy for EBV reactivation after allo-SCT in terms of
immune recovery, incidence of infectious complications,
and overall clinical outcomes.

Patients and methods
Patients

Two-hundred and nineteen patients who underwent allo-
SCT for hematological malignancies or bone marrow
failure in a single institution (University Hospital of Saint-
Antoine, Paris, France) between January 2009 and August
2017 were included in this retrospective study. We
excluded all patients who received allo-SCT using unre-
lated cord-blood cells. One-hundred and seven patients
received RTX treatment for EBV reactivation after allo-
SCT, and 112 did not develop EBV viremia and therefore
did not receive RTX after transplant. Written informed
consent was obtained from each patient and donor. The
study was performed according to institutional guidelines.
Patients participated in investigational protocols approved
by the Institutional Review Board and the local ethics
committee.

SPRINGER NATURE

EBV monitoring and treatment

Based on European Conference on Infections in Leukemia
(ECIL) recommendations [6], all patients were assessed
weekly for EBV reactivation during the first 6 months after
allo-SCT. EBV-DNAemia was monitored in peripheral
blood samples using real-time quantitative PCR to quantify
EBYV viral loads, and patients were routinely monitored for
clinical features attributable to EBV. EBV reactivation was
defined as two consecutive EBV-DNAemia in whole blood
above 5.000 Ul/ml. EBV-associated PTLD was defined as
either biopsy-proven post-transplantation lymphoma (pro-
ven PTLD), or EBV reactivation along with evidence, on
a computerized tomography scan, of nodal or soft-tissue
abnormalities consistent with PTLD (probable PTLD).
Patients diagnosed with EBV reactivation received
weekly anti-CD20 monoclonal antibody RTX at a dose of
375 mg/mz, until clearance of EBV-DNAemia.

GvHD and infections prophylaxis and treatment

All patients received in-vivo T-cell depletion with anti-
thymoglobulin as part of their conditioning regimen and
were considered at high-risk for EBV reactivation. GvHD
prophylaxis for all patients consisted of either cyclosporine
A alone (CsA), CsA and mycophenolate mofetil (MMF), or
CsA and a short course of methotrexate (MTX). In the
haploidentical subgroup, all patients received standard post-
transplant cyclophosphamide. Acute (aGvHD) and chronic
GvHD (cGvHD) were diagnosed and graded according to
the Seattle standard criteria.

All patients received antiviral prophylaxis with intrave-
nous acyclovir or oral valacyclovir from the start of con-
ditioning.  Pneumocystis  jirovecii prophylaxis with
trimethoprim-sulfamethoxazole, as well as amoxicillin or
penicillin for prevention of encapsulated bacterial infections
were initiated following engraftment. All blood products
were filtered, irradiated and prevention of CMV disease
consisted in pre-emptive administration of antiviral therapy
at first evidence of positive CMV viral loads in peripheral
blood samples.

Flow cytometry

Peripheral blood samples were collected in EDTA tubes
before transplant and at days 90, 180, and 360 following
allo-SCT. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated using a Lymphocyte Separation Medium (MP
Biomedicals) by density gradient centrifugation and an
aliquot was cryopreserved for storage. After thawing,
PBMCs were stained with the following antibody panels:
T, B, and NK cell panel, anti-CD56 (AA700), anti-CD3
(AA750), anti-CD8 (KRO) and anti-CD19 (BV786)
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219 patients transplanted from 2009 to 2017

107 patients treated by

RXT for EBV 112 controls without EBV

Matching for cell source, donor type, conditioning regimen,
age and survival from transplant

69 patients treated by RTX for EBV matched with 69
controls

Fig. 1 Flow diagram of the study. Matching of patients treated by RTX
for EBV reactivation and controls. EBV, Epstein—-Barr Virus; RTX,
rituximab

(Beckman Coulter, Villepinte, France), anti-CD45 (BV605)
and anti-CD4 (BV650) (Biolegend, Ozyme, Saint-Quentin
en Yvelines, France); B-cell subpopulations panel, anti-IgD
FITC (BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, France); anti-
CD27 (PE), anti-CD19 (PC7) and anti-CD45 (BV605)
(Biolegend), anti-CD24 (ECD) and anti-CD38 (PECyS5.5)
(Beckman Coulter). Data were acquired on a Cytoflex flow
cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using Kaluza
Analysis v2.1 software (Beckman Coulter). To calculate
absolute values of cells per microliter of blood, the numbers
of lymphocytes on routine clinical blood counts from the
same day were collected from the patient charts. Based on
these parameters, we calculated the proportions of cells in
the blood of the patients for each cell type analyzed by flow
cytometry. Gating strategies used to identify lymphoid and
B-cell populations are described in Supplementary Figs. S1
and S2.

Endpoints and statistical methods

The primary endpoint was the reconstitution of the fol-
lowing immunological parameters: T cells, B cells, NK
cells, immunoglobulins (Ig) levels, and neutrophil counts.
Secondary endpoints were incidences of infection (bacterial,
viral, and, fungal), cGvHD, extensive cGvHD, relapse
incidence (RI), non-relapse mortality (NRM), progression-
free survival (PFS), and overall survival (OS). PFS was
defined as survival with no evidence of relapse or pro-
gression. NRM was defined as death without evidence of
relapse or progression. Cumulative incidence was used to
estimate the endpoints of infections, RI, and cGVHD, to
accommodate for competing risks. To study cGVHD, we
considered relapse and death to be competing events.
Probabilities of PFS and OS were calculated using the
Kaplan—-Meier method. Univariate analyses were done
using the Gray’s test for cumulative incidence functions and
the log rank test for PFS and OS. Outcomes were compared

using the Cox proportional hazard model. A matched-pair
analysis was used to assess the impact of RTX on all end-
points, for which a subset of patients from all 219 allo-
grafted patients was selected by matching each RTX
recipient with the best matched control patient, if possible.
Matching factors were age at allo-SCT, donor type, con-
ditioning regimen, and stem cell sources. With these
matching criteria, 69 RTX recipients were matched with
69 control patients (Fig. 1). For the assessment of immu-
nological reconstitution after the first infusion of RTX, only
serial samples collected before aGvHD, extensive cGvHD,
donor lymphocyte infusion, and relapse were considered for
all analyses. To account for the association within matching
groups, we stratified the comparison on matched pairs and
included variables differing between the two groups with a
P-value <0.10. All tests were two-sided. The type I error
rate was fixed at 0.05. Statistical analyses were performed
with SPSS 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and R 3.4.0
(R Core Team (2017). R: A language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statistical Com-
puting, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.)

Results
Patient characteristics

Characteristics of the entire population are summarized in
Table 1. The median age of recipients was 55 (range,
18-76) years with 60% of male patients. Diagnoses were
myeloid malignancies (67%), lymphoid malignancies
(31%), or severe aplastic anemias (2%). According to their
disease features, patients were considered as standard risk
(58%) or high-risk (42%). Peripheral blood was the main
source of stem cells with 194 (89%) patients allografted
with PBSC grafts. Donors were matched-related (32%),
matched-unrelated (47%), or haploidentical (21%) for the
remaining patients, respectively. One-hundred and ten
patients (50%) underwent reduced-intensity conditioning
regimen containing fludarabine and busulfan with or with-
out thiotepa while the remaining 109 patients (50%)
received myeloablative conditioning regimen. Median
follow-up among surviving patients was 25 months (range,
2-104) (Table 1).

EBV reactivation and pre-emptive RTX treatment

Characteristics of EBV reactivation and pre-emptive RTX
therapy are summarized in Table 2. The median delay from
allo-SCT to EBV reactivation was 49 days (range, 14-561),
and the median number of RTX infusions was 3 (range,
1-8). Ninety-five percent of patients (n = 102) experienced
EBV viral load clearance and five developed PTLD despite
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Table 1 Characteristics of patients in the overall population

Characteristic (%) Population (n =219)

Patient age, median (range) 55 (17-76)
Patient gender

Male 131 (60)

Female 88 (40)
Diagnosis®

Myeloid malignancies 146 (67)

Lymphoid malignancies 68 (31)

Severe aplastic anemia 512)
Disease status®

Standard risk 127 (58)

High risk 92 (42)
Stem cell source

BM 25 (11)

PBSC 194 (89)
Donor type

MRD 71 (32)

MUD 102 (47)

HAPLO 46 (21)
Conditioning regimen category

MAC 109 (50)

RIC/RTC 110 (50)
GvHD prophylaxis

CsA-MMF 167 (76)

CsA-MTX 24 (11)

CsA alone 28 (13)
Pre-emptive RTX treatment for EBV 107 (49)
reactivation
Median follow-up, months (range) 25 (2-104)

BM bone marrow, CsA cyclosporine A, GvHD graft-vs-host disease,
HAPLO haploidentical donor, MMF mycophenolate mofetil, MRD
matched-related donor, MUD matched unrelated donor, MTX metho-
trexate, PBSC peripheral blood stem cell, RTX rituximab

*Myeloid malignancies included 87 acute myeloid leukemias,
24 myelodysplastic syndromes (MDS), 27 myeloproliferative syn-
dromes (MPS), 7 MDS/MPS, and 1 acute myeloid dendritic cell
leukemia; lymphoid malignancies: 40 acute lymphoblastic leukemias
(ALL), 16 non-Hodgkin’s lymphomas (NHL), 7 Hodgkin’s disease,
1 chronic lymphocytic leukemias (CLL), 2 multiple myelomas (MM),
1 plasma cell leukemia, and one histiocytic sarcoma

“Patients in complete remission, chronic phase or untreated were
considered as standard risk, all others were considered as high risk

pre-emptive RTX (including one case of PTLD-attributable
mortality). Of note, 21 patients (17%) developed acute
neutropenia, defined as an absolute neutrophil count <1.0 x
10° cells/L. without any other apparent cause than RTX
treatment. This occurred 4 weeks to 2 years following RTX
treatment [15, 16], with a median time to onset of 54 days
(28-196). Five patients experienced severe acute
neutropenia-related infections.

SPRINGERNATURE

Table 2 EBV reactivation and pre-emptive RTX treatment in the
overall population

Characteristics (%) n=107
EBYV reactivation onset (days) after transplantation 49 (14-561)
median (range)

RTX treatment, median (range) 3 (1-8)
Post-transplantation lymphoproliferative disease (%) 5()
RTX-related neutropenia (%) 21 (17)
Severe late neutropenia-related infection (%) 5(19)

EBV Epstein—Barr virus, RTX rituximab

Table 3 Pair-matched groups characteristics

Characteristics Controls RTX (n=69) P-value
(n=169)
Patient age, median 55 (19-71) 55 (19-70) 1
(range)
Patient gender
Male 43 (62) 41 (59) 0.86
Female 26 (38) 28 (41)
Stem cell source
BMSC 4 (6) 4 (6) 1
PBSC 65 (94) 65 (94)
Conditioning regimen category
MAC 37 (54) 37 (54) 1
RIC/RTC 32 (46) 32 (46)
Donor type
MRD 24 (35) 24 (35) 1
MUD 36 (52) 36 (52)
HAPLO 9 (13) 9 (13)
GvHD prophylaxis
CsA-MMF 51 (74) 50 (72) 0.69
CsA-MTX 7 (10) 10 (15)
CsA alone 11 (16) 9 (13)
Disease status®
Standard risk 46 (67) 35 (51) 0.06
High risk 23 (33) 34 (49)
Previous grade II-1V aGvHD
No 55 (80) 60 (87) 0.25
Yes 14 (20) 9 (13)
Donor lymphocyte infusion
No 65 (94) 61 (88) 0.23
Yes 4 (6) 8 (12)

BMSC bone marrow stem cell, aGvHD acute graft-vs-host disease,
HAPLO haploidentical donor, MAC myeloablative conditioning, MSD
matched sibling donor, MMF mycophenolate mofetil, MUD matched
unrelated donor, PBSC peripheral blood stem cell, RTX rituximab, RIC
reduced-intensity conditioning, RTC reduced-toxicity conditioning

Patients in complete remission, chronic phase, or untreated were
considered as standard risk, all others were considered as high risk
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Immune recovery of pair-matched groups

Characteristics of pair-matched groups are detailed in
Table 3. Forty patients from the control group and 39 from
the RTX group were included in the immunological analy-
sis. Recovery of lymphocyte subsets and immunoglobulins
of RTX patients and controls is illustrated in Fig. 2. While
the recoveries of total lymphocytes, CD4 + T cells, CD8 +
T cells, and natural killer cells were similar between the
groups, CD19 + B cells were significantly decreased at D90,
D180, and D360 in the RTX group compared to the control
group (respectively, P = 0.0007, P <0.0001, and P = 0.006,
Fig. 2d). Considering the significant B-cell depletion
expected after RTX therapy, a phenotypic analysis of B-cell
subpopulations was performed on subgroups (16 RTX
patients and 13 controls, respectively) to evaluate B-cell
homeostasis. Transitional B-cell and CD24 + CD38 +
B-cell proportions were significantly increased in the RTX
group compared to the control group at D360 after allo-SCT
(respectively, P =0.007 and P=0.004) (Fig. 3). Finally,
naive B cells, memory B cells, plasmablasts, and pre-
germinal center B cells reached similar proportions between
RTX and control groups (Fig. 3). Considering regulatory
T cells analysis, no difference was found between the two
groups at D90, D180, and D360.

Forty-six RTX patients (67%) received intravenous
immunoglobulins administration compared with only
28 controls (41%) (P =0.003, Table 2). After adjustment
for IV-Ig infusions, Ig levels remained significantly lower at
D180 and D360 after allo-SCT in the RTX group (respec-
tively, P =0.001 and P = 0.005, Fig. 2f).

Time from allo-SCT Time from allo-SCT

Clinical outcomes

Clinical outcome characteristics of the pair-matched groups
are summarized in Table 4.

At 2 years after time to RTX infusion, there was no
statistical difference in the incidence of overall infections
between RTX patients and controls (23% versus 17%,
respectively; P=0.59) with similar probabilities of viral
infection (11% versus 10%, respectively; P =0.63). In
terms of GvHD, there was a trend for a lower cumulative
incidence of ¢cGVHD in the RTX group compared to the
control group (30.0% versus 49.0%, respectively; P =
0.059), with no significant impact on the incidence of
extensive cGVHD (11% versus 12%, respectively; P = 1.0).

At 2 years of follow-up after time to RTX infusion, the
rates of RI, PFS, and OS were not statistically different
between the RTX and the control groups (26% versus 17%,
P=0.70; 55% versus 76%, P=0.71, and 59% and 82%,
P =0.23, respectively).

Discussion

This study aimed to assess the impact of pre-emptive RTX
treatment for EBV viremia on parameters of immune
recovery and on clinical outcomes after allo-SCT. The use
of weekly monitoring of EBV viral loads during the first
months of allo-SCT [6] and the systematic use of pre-
emptive RTX in patients experiencing at least two viral
loads 1000 copies/10° cells, as described by Blaes et al.
[17], have shown promising results in controlling viral
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Fig. 3 B-cell subpopulations at E g;z;:ab
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Table 4 Clinical outcome Characteristics Controls (n=69)  RTX (1=69)  P-value
Ig replacement after time to RTX (%) 28 (41) 46 (67) 0.003
Overall infection rate at M24, % (95% CI) 17 (9-26) 23 (13-34) 0.59
Viral infection rate at M24, % (95% CI) 11 (5-19) 10 (5-19) 0.63
c¢GVvHD incidence at M24, % (95% CI) 49 (34-62) 30 (19-41) 0.059
Extensive 12 (5-22) 11 (5-20) 1
Relapse incidence at M24, % (95% CI) 17 (9-29) 26 (16-37) 0.70
Progression-free survival at M24, % (95% CI) 76 (65-87) 55 (43-68) 0.71
Overall survival at M24, % (95% CI) 82 (72-93) 59 (47-72) 0.23

CI confidence interval, cGvHD chronic graft-versus-host disease, /g immunoglobulins, RTX rituximab

Bold denotes statistically significant

proliferation, and have led to a drastic reduction in EBV-
related PTLD and mortality after allo-SCT [2, 7, 10, 12, 18].

Of note, the efficacy of RTX has primarily been reported
in the setting of pre-emptive therapy, and only to a lesser
extent once EBV-related PTLD is fully established. In our
reported series, pre-emptive RTX therapy was effective in
obtaining a sustained control of EBV viral load, which was
observed in 95% of cases, in accordance with previously
published studies. Indeed, a low incidence of EBV-PTLD
(only five cases) among these 219 high-risk patients, which
confirms the effective strategy of viral load of EBV-
DNAemia monitoring and of pre-emptive RTX treatment in
the post-transplant setting.

One should bear in mind that CD20 expression is not
confined to malignant cells and that RTX is not an innoc-
uous treatment. Indeed, B lymphopoiesis is also targeted,
and neutropenia can occur after repetitive use of RTX [19].
This is illustrated in our study, where 17% of patients
developed neutropenia related to RTX. We assessed the
recovery of Ig, T cells, natural killer cells, and B cells after
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pre-emptive RTX therapy in order to clarify the potential
immune deficiency and risk of infectious complications. As
expected, RTX treatment was rapidly correlated to a
decrease in CDI19 + lymphocytes and induced delayed
B-cell recovery. More precisely, patients who received RTX
presented persisting CD19 + B-cell lymphopenia at least
1 year after the first administration.

After allo-SCT, the proportion of total B cells typically
reach normal levels by 3 months, but the absolute numbers
may take up to 6—12 months to normalize, which is further
delayed in patients with GvHD [20-22]. Moreover,
although the number of total B cells may reach levels
comparable to adult controls, most of the reconstituting
B cells in the first year after allo-SCT are comprised pri-
marily of transitional and naive subsets, while the recovery
of memory B cells occurs much later [23, 24]. In our study,
phenotypical analyses at 1 year following allo-SCT revealed
that a CD19 + B lymphocyte contingent was reconstituted
as previously described [25, 26]. Moreover, the significantly
increased proportion of transitional B cells at D360 in RTX
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patients compared to controls emphasizes the delay in
B-cell reconstitution after use of RTX. Studies defined an
interleukin-10 producing B-cell subset, with inhibitory
functions on T-cell proliferation and proinflammatory
cytokine production [27], which can minimize damage
caused by aGvHD and reduce the risk of cGvHD devel-
opment [28-30]. These regulatory B cells were observed on
both the IgM memory and transitional B-cell subsets in
healthy donors and are deficient in cGvHD patients [31].
In our study, transitional B-cells and CD24 4 CD38 +
B-cells proportions were increased at D360 following allo-
SCT in RTX patients, but the number of patients was small
and the ability to produce interleukin-10 could not be
assessed. As expected, the RTX-induced B-cell lymphope-
nia led to frequent hypogammaglobulinemia. These data are
of importance when considering the delay required before
initiating revaccination protocols in allografted patients.

We also assessed the impact of RTX on GvHD and
clinical outcomes. B cells playing a major pathogenic role
on the incidence of cGvHD [32], pre-emptive administra-
tion of RTX could reduce the rate of this late complication
[33-35]. Interestingly, we found a trend towards a
decreased incidence of cGvHD in RTX patients, which
correlated with the dramatic and persistent decrease of B
cells. It has been demonstrated in cGVHD that B cells
exhibit BCR hyper-responsiveness [36, 37]. After activa-
tion, pathogenic B cells expand and are strongly affected by
soluble factors in the microenvironment such as IL-4, IL-17,
IL-21, and BAFF [38, 39]. However, RTX treatment did not
reduce the incidence of extensive cGvHD in our study.

Opportunistic infections after RTX have been regularly
reported after solid-organ transplantation, hematological
malignancies or autoimmune diseases [40]. Petropoulou
et al. [19] evaluated the risk of infection in patients
undergoing allo-SCT, and reported an increased incidence
of infection in patients receiving pre-emptive RTX for EBV
reactivation. In contrast to this previous study, we did not
observe statistical difference in the incidence of overall
infections in patients receiving RTX and controls. One
explanation could be that, in the one hand, RTX does not
impact significantly T cells homeostasis and NK cells; and
in the other hand, that the proportion of patients receiving Ig
replacement was significantly higher in patients receiving
RTX, due to hypogammaglobulinemia, which could have
exerted some confounding effect with regard to the global
incidence of infections in RTX patients.

It has been well established that T cells represent the
main actors in the graft-versus-leukemia effect (GVL).
However, AML-specific antibodies have recently been
reported and may contribute to antitumor responses [41],
implicating B-cell homeostasis in the GVL effect. However,
we found no significant increase of the risk of relapse in
RTX patients, which correlated with the long-lasting

B-lymphocyte decrease and its associated hypogammaglo-
bulinemia. In terms of outcome, RTX did not negatively
impact the PFS and OS rates at 2 years following RTX
treatment.

Our case series is limited by its small number of cases, its
retrospective and single-center design, but it brings up three
interesting questions regarding pre-emptive treatment. As
expected, we found that pre-emptive RTX treatment in the
setting of EBV reactivation after allo-SCT induces a delayed
B-cell reconstitution but observed that this impaired immune
reconstitution did not lead to higher risk of infectious dis-
eases in our series, one possible explanation being that IV Ig
substitution could avoid hypogammaglobulinemia-related
infectious diseases until B cells homeostasis reconstitution.
A decreased incidence of cGVHD was observed without
reaching statistical significance. Considering the importance
of B cells in cGVHD pathophysiology, it could be of great
interest to study the effect of pre-emptive RTX on the impact
of cGVHD in a larger cohort. Finally, allogeneic transplant
physicians should be aware of the important incidence of
acute and late RTX-related neutropenia.
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DISCUSSION

La qualité de la reconstitution immunitaire est essentielle au contréle antitumoral, au controle
des complications infectieuses et donc 4 la survie des patients aprés Allo-CSH '°. Ainsi, le retard
a la reconstitution de I’immunité apres Allo-CSH s’associe a une augmentation significative de

I’incidences de rechute 3°7, d'infections 3°® et donc de NRM 307399

Dans le contexte de 1'Allo-CSH avec PTCy, les études de la reconstitution immunitaire se sont
principalement concentrées sur les lymphocytes T a/p 319312, Chez I'homme, Kanakry et al. ont
rapporté une reconstitution normale des lymphocytes T CD4", CD8" et CD4*CD25"Foxp3*
apres Allo-CSH avec utilisation de greffons de moelle osseuse et d’une prophylaxie de la GVHD

1 310

par PTCy seu . D’autre part, il a été démontré que la séropositivit¢ au CMV pouvait

influencer la reconstitution des lymphocytes T et la diversité des récepteurs T o/f dans ce

contexte 312

. Les données sont en revanche plus rares concernant les lymphocytes T /5. Retiere
et al. ont récemment rapporté que l'utilisation du PTCy s’associait a une diminution des
lymphocytes T y/6 tot apres I’Allo-CSH en comparaison a ’ATG (et inversement pour les

lymphocytes T a/B) 313.

Notre premiere étude apporte donc un regard nouveau sur la reconstitution des lymphocytes T
v/6 et son impact sur I'augmentation de la charge virale EBV aprés Haplo-CSH avec utilisation
de greffons de CSP et d’une prophylaxie de la GvHD par PTCy. L'administration conjointe de
PTCy et d'ATG a faible dose engendrait une lymphopénie précoce et profonde : a J20, toutes
les populations de lymphocytes étudiées étaient significativement diminuées par rapport aux
patients recevant de 'ATG seul. Ensuite, les lymphocytes T o/ CD4" et CD8" augmentaient
progressivement et, a J30, atteignaient des taux similaires a ceux des patients recevant de I'ATG
seul, comme précédemment décrit 3'°. En revanche, les lymphocytes T y/8 et V82" avaient une

reconstitution lente et significativement retardée chez les patients recevant du PTCy, avec un
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nombre médian de lymphocytes T V52" significativement plus faible jusqu'a un an apres Haplo-

CSH.

Etant donné I’impact du PTCy sur les fonctions et la viabilité des lymphocytes T alloréactifs en
prolifération 3'4, nous avons évalué l'effet du PTCy sur la prolifération des différentes
populations lymphocytaires T afin d’éclaircir le mécanisme du déficit observé en lymphocytes
T v/6. De maniére intéressante, les proportions de lymphocytes T CD8*, y/6 et V62" en
prolifération a J3 aprés Allo-CSH (soit avant administration du PTCy) étaient ¢élevées et
comparables a celles des patients recevant de 'ATG seul. Apreés administration du PTCy, nous
avons observé I'impact délétére du PTCy sur la prolifération de ces lymphocytes ; qui n'était
pas affectée dans le groupe sans PTCy. Néanmoins, alors que les lymphocytes T CD8*
atteignaient rapidement un nombre médian comparable, le nombre de lymphocytes T /3 restait

significativement inférieur (jusqu'a un an pour les lymphocytes T V52") aprés Haplo-CSH.

Il a été décrit que 1'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), mécanisme principal de résistance au
cyclophosphamide, permettait aux lymphocytes T régulateurs de résister a ’effet du PTCy 310,
Nous avons donc évalué si I'impact délétére du PTCy sur les lymphocytes T CDS8™, v/ et V52*
pouvait étre 1i¢ a une faible expression de I'ALDH au sein de ces cellules, mais nous n'avons
pas observé de différence d’expression entre les cellules des greffons. Nous avons donc émis
I'hypothese que la différence de taille du pool des lymphocytes T CD8™ et y/d dans les greffons
de CSP pouvait expliquer la différence de reconstitution immunitaire. En effet, nous avions
précédemment montré que les greffons de PBSC contenaient plus de 10 fois moins de cellules

T v/3 que de lymphocytes T CD8* 313,

Une méta-analyse a récemment rapporté que des valeurs élevées de lymphocytes T /0 apres
Allo-CSH étaient associées a des incidences inférieures de rechute, d’infections et une
augmentation de la survie sans maladie et de la survie globale 3!°. Pourtant, malgré un retard

significatif de reconstitution des lymphocytes T y/6 chez les patients recevant une Haplo-CSH
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avec du PTCy et de ’ATG, nous n’avons observé aucune différence dans l'incidence des
rechutes, la survie globale et la survie sans-progression entre les groupes ; ce qui suggere que

les lymphocytes T y/d ne sont pas cruciaux pour le contrdle de la maladie dans ce contexte.

En revanche, comme précédemment décrit 3!7, I'incidence des augmentations de la charge virale
EBV ¢était significativement supérieure chez les patients recevant une Haplo-CSH avec de
I’ATG a faible dose et du PTCy en comparaison aux patients avec un donneur HLA-compatible
et recevant uniquement de I'ATG a faible dose (61% contre 34% ; P =0,02). De plus, en analyse
multivariée, I'impact du PTCy était effacé par le faible nombre de lymphocytes T y/6 a J30, qui
restait le seul parametre associé a une incidence ¢levée d'augmentation de la charge virale EBV
[HR, 0,34 (0,15-0,76), P = 0,009]. Ce résultat est en accord avec les observations précédentes
qui décrivaient une corrélation entre la récupération des lymphocytes T V32" (ou CD4/CD8
double-négatif) et la survenue d'une augmentation de la charge virale EBV dans le cadre de

'Haplo-CSH avec ATG a haute dose (protocole GIAC) 2324,

La manipulation des greffons de PBSC (fondée sur un tri des lymphocytes T V52", une culture
ex vivo sous bisphosphonates 23, puis une administration retardée de ces lymphocytes T V82*
autologues) pourrait ainsi étre une thérapie cellulaire prometteuse en prophylaxie de

'augmentation de la charge virale EBV dans le contexte de I’Haplo-CSH avec PTCy.

En paralléle, nous avons voulu évaluer l'impact d’un traitement préemptif par rituximab de
'augmentation de la charge virale EBV sur la reconstitution immunitaire et les événements
cliniques apres Allo-CSH.

En effet, la surveillance hebdomadaire des charges virales sanguines d'EBV pendant les
premiers mois post-Allo-CSH '* et l'utilisation systématique de rituximab préemptif dés
obtention d’au moins deux charges virales > 1000 copies / 10° cellules (décrit par Blaes et al.
286) ont permis un contrdle prometteur de la prolifération virale et une réduction drastique de

I’incidence des lymphoproliférations (PTLD) liées a I'EBV ; et in fine de la mortalit¢ apres
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Allo-CSH 262283285287 Dang notre série, le traitement préemptif par rituximab a permis
d’obtenir un contrdle prolongé de la charge virale EBV dans 95% des cas, conformément aux
données de la littérature, tandis que le faible nombre de PTLD liés a ’EBV (5 cas) dans notre
population a haut risque confirme ’efficacité du monitoring de la charge virale EBV et du

traitement préemptif par rituximab dans ce contexte.

L'expression du CD20 n'étant pas limitée aux seules cellules malignes, le rituximab cible la
lymphopoicse B et une neutropénie peut €également survenir apres I’administration répétée de

cet anticorps 3'®

. Ainsi, 17% des patients ont développé une neutropénie liée au rituximab dans
notre étude. Nous avons évalué la reconstitution des lymphocytes T, des lymphocytes NK, des
lymphocytes B et des immunoglobulines sous traitement préventif par rituximab afin de mieux
identifier le déficit immunitaire induit et le risque associé¢ de complications infectieuses.

De maniere prévisible, le traitement était corrélé a une diminution rapide des lymphocytes

CDI19" et induisait une récupération retardée des lymphocytes B (persistance d’une

lymphopénie B CD19" au moins un an apres la premiére administration de rituximab).

Les analyses phénotypiques réalisées a un an apres la greffe ont révélé qu'un contingent de
lymphocytes B CD19" se reconstituait comme décrit dans la littérature '>!?°. Ainsi, aprés Allo-
CSH, la proportion de lymphocytes B totaux atteint généralement des valeurs physiologiques
aprés 3 mois, mais les valeurs absolues peuvent nécessiter 6 a 12 mois pour se normaliser ;
voire plus chez les patients atteints de GvHD 31163319 De plus, bien que le nombre de
lymphocytes B totaux puisse atteindre des niveaux comparables a ceux des témoins adultes, la
plupart des lymphocytes B reconstitués la premiere année apreés Allo-CSH sont principalement
des populations transitionnelles et naives, tandis que la récupération des lymphocytes B
mémoires est plus tardive 47320, Aprés traitement par rituximab, une augmentation significative
de la proportion de formes transitionnelles a J360 soulignait le retard de reconstitution des

populations lymphocytaires B.
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Certaines études ont décrit une population de lymphocytes B régulatrice, sécrétrice
d'interleukine-10, capable d’inhiber la prolifération lymphocytaire T et la production de

cytokines proinflammatoires 32!

. Cette population pourrait minimiser les dommages de la
GvHD aigué et réduire le risque de développer une GVHD chronique 697322, Ces lymphocytes
B aux fonctions régulatrices ont ét¢ observés dans les populations de lymphocytes B mémoires
IgM et de lymphocytes B transitionnels chez les donneurs sains et sont déficients chez les
patients atteints de GVHD chronique . Dans notre étude, les proportions de lymphocytes B
transitionnels et de lymphocytes B CD24*CD38" étaient augmentées a J360 aprés Allo-CSH
chez les patients ayant recu du rituximab. Malheureusement, le nombre de patients était faible
et nous n’avons pas pu évaluer la capacité de ces cellules a produire de I'interleukine-10.

De maniére attendue, la lymphopénie B induite par le rituximab engendrait des

hypogammaglobulinémies fréquentes, a prendre en considération au moment d’entreprendre

les protocoles de re-vaccination des patients allogreffés.

Nous avons également évalué l'impact du rituximab sur I’incidence de la GvHD et les autres
évenements cliniques post-greffe. Les lymphocytes B jouant un rdle important dans la
pathogénése de la GvHD chronique 323, l'administration préemptive du rituximab pourrait
réduire I’incidence de cette complication tardive 324326, De maniére intéressante, nous avons
observé une tendance a la diminution de l'incidence de GvHD chronique aprés rituximab, en
lien avec la diminution spectaculaire et persistante des lymphocytes B. Lors de la GvHD
chronique, il a été démontré que les lymphocytes B présentaient un BCR hyper-réactif 327-328,
Ainsi, apres leur activation, les lymphocytes B pathogenes se développent et sont fortement
affectés par les facteurs solubles du microenvironnement tels que 1'1lL-4, 1'IL-17, I'[L-21 et le
BAFF 329330 Cependant, nous n’avons pas observé de réduction de l'incidence de la forme

extensive de la GVHD chronique aprés rituximab dans notre étude.

Des infections opportunistes sont régulierement rapportées apres rituximab dans le contexte de

transplantations d'organes solides, d’hémopathies malignes ou de maladies auto-immunes 33!
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Petropoulou et al. avaient évalué le risque d'infection chez les patients allogreffés et rapporté
une augmentation du risque infectieux apres traitement préemptif par rituximab pour une
augmentation de la charge virale EBV 3!8, Nous n'avons pas observé de différence significative
entre les incidences d’infections des patients traités par rituximab et des témoins. Cependant, la
proportion de patients recevant une supplémentation intraveineuse par immunoglobulines
polyvalentes était significativement supérieure chez les patients recevant du rituximab (en lien

avec 'hypogammaglobulinémie fréquente), ce qui pourrait influencer I'incidence des infections.

S’il est bien établi que les lymphocytes T sont les principaux acteurs de l'effet GvL, des
anticorps spécifiques ont récemment été décrits dans le contexte des leucémies aigués
my¢éloides et contribuerait a la réponse antitumorale, en impliquant 1’homéostasie
lymphocytaire B, dans I’effet GvL 332, Cependant, aucune augmentation significative du risque
de rechute n’était observée chez les patients traités par rituximab, en dépit de la diminution
durable des taux de lymphocytes B et des hypogammaglobulinémies associées. En sus, le
traitement préemptif n'impactait pas négativement la survie des patients, en comparaison aux

patients témoins.

Nous avons donc observé un retard de reconstitution des lymphocytes B et une incidence non
négligeable de neutropénie aigue et tardive aprés traitement préventif par rituximab suite a
I’augmentation de la charge virale EBV chez les patients allogreffés. En revanche, ces
altérations n'entrainaient pas d’augmentation du risque de complications infectieuses et

n’impactaient pas négativement la survie des patients.

La neutropénie est un effet indésirable classique et attendu, survenant chez 3 a 27% des patients
a distance d’un traitement par rituximab 333, En accord avec ces données, nous avons observé
des populations neutrophiles circulantes significativement plus faibles a J90 et J180 apres

traitement par rituximab, en comparaison aux patients contrdles.

104



Ces résultats nous ont conduit a étudier les corrélations biologiques entre la reconstitution de la
lignée granuleuse et celle des lymphocytes B chez ces patients ainsi que le réle de la cytokine
CXCL12/SDF1 dans ce contexte. Cette cytokine joue en effet un role majeur dans la circulation
sanguine des neutrophiles depuis leur site de maturation médullaire, mais également dans la

différenciation précoce des progéniteurs lymphocytaires B 334-33¢,

Nos résultats préliminaires, montrant des taux importants de CXCL12 en périphérie, suggerent
une production abondante par le microenvironnement médullaire des patients allo-CSH, dans
les premiers mois apres I’allogreffe d’une part; et que les neutropénies observées apres
traitement préemptif par rituximab pourraient étre une conséquence directe d’une perturbation
de I'homéostasie CXCL12 d’une part, mais également une conséquence d’une utilisation

prioritaire de cette cytokine au profit de la reconstitution lymphocytaire B.

Au total, ces travaux de recherche sur la reconstitution immunitaire révelent des effets
immunomodulateurs méconnus de différentes stratégies thérapeutiques aprés Allo-CSH.

En effet, si les résultats du PTCy en prophylaxie de la GvHD aigiie aprés Haplo-CSH et de
I’administration préemptive de rituximab apres infection EBV d’autre part sont indiscutables ;
une meilleure connaissance des effets directs sur les effecteurs immunitaires reste nécessaire

pour en limiter la toxicité et en optimiser les usages.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Daratumumab (Dara), an anti-CD38 monoclonal antibody, has an
immunologic mechanism of action through targeting of CD38 expressing immune
cells in patients with multiple myeloma (MM). Furthermore, it was recently shown
that CD38 upregulation in tumors, iS a major mechanism of acquired resistance
to antiprogrammed cell death 1 (PD-1)/programmed cell death ligand 1 (PD-L1).
Therefore, we decided to evaluate the immunomodulatory effects of CD38 blockade
by Dara on the PD-L1 expressing immune cells.

Methods: We analyzed CD38 and PD-L1 expression on immune cells at different
time points in 18 newly diagnosed MM receiving bortezomib, lenalidomide and dex-
amethasone, with or without Dara.

Results: We first confirmed that CD38 is widely expressed on immune cells, with
the strongest expression on plasmacytoid dendritic cells (pDC). Furthermore, Dara
induces a strong depletion of pDC in addition to the well-known rapid depletion of
natural killer cells. Finally, we found that PD-L1 expression on antigen-presenting
cells (APC) increases with MM treatment in patients that did not received Dara,
while addition of Dara prevents this increase.

Conclusion: Overall, our results suggest new mechanisms of action of Dara through
depletion of pDC and prevention of PD-L1 upregulation expression on APC. Our
finding provides new evidences for development of therapeutic strategies targeting
both CD38 and PD-L1/PD-1 pathway in patients with MM.

KEYWORDS

antigen-presenting cells, daratumumab, multiple myeloma

currently approved, in combination with lenalidomide or bor-
tezomib, for treatment of patients with MM who have received

Targeting CD38 with the monoclonal antibody daratumumab at least one prior line of treatment. Dara mediates the death of
(Dara) is a widely used treatment in the setting of relapsed CD38-expressing MM cells through a variety of immune-me-
or refractory multiple myeloma (MM)."® Therefore, Dara is diated mechanisms (antibody-dependent cell-mediated
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cytotoxicity, complement-dependent cytotoxicity, and anti-
body-dependent cellular phagocytosis) and direct apoptosis by
crosslinkjng.7'9 Furthermore, several studies have demonstrated
that beside a direct antitumor effect, Dara probably have an
immunologic mechanism of action through targeting of CD38
expressing non-MM immune cells. 1611

Recently, Chen et al'? demonstrated that CD38 upregulation
in tumor induces resistance to programmed cell death 1 (PD-1)/
programmed cell death ligand 1 (PD-L1) blocking antibodies and
coinhibition of CD38 and PD-L1 improves antitumor immune re-
sponses. This mechanism of immune resistance caused by CD38
provides an evident rationale to evaluate immunomodulatory
effects of CD38 blockade by Dara on the PD-L1 expressing im-
mune cells. Several studies have demonstrated that MM cell (ei-
ther cell lines or primary cells) upregulate PD-L1, and its receptor
PD-1 is found on a proportion of T cells."*"'® Moreover, dendritic
cells (DC) in MM bone marrow expressed PD-L1 and induced a
suppression of PD-1-expressing T-cell and NK-cell immune func-
tions by engaging immune checkpoints via the PD-L1/PD-1 sig-
naling axis.'” Herein, we aimed to assess the immunomodulatory
effects of Dara on CD38 expressing immune cells in the blood of

newly diagnosed MM patients receiving Dara based combination
therapy.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients and healthy donors

Between June 2016 and July 2017, 18 consecutive patients
with newly diagnosed untreated MM were analyzed in this
single-center study. In the bortezomib-thalidomide-dexa-
methasone (VTD) group, all patients received 4 cycles (1
cycle = 4 weeks) of VID, autologous stem cell transplant
after high dose chemotherapy (melphalan), followed by
consolidation with two cycles of VTD, no maintenance was
administered. In the VTD-Dara group, patients received
the same treatment with the addition of intravenous Dara
(16 mg/kg) weekly during the first two cycles and then every
2 weeks. Written informed consent was obtained from each
patient. The study was approved by the local institutional
review board. A group of eight healthy donors (HD group,
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FIGURE 1 Gating strategy for analysis of dendritic cell and monocyte subpopulations. Gating was sequentially done on CD45* (A) and

negativity for CD3* CD19* lineage (B). HLA-DR™ cells were selected (C), and monocyte subtypes were discriminated according to the expression
of CD16 and CD14 in HLA-DR™ cells. Classical monocytes are CD16~ CD14" (D), intermediate monocytes CD16" CD14* (E), and nonclassical
monocytes CD16" CD14~ (F). Slan-DC were identified in HLA-DR" cells as M-DC8* (G), myeloid DC as CD1c* (H), and plasmacytoid DC as

CD123* BDCA2" (I)
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Etablissement Francais du Sang (EFS), Paris Saint-Antoine-
Crozatier) was established to compare CD38 expression with
MM patients.

2.2 | Biological samples

Peripheral blood samples were collected in EDTA tubes
(BD Biosciences) at baseline (immediately before the first
administration of treatment) and at 4, 8, and 12 weeks of
treatment. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated with a standard gradient centrifugation proce-
dure on a lymphocyte separation medium (Lymphosep sepa-
ration media, Dutscher), and an aliquot was cryopreserved
for storage.

2.3 | Phenotype analysis by flow cytometry

The phenotype of T, B, and NK cells, monocytes and DCs
was determined after thawing of PBMC using the following
fluorochrome-conjugated antibody panels: for myeloid cells

o« o 3
Cancer Medicine __—WI LEYJ—

analysis, CD1c FITC (Ozyme, Biolegend); MDC8 PE and
BDCA2 PC7 (Miltenyi); CD123 ECD, CD38 PC5.5, CD56
AA700, CD3* CD19 AA750, and CD14 PB (Beckman
Coulter); CD274 (PDL1) APC, CD45 BV510, HLA-DR
BV605, CD86 BV650, and CD16 BV786 (BD Biosciences).
For lymphoid cells analysis, CD127 FITC and CCR7
VioBlue (Miltenyi); CD45RA ECD, CD38 PC5.5, CD56
AA700, CD3 AA750, and CD8 KRO (Beckman Coulter);
CD25 PC7, CD45 BV605, CD4 BV650, and CD19 BV786
(BD Biosciences). For Treg analysis, cells were permeabi-
lized and incubated with FOXP3 PE (Beckman Coulter) and
Ki67 A647 (BD Biosciences). In addition, PD-L1 expres-
sion was evaluated on each cell subset using median fluores-
cence intensity (MFI). Data were acquired on a CytoFLEX
flow cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using
Kaluza Analysis v2.1 software (Beckman Coulter). To cal-
culate absolute values of cells per microliter of blood, the
numbers of lymphocytes on routine clinical blood counts
from the same day were collected from the patient charts.
Based on these parameters, we estimated what proportion
of cells in the blood of the patients was represented by each
cell type analyzed by flow cytometry. Gating strategies
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FIGURE 2 Gating strategy for analysis of lymphocyte subpopulations. Gating of lymphocytes was sequentially done on CD45™ and low
SSC-A (A). CD3™ were selected (B), and CD4+ (D) and CD8™ (C) cells were discriminated according to the expression of CD4 and CD8 in CD3™
cells. Tregs cells were identified in CD4* cells as CD127~ CD25% FOXP3* (E). Finally, B cells and natural killer cells were selected on CD3~ cells
for their positivity for CD19 (F) and CD56 (G), respectively
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used to identify myeloid and lymphoid immune subpopula-
tions are described in Figures 1 and 2. The data that support
the findings of this study are available from the correspond-
ing author upon reasonable request.

2.4 | Statistical analysis

Data are expressed as median and interquartile range confi-
dence intervals, and numbers with their frequencies. All com-
parisons were made using the nonparametric Mann-Whitney
U test for unpaired data. All statistical analyses were per-
formed using GraphPad Prism 8.2 (Graphpad Software). A
P < .05 was considered as statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | Patients

Patients characteristics are described in Table 1. Nine con-
secutive MM patients were included in each group. Median
age of patients was 56 (range, 37-66) years in the VTD-
Dara group versus 66 (range, 50-67) years in the VTD group
(P =.01). The two groups were comparable regarding gender
and cytogenetic risk. The median follow-up among surviving
patients was 20 (range: 7-30) months. All patients achieved at

least partial response, and only one patient in the VTD group
relapsed at five months. This patient presented a specific
pericarditis and cutaneous plasmacytomas associated with a
refractory MM and finally deceased despite various combina-
tions of proteasome inhibitor, immunomodulatory drugs, and
Dara. No other death was reported in this cohort of patients.

3.2 | Darainduces immunomodulatory
effects on CD38-expressing immune cells

We first evaluated expression of CD38 on T, B, NK cells,
monocytes, and DC in PBMC of newly diagnosed MM pa-
tients and healthy donors. We found similar levels of CD38 ex-
pression on myeloid and lymphoid immune cells from HD and
MM patients (data not shown). Looking at the mean fluorescent
intensity of CD38 on these cellular populations, we observed
that plasmacytoid dendritic cells (pDC) expressed the highest
levels of CD38, followed by subsets of classical monocytes,
myeloid dendritic cells (mDC), and NK cells, while Tregs, and
CD4* or CD8" T cells expressed the lowest levels of CD38
(Figure 3A).

We then performed a quantitative analysis of monocytes,
DC, and lymphocyte subsets at baseline and at 4, 8, and
12 weeks of treatment. As previously reported, we observed
a rapid and lasting depletion of NK cells (P = .002) after
exposure with Dara (Figure 3B). However, Dara exposure

Group Patient ID Gender Age Isotype Cytogenetic ISS TABLE 1 Characteristics of patients
VTD 1 Male 67 1gG Kappa Normal 2
VTD 2 Female 66 IgG Lambda Normal 3
VTD 3 Male 62 IgG Kappa Normal 3
VTD 4 Female 61 1gG Kappa Normal 1
VTD 5 Male 70 IgA Kappa Monosomy 13 2
VTD 6 Female 66 1gG Kappa Normal 1
VTD 7 Female 64 IgA Lambda Normal 1
VTD 8 Female 67 IgG Lambda t(11,14) 3
VTD 9 Female 50 IgG Kappa Normal 1
VTD-Dara 10 Female 54 IgG Lambda Normal 1
VTD-Dara 11 Female 56 IgG Kappa Normal 1
VTD-Dara 12 Female 56 IgG Lambda Normal 1
VTD-Dara 13 Male 42 1gG Kappa Normal 1
VTD-Dara 14 Female 56 IgG Lambda >3 abnormalities 1
VTD-Dara 15 Male 37 Lambda light chain ~ Normal 1
VTD-Dara 16 Female 62 IgG Kappa Normal 1
VTD-Dara 17 Male 66 IgG Kappa Normal 1
VTD-Dara 18 Male 57 IgG Lambda t (4,14), dell7p 2

Abbreviations: ISS, international stagingsystem; MM, multiple myeloma; VTD, bortezomib-thalidomide-

dexamethasone; VTD-Dara, bortezomib-thalidomide-dexamethasone daratumumab.
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had no significant impact on monocytes, mDC, and 6-sulfo in correlation with the strong expression of CD38 by pDC
LacNAc-positive dendritic cells (Slan-DC) which expressed (Figure 3A), we observed a progressive and significant de-
an intermediate level of CD38 (Figure 3C-G). Interestingly, crease of pDC (P =.009) in the VTD-Dara group (Figure 3H).
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3.3 | Dara prevents PDL1 expression on

CD38-expressing antigen-presenting cells

To further understand the immunomodulatory activity of Dara,
we investigated PD-L1 expression on the CD38-expressing
antigen-presenting cells. While we observed a progressive
increase of the PD-L1 expression in monocyte subsets for pa-
tients from the VTD group, PD-L1 expression remained stable
in the VTD-Dara group. After three cycles of treatment, PD-L1
expression in monocyte subsets was significantly increased
in VID patients compared with patients in the VID-Dara
group (classical monocytes P = .04, intermediate monocytes
P = .04, and nonclassical monocytes P = .03) (Figure 4A-C).
Interestingly, we observed similar findings for DC subsets, with
patients in the VTD group exhibiting significantly higher levels

FIGURE 4 PD-LI expression in
monocytes and dendritic cells of MM
patients. Expression of PD-L1 in (A)
classical monocytes (CD14* CD167), (B)
intermediate monocytes (CD14" CD16%),
(C) nonclassical monocytes

(CD14~ CD16%), (D) plasmacytoid dendritic
cells (CD123* BDCA2"), (E) myeloid
dendritic cells (CD1c"), and (F) Slan-DC
(MDC8%) in MM patients at diagnosis and
after four cycles of treatment. Bars display
the median PD-L1 MFI, and interquartile
range confidence intervals (error bars) are

w4 w8 W12 shown
w4 ws w1z
w4 ws w12

of PD-L1 expression compared with VTD-Dara patients, after
three cycles of treatment (pDC P = .03, mDC P = .01, and
Slan-DC P = .02) (Figure 4D-F).

4 | DISCUSSION

CD38 is a membrane molecule with receptor function involved
in immune and metabolic functions.'® Our results confirm the
wide expression of CD38 on immune cells in MM patients and
HD.' In addition to the well-known rapid depletion of NK
cells, we found that Dara progressively decreased pDC which
strongly expressed CD38. The absence of complete pDC deple-
tion could be attributed to the continuous de novo pDC produc-
tion. This is particularly interesting given the deleterious effect
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of pDC in MM. Indeed, it has been shown that pDC confer a
growth and survival advantage to MM cells.'® More precisely,
the pDC antitumor function, through the decrease of cytotoxic
CD8 T-cell activation, is abolished by MM cells.”’ Therefore,
the decreased number of pDC associated with the use of Dara
suggests an additional mechanism of action of Dara through
pDC depletion. Recently, Chen et al'? demonstrated that CD38
upregulation in tumors induces resistance to PD-1/PD-L1
blocking antibodies and coinhibition of CD38 and PD-LI1
improves antitumor immune response. Several studies have
shown that PD-L1 is expressed on plasma cells but also on DC
in the bone marrow, with a various intensity of PDL-1 expres-
sion among patients.">'®?" Furthermore, PD-L1-expressing
pDC are increased and localized with PD-L1-positive MM
cells in bone marrow.'"” Importantly, PD-L1 expression corre-
lates with progression of disease, with the highest levels of ex-
pression in relapsed or relapsed/refractory MM." Overall, this
suggests that PD-L1 positive DC are important in the regulation
of tumor-specific cytotoxic T-cell responses and contribute to
attenuate antitumor immunity in MM patients. In our study, we
found that while PD-L1 expression is increased on peripheral
DC and monocytes during VID treatment, combination with
the anti-CD38 monoclonal antibody Dara seems to prevent this
phenomenon. In fact, it has been reported that inflammation can
lead to an increased expression of PD-L1 on DC, suggesting
that inflammation induced by chemotherapy could be respon-
sible for the increase PD-L.1 expression observed in the control
group upon treatment.” In contrast, in the Dara group, as DC
subsets are continuously depleted by Dara, we hypothesized
that the low PD-L1 expression was the reflect of the expression
level on de novo produced DC. Given the important expression
of Fc receptors (FcR) on DC,* we cannot exclude that the anti-
CD38 monoclonal antibody may react simultaneously on the
same cell via their binding site and also via FcR by implement-
ing the so-called scorpion effect.”* Nevertheless, ultimately, we
observed a depletion of the DC in our patients upon Dara treat-
ment. Overall, this suggests that targeting CD38 in MM may
contribute to restore antitumor immune response mediated by
DC and cytotoxic T cells, through a continuous depletion of
these cell subsets, preventing PD-L1 upregulation.

Combination of anti-CD38 monoclonal antibodies and
PD-1/PD-L1 blockade to improve disease response was also
recently suggested by Verma et al® They reported that PD-1
blockade in subprimed CD8 cells induced dysfunctional PD-
1*CD38™CD8™ cells and anti-PD1 resistance that may be re-
verted by the use of anti-CD38 monoclonal antibodies.

Finally, despite a limited number of patients and lack of
in vitro mechanistic studies, our results suggest new mech-
anisms of action of Dara through (a) depletion of pDC and
(b) prevention of PD-L1 expression upregulation on immune
cells. Our finding provides new evidences for development of
therapeutic strategies targeting both CD38 and PD-L1/PD-1
pathway in patients with MM.

“WILEY-L

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors acknowledge the Association for Training,
Education and Research in Hematology, Immunology and
Transplantation for the generous and continuous support to
the research work. The authors also thank the clinical teams
who provided care for the study patients and the members of
the study team at the Centre de Recherche Saint-Antoine for
their dedication to this study.

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare no competing financial interests.

AUTHORS’ CONTRIBUTIONS

All authors listed on the manuscript have contributed sub-
stantially to this work: NS, BG, MM and FM designed the
study, NS collected the data, ZM, MM and FM recruited the
patients, NS, BG and LR performed experimental work, NS
and FM performed the statistical analysis. NS and FM write
the manuscript. All authors analyzed the data, reviewed the
manuscript, and agreed to its submission for publication.

DATA AVAILABILITY STATEMENT
The data that support the findings of this study are available
from the corresponding author upon reasonable request.

ORCID
Laure Ricard
Florent Malard

https://orcid.org/0000-0003-4416-3285
https://orcid.org/0000-0002-3474-0002

REFERENCES

1. Lokhorst HM, Plesner T, Laubach JP, et al. Targeting CD38 with
daratumumab monotherapy in multiple myeloma. N Engl J Med.
2015;373(13):1207-1219.

2. Lonial S, Weiss BM, Usmani SZ, et al. Daratumumab mono-
therapy in patients with treatment-refractory multiple myeloma
(SIRIUS): an open-label, randomised, phase 2 trial. Lancet.
2016;387(10027):1551-1560.

3. Plesner T, Arkenau H-T, Gimsing P, et al. Phase 1/2 study of dara-
tumumab, lenalidomide, and dexamethasone for relapsed multiple
myeloma. Blood. 2016;128(14):1821-1828.

4. Palumbo A, Chanan-Khan A, Weisel K, et al. Daratumumab, bor-
tezomib, and dexamethasone for multiple myeloma. N Engl J Med.
2016;375(8):754-766.

5. Dimopoulos MA, Oriol A, Nahi H, et al. Daratumumab, lenalid-
omide, and dexamethasone for multiple myeloma. N Engl J Med.
2016;375(14):1319-1331.

6. Chari A, Suvannasankha A, Fay JW, et al. Daratumumab plus po-
malidomide and dexamethasone in relapsed and/or refractory mul-
tiple myeloma. Blood. 2017;130(8):974-981.

7. de Weers M, Tai Y-T, van der Veer MS, et al. Daratumumab, a
novel therapeutic human CD38 monoclonal antibody, induces
killing of multiple myeloma and other hematological tumors. J
Immunol. 2011;186(3):1840-1848.

8. Overdijk MB, Verploegen S, Bogels M, et al. Antibody-mediated
phagocytosis contributes to the anti-tumor activity of the

140



iwl LEY—Cancer Medicine

10.

11.

13.

14.
15.
16.

17.

STOCKER ET AL

therapeutic antibody daratumumab in lymphoma and multiple my-
eloma. MAbs. 2015;7(2):311-321.

Overdijk MB, Jansen JH, Nederend M, et al. The therapeutic CD38
monoclonal antibody daratumumab induces programmed cell
death via Fcgamma receptor-mediated cross-linking. J Immunol.
2016;197(3):807-813.

Krejcik J, Casneuf T, Nijhof IS, et al. Daratumumab depletes CD38+
immune regulatory cells, promotes T-cell expansion, and skews
T-cell repertoire in multiple myeloma. Blood. 2016;128(3):384-394.
Casneuf T, Xu XS, Adams HC, et al. Effects of daratumumab on
natural killer cells and impact on clinical outcomes in relapsed or
refractory multiple myeloma. Blood Adv. 2017;1(23):2105-2114.
Chen L, Diao L, Yang Y, et al. CD38-mediated immunosuppres-
sion as a mechanism of tumor cell escape from PD-1/PD-L1 block-
ade. Cancer Discov. 2018.

Liu J, Hamrouni A, Wolowiec D, et al. Plasma cells from multiple
myeloma patients express B7-H1 (PD-L1) and increase expression
after stimulation with IFN-{gamma} and TLR ligands via a MyD88-,
TRAF6-, and MEK-dependent pathway. Blood. 2007;110(1):296-304.
Tamura H, Ishibashi M, Yamashita T, et al. Marrow stromal cells
induce B7-H1 expression on myeloma cells, generating aggressive
characteristics in multiple myeloma. Leukemia. 2013;27(2):464-472.
Paiva B, Azpilikueta A, Puig N, et al. PD-L1/PD-1 presence in the
tumor microenvironment and activity of PD-1 blockade in multiple
myeloma. Leukemia. 2015;29(10):2110-2113.

Ray A, Das DS, Song Y, et al. Targeting PD1-PDL1 immune checkpoint
in plasmacytoid dendritic cell interactions with T cells, natural killer
cells and multiple myeloma cells. Leukemia. 2015;29(6):1441-1444.
Sponaas A-M, Moharrami NN, Feyzi E, et al. PDL1 expression on
plasmaand dendritic cells in myeloma bone marrow suggests benefit of
targeted anti PD1-PDL1 therapy. PLoS ONE. 2015;10(10):e0139867.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Malavasi F, Deaglio S, Funaro A, et al. Evolution and function of
the ADP ribosyl cyclase/CD38 gene family in physiology and pa-
thology. Physiol Rev. 2008;88(3):841-886.

Chauhan D, Singh AV, Brahmandam M, et al. Functional interac-
tion of plasmacytoid dendritic cells with multiple myeloma cells: a
therapeutic target. Cancer Cell. 2009;16(4):309-323.

Leone P, Berardi S, Frassanito MA, et al. Dendritic cells accumulate in
the bone marrow of myeloma patients where they protect tumor plasma
cells from CD8+ T-cell killing. Blood. 2015;126(12):1443-1451.
Jelinek T, Hajek R. PD-1/PD-L1 inhibitors in multiple myeloma: The
present and the future. Oncoimmunology. 2016;5(12):e1254856.
Carenza C, Calcaterra F, Oriolo F, et al. Costimulatory molecules
and immune checkpoints are differentially expressed on different
subsets of dendritic cells. Front Immunol. 2019;10:1325.
Nimmerjahn F, Ravetch JV. Fc-receptors as regulators of immu-
nity. Adv Immunol. 2007;96:179-204.

Malavasi F, Faini AC. Mechanism of action of a new anti-CD38
antibody: enhancing myeloma immunotherapy. Clin Cancer Res.
2019;25(10):2946-2948.

Verma V, Shrimali RK, Ahmad S, et al. PD-1 blockade in sub-
primed CDS cells induces dysfunctional PD-1(+)CD38(hi) cells
and anti-PD-1 resistance. Nat Immunol. 2019;20(9):1231-1243.

How to cite this article: Stocker N, Gaugler B,
Ricard L, et al. Daratumumab prevents programmed
death ligand-1 expression on antigen-presenting cells
in de novo multiple myeloma. Cancer Med.
2020;00:1-8. https://doi.org/10.1002/cam4.2827

141



Crsa Q SORBONNE Hépital

UNIVERSITE Saint-Antoine
_. CREATEURS DE FUTURS AP-HP
CENTRE DE RECHERCHE SAINT-ANTOINE | PARIS DEPUIS 1257

Résumé : La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (Allo-CSH) est a ce jour 1'unique
thérapie cellulaire curative pour de nombreux patients atteints d’hémopathies malignes. Le développement
d’une prophylaxie de la maladie aigu€ du greffon contre I’h6te (GvHD) par administration intraveineuse de
cyclophosphamide aprés la greffe (PTCy) a permis le développement de I’utilisation des donneurs
haploidentiques (Haplo-CSH). Le PTCy, induit une altération fonctionnelle des lymphocytes T alloréactifs,
sans effet toxique sur les cellules souches hématopoiétiques. Nous avons mis en évidence que le PTCy était
associé a un retard durable de la reconstitution lymphocytaire T /3, jusqu’a 1 an aprés Haplo-CSH. Ce délai
a la reconstitution lymphocytaire T /8 étant associé a un risque accru de présenter une augmentation de la
charge virale EBV au décours de I’Haplo-CSH. De plus, nous avons mis en évidence que le traitement
préemptif par rituximab dés I’augmentation de la charge virale EBV, induisait un retard a la reconstitution
des lymphocytes B, des hypogammaglobulinémies profondes et un risque élevé de neutropénies liées au
rituximab. Ces travaux de recherche sur la reconstitution immunitaire révelent des effets immunomodulateurs
méconnus de différentes stratégies thérapeutiques aprés Allo-CSH. En effet, si les résultats du PTCy en
prophylaxie de la GvHD aigué aprés Haplo-CSH et de I’administration préemptive de rituximab aprés
infection EBV d’autre part sont indiscutables ; une meilleure connaissance des effets directs sur les effecteurs
immunitaires reste nécessaire pour en limiter la toxicité et en optimiser les usages.

Mots clés : Reconstitution immunitaire, Lymphocytes T Gamma-Delta, Epstein-Barr virus, Allogreffe de

cellules souches hématopoiétiques, Hématologie.

Abstract: Allogeneic hematopoietic cell transplantation (Allo-HCT) is to date the only curative cell therapy
for many patients with hematologic malignancies. The development of acute graft-versus-host disease
(GvHD) prophylaxis by intravenous administration of post-transplant cyclophosphamide (PTCy) has enabled
the increasing use of haploidentical donor grafts (Haplo-HCT). PTCy, induces a functional impairment of
alloreactive T cells, without toxic effects on hematopoietic stem cells. We show that PTCy has a significant
and lasting impact on y/8 T cell reconstitution, up to 1 year after Haplo-HCT. Furthermore, this delay in /8
T cell reconstitution directly correlates with an increased risk of developing an increase in EBV viral load
after Haplo-HCT. Nevertheless, we find preemptive treatment of increase in EBV viral load with rituximab,
induces a delay in the reconstitution of B cells, deep hypogammaglobulinemia and a high risk of rituximab-
related neutropenia. This research work on immune reconstitution reveals unrecognized immunomodulatory
effects of different therapeutic strategies after Allo-HCT. Indeed, if the results of PTCy in prophylaxis of
acute GvHD after Haplo-HCT and of the preemptive administration of rituximab after EBV infection on the
other hand are indisputable; better knowledge of the direct effects on immune effectors remains necessary to
limit toxicity and optimize uses.

Keywords: Immune reconstitution, Gamma-Delta T Cells, Epstein-Barr virus, Allogeneic Hematopoietic

Stem Cell Transplantation, Hematology.
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