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Préambule 

La greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) est l’une des procédures de la médecine 

développée au cours des deux dernières décennies, pour le traitement des hémopathies 

malignes, des hémoglobinopathies ou des maladies auto-immunes. En général, la greffe de CSH 

peut être divisée en deux types, la greffe de CSH autologue, où la source de cellules souches 

est la moelle osseuse (MO) du patient lui-même, et l’allogreffe de CSH (allo-CSH), qui est un 

processus plus élaboré et plus complexe, où le patient reçoit le greffon de cellules souches d'un 

donneur. 

Depuis la première allo-CSH réalisée en 1956 (1), l'amélioration de la procédure au cours des 

années  permet désormais de réaliser plus de 50 000 allo-CSH chaque année dans le monde (2), 

(3). Cependant, l’allo-CSH reste associée à une morbidité et une mortalité élevées 

principalement en raison de complications comme la maladie du greffon contre l’hôte (GvHD), 

les infections ou encore la rechute de l’hémopathie sous-jacente après allo-CSH (4). Par 

conséquent, la prévention de ces complications reste un défi majeur après allo-CSH. En 

particulier, le développement de stratégies thérapeutiques sûres et efficaces pour prévenir ou 

traiter la rechute est essentielle. La réinjection de lymphocytes du donneur (DLI) est un type 

d'immunothérapie qui permet de renforçer l’effet du greffon contre la leucémie (GvL) et peut 

contribuer à prévenir ou traiter la rechute (5). Plus récemment, un grand nombre de nouveaux 

agents ciblés et immunomodulateurs sont apparus et sont testés dans ce cadre après allo-CSH 

(6). 

Enfin, une des problématiques majeures dans le contexte de l’allo-CSH est la reconstitution 

d’un système immunitaire fonctionnel robuste capable de prévenir les complications 

infectieuses et d’assurer un effet GvL adéquat pour la survie à long-terme des patients (7). Alors 

que les lymphocytes conventionnels sont étudiés depuis longtemps dans le contexte de l’allo-

CSH, les lymphocytes T non conventionnels ont fait l’objet d’un intérêt plus récent. Nous 

aborderons ces différents aspects dans l’introduction.   
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I. Allogreffe de cellules souches hématopoïétiques : panorama de la 

procédure  

1. Définition 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (Allo-CSH) est un traitement curatif pour de 

nombreuses maladies hématologiques malignes et non malignes (8). Elle consiste à injecter des 

CSH saines à des patients ayant une moelle osseuse dysfonctionnelle ou déplétée. Cela permet 

d'augmenter la fonction de la MO et permet, selon la maladie traitée, soit de détruire les cellules 

tumorales malignes, soit de générer des cellules fonctionnelles qui peuvent remplacer les 

cellules dysfonctionnelles dans des cas comme les syndromes d'immunodéficience, les 

hémoglobinopathies et d'autres maladies (9,10). 

Grâce à l'évolution des techniques de transplantation et à une meilleure compréhension du 

système immunitaire, des progrès remarquables réalisés dans le domaine de la greffe de CSH 

sont observés et ont conduit à une augmentation progressive du nombre d’allo-CSH réalisées, 

à tel point qu'en l'espace d'un demi-siècle, plus d'un million de greffe de CSH ont été réalisées 

dans le monde, dont environ 40 % étaient des allo-CSH (11). La pratique actuelle des allo-CSH 

évolue rapidement pour tenir compte de la complexité de cette procédure. 

Cependant, malgré les améliorations majeures apportées à l'allo-CSH, celle-ci reste limitée par 

les complications associées qui représentent une cause majeure de morbidité et de mortalité 

chez les patients (12). Ces complications sont dues à plusieurs paramètres tels que les toxicités 

associées au type de conditionnement, le déficit immunitaire prolongé et les lésions des organes 

et des tissus. Parmi ces complications, la GvHD, les infections post-greffe et la rechute de la 

maladie hématologique sous-jacente influencent la réussite du traitement par allo-CSH (13, 14). 

2. Procédure de l’allo-CSH  

L’allo-CSH est réalisée en plusieurs étapes qui sont représentées schématiquement ci-dessous 

(Figure 1). 
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a. Conditionnement  

L’allo-CSH est précédée d'un conditionnement  qui détruit ou réduit les cellules tumorales du 

receveur par l’administration d’une chimiothérapie et/ou d’une radiothérapie, avant de 

transplanter le greffon d’un donneur, avec pour but d’éviter le rejet du greffon et de favoriser 

la prise de greffe (15). Les conditionnements ont généralement été classés ainsi : myélo-ablatifs, 

à intensité réduite et non myélo-ablatifs. En effet, le conditionnement myélo-ablatif consiste en 

l'administration d'agents alkylants avec ou sans irradiation corporelle totale. Son utilisation est 

limitée chez les patients âgés et /ou présentant des morbidités. Le conditionnement à intensité 

réduite est caractérisé par une myélo-supression transitoire,  avec une dose d’agents alkylants 

ou de radiothérapie généralement réduite de ≥30%  par rapport au conditionnement myélo-

ablatif, permettant leur  utilisation chez les patients âgés ou ayant de nombreuses comorbidités 

(16,17). Plus récemment, des conditionnements myélo-ablatifs à toxicité réduite ont été mis en 

place qui peuvent être utilisés chez les patients âgés et/ou ayant des comorbidités, même s’ils 

présentent des propriétés myélo-ablatives (18). 

b. Choix des donneurs 

Le greffon de cellules souches (CS) est administré à partir d'un donneur approprié sélectionné 

sur la base de l'appariement des antigènes leucocytaires humains (HLA). Le système HLA est 

un système comprenant plus de 200 gènes situés sur une région du bras court du chromosome 

6 et divisée en 3 parties, le HLA de classe I, II et III (19) . La compatibilité entre donneur et 

receveur pour les molécules HLA de classe I (exprimées par une grande majorité des cellules 

nucléées de l’organisme et par les plaquettes) et classe II HLA-DRB1 et HLA-DQB1 

(exprimées par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), les lymphocytes B (LB) et les 

lymphocytes T (LT) activés) joue un rôle capital dans le bon déroulement de l’allo-CSH en 

respectant une histocompatibilité 10/10 ( 2 allèles A, B, C, DRB1 et DQB1) (19,20).  

Il existe plusieurs types de donneurs, les donneurs apparentés au receveur géno-identiques 

(frères, sœurs), avec une compatibilité HLA 10/10 sont  la référence lors de la réalisation de 

l’allo-CSH (21). Cependant, moins de 30% des patients disposent d’un donneur HLA-géno-

identique. En l’absence d’un donneur familial HLA géno-identique, il existe des donneurs 

apparentés haplo-identiques qui partagent avec le patient une seule copie identique du 

chromosome 6 contenant le locus HLA. Ces donneurs sont les parents, les enfants ou les frères 

et sœurs, mais également des membres de la famille plus éloignés des patients et qui partagent 
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le même haplotype avec une compatibilité au moins de 5/10 (22). Enfin, en l’absence de 

donneur familial, les donneurs non-apparentés au receveur sont recherchés dans un registre 

international qui dénombrait en 2022 plus de 40 millions de donneurs (23).  

En dehors de la compatibilité du HLA, l’âge du donneur, le sexe, le groupe sanguin et le statut 

CMV sont aussi pris en compte pour le choix du donneur (24). 

c. Sources de greffon 

Il existe plusieurs sources de greffons. Les greffons de cellules souches peuvent être obtenus à 

partir de la moelle osseuse (MO) ou du sang périphérique (CSP) après mobilisation par injection 

de facteurs de croissance (Granulocyte Colony-Stimulating Factor ou G-CSF) (25). La facilité 

de recueil de CSP ainsi que leur richesse en CSH expliquent leur utilisation majeure comme 

source de greffon en France. En outre, les unités de sang de cordon ombilical (UCB) peuvent 

également être utilisées comme source de greffe mais restent très minoritaires. 

d. Indication  

Initialement, l’allo-CSH était indiquée dans le traitement des hémopathies malignes (88% des 

allo-CSH), notamment la leucémie myéloïde aiguë (LAM), la leucémie lymphoïde aiguë, et 

d'autres hémopathies malignes. L’allo-CSH est également indiquée dans des pathologies 

bénignes, telles que l'aplasie médullaire, les déficits immunitaires primitifs, la thalassémie ou 

la drépanocytose (10). 
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e. Complications de l’allo-CSH 

Malgré les progrès réalisés dans le domaine de l’allo-CSH, il existe toujours des complications 

à court et long terme qui augmentent la mortalité et la morbidité liée à l’allo-CSH, comme les 

infections post-transplantation schématisées dans la (Figure 2), la GvHD aiguë et chronique 

(qui seront détaillées dans le chapitre II de cette introduction). Le rejet de greffe reste une 

complication rare après allo-CSH. 

Pendant la période d’aplasie avant la prise de greffe, les infections bactériennes (cocci gram 

positif, bacilles gram négatif) et fongiques (Candida spp. et Aspergillus spp.) sont fréquentes, 

en lien avec la neutropénie après transplantation et avec la rupture de la barrière cutanée suite 

Figure 1. Procédure de l'allogreffe de CSH 
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au conditionnement (26,27). La majorité des infections bactériennes peut être prévenue par 

l'utilisation d'antibiotiques prophylactiques. Ainsi, la prévention des infections fongiques est 

nettement préférable en raison de la difficulté à traiter les infections établies (28).  

Les infections virales, notamment par le virus de l'herpès simplex peuvent survenir entre une à 

deux semaines après la transplantation chez 80% des patients séropositifs qui ne reçoivent pas 

de prophylaxie par acyclovir, provoquant des lésions muco-cutanées de l'oropharynx, de 

l'œsophage ou de l'appareil génital (28). 

Puis, au cours des 3 premiers mois après allo-CSH, les infections sont principalement liées à 

l'affaiblissement de l'immunité à médiation cellulaire et au développement d'une GvHD. Les 

agents infectieux courants pendant cette période sont les herpès virus, en particulier le 

cytomégalovirus (CMV) et le virus Epstein Bar (EBV). Les autres agents pathogènes dominants 

durant cette phase sont Pneumocystis jiroveci et les espèces d'Aspergillus (29) . 

Dans les temps plus tardifs après l'allo-CSH, les patients restent toujours très exposés au risque 

d'infections. Les infections virales peuvent être associées à des taux élevés de mortalité en 

raison de la reconstitution des LT altérée, qui peut persister pendant des mois, voire des années, 

après allo-CSH (30). Les agents pathogènes fréquemment rencontrés sont le CMV, le virus de 

la varicelle et du zona (VZV) qui peuvent également être à l'origine d'infections pulmonaires 

(28). Le CMV est l'agent pathogène viral le plus fréquemment associé aux infections des voies 

respiratoires, l’infection par le CMV restant une cause importante de morbidité et de mortalité 

dans la période post-transplantation tardive (31). De plus, le risque d’infection bactérienne par 

des bactéries encapsulées (par exemple Streptococcus pneumoniae) est important (32).  

Les facteurs de risque d'infection incluent les caractéristiques individuelles comme par 

exemple, l'indication de l’allo-CSH et le statut de la maladie au moment de la greffe, les 

infections antérieures, le statut sérologique CMV, l'histocompatibilité donneur/hôte, le type de 

greffe, la source de greffon, l'intensité du conditionnement et la prise de greffe des neutrophiles 

ou encore la présence ou l'absence de GvHD. Par ailleurs, le traitement de la GvHD par la 

corticothérapie et des agents immunosuppresseurs renforce l’immunodépression du patient et 

augmente les risques d’infections (32). 
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Figure 2. Risque des infections après allo-CSH   

Tomblyn et al. Biol Blood Marrow Transplant 2009 
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II. Effet anti-leucémique de l’allo-CSH 

1. Principe 

L’effet anti-leucémique de l’allo-CSH repose à la fois sur la cytotoxicité antitumorale du 

conditionnement et sur un effet immunologique. En effet, dans le contexte de l’allo-CSH, les 

cellules immunitaires transplantées provenant du donneur forment un nouveau système 

immunitaire fonctionnel chez le patient qui va reconnaitre et détruire les cellules tumorales, 

c’est l’effet « Graft versus Leukemia » (GvL) qui peut être contrebalancé par la GvHD (33) 

(Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Les mécanismes physiopathologiques et les 

traitements de la GvHD seront détaillés dans le chapitre suivant.    

La première suggestion de l’effet GvL a été décrite dès 1956, dans un modèle de transplantation 

chez la souris, où les cellules leucémiques étaient éliminées par la MO lorsque l'irradiation était 

retardée (1). Cela a conduit à l'idée que les LT de la MO du donneur pouvaient être responsables 

de l'éradication de la leucémie. Cette observation a été appliquée à la clinique en 1965 par 

Mathé et al. qui a montré que les cellules leucémiques dans le cas de l’allo-CSH étaient 

éliminées par l’effet GvL (34). En 1990, Kolb et al. a apporté une preuve directe de l'effet GvL 

en obtenant des résultats favorables après l’administration de lymphocytes du donneur (DLI 

« donor lymphocyte infusion ») au moment de la rechute d'une leucémie  après allo-CSH  (35). 

Ces travaux initiaux ont montré le rôle prépondérant des LT, mais de nombreux travaux par la 

suite ont également montré le rôle de toutes les cellules immunitaires pouvant contribuer à la 

réponse GvL, notamment les cellules Natural Killer (NK), les LT non conventionnels, les LB 

et les cellules dendritiques (36).  

Les antigènes ciblés par l’effet GvL sont essentiellement des antigènes mineurs d’histocompatibilité 

et des peptides polymorphiques présentés par les molécules HLA des cellules du receveur. Lorsque 

les LT sont activés par un antigène mineur d’histocompatibilité exprimé uniquement à la surface 

des cellules hématopoïétiques du receveur, seul l’effet GvL est induit sans promouvoir de GvHD 

(37).  

Des études ont montré que la production d’anticorps dirigés contre des antigènes exprimés sur le 

chromosome Y de patients masculins  allogreffés avec un donneur féminin est également associée 

à l’effet GvL, à une diminution du risque de rechute et à une augmentation du risque de GvHD 

chronique (38). Le résultat clinique sera donc dépendant de cette balance entre l’effet GvHD et 

GvL comme schématisé sur la (Figure 3) (39).  
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Figure 3. Schéma des effets GvL/GvHD 

Modifié d’après Sweeney et al. Frontiers in oncology 2019 

2. Prévention et traitements de la rechute  

L’allo-CSH est le traitement de consolidation standard pour les patients atteints de LAM à 

risque intermédiaire ou élevé. Cependant, une proportion significative de patients atteints de 

LAM rechutent après allo-CSH (40). Si un effet GvL efficace peut être obtenu dans le cadre de 

l’utilisation de DLI qui peut produire une rémission chez 29 % des patients atteints de LAM 

qui rechutent après allo-CSH (41,42), le pronostic pour ces patients reste sombre, avec une 

probabilité de survie à long terme inférieure à 20% d'où la nécessité de stratégies thérapeutiques 

post-transplantation pour réduire le risque de rechute (43).  

Le traitement d'entretien après allogreffe a donc été développé dans le but d’exploiter un effet 

anti-leucémique direct et/ou renforcer l'effet GvL sans augmenter le risque de GvHD (44). La 
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stratégie optimale dépend de la disponibilité du donneur, des caractéristiques du patient et de la 

maladie, et des avantages du traitement par rapport à la mortalité liée au traitement. 

L’association de DLI avec un agent hypométhylant (AHM) tel que l’azacitidine, semble être un 

traitement prophylactique efficace contre la rechute dans la LAM (45). En effet, les AHM et 

notamment l'azacitidine et la décitabine, constituent des traitements de prévention de la rechute 

post-transplantation, des données précliniques suggérant que l’azacitidine peut potentiellement 

renforcer l'effet GvL sans exacerber la GvHD (46). En effet, il a été démontré que les AHM 

augmentent l'expression des antigènes tumoraux, des antigènes HLA de classe I et des 

molécules de costimulation sur les cellules tumorales (47,48). Ces changements renforcent la 

capacité des LT allogéniques à reconnaître les cellules leucémiques et les éliminer. Cependant, 

une étude prospective randomisée de phase III n’a pas montré de bénéfice sur la survie sans 

rechute d’un traitement par azacitidine (49). 

D’autres traitements tels que les inhibiteurs de FLT3 semblent être efficaces pour réduire le 

risque de rechute de la LAM avec la mutation FLT3-ITD, comme le sorafénib, un inhibiteur 

pankinase inhibiteur de FLT3 et qui est la première thérapie ciblée à s'avérer efficace en 

prévention de la rechute de la LAM après allo-CSH (50). D’autres thérapies tels que celles 

ciblant la mutation du gène suppresseur de tumeur TP53 constituent une autre possibilité, ces 

mutations étant fréquentes chez les patients atteints de LAM (51).  

Cependant, la capacité des cellules leucémiques à échapper à la détection ou à la destruction 

par les LT pourrait être à l'origine des rechutes post-transplantation, et une meilleure 

compréhension de ces mécanismes pourrait permettre d'augmenter l'effet GvL sans exacerber 

la GvHD (52). Pour cela, il est nécessaire de développer de nouvelles stratégies de maintenance 

post-allogreffe telles que l’utilisation du venetoclax, un inhibiteur de Bcl-2, qui sera détaillée 

dans la partie résultat. 
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III. La maladie du greffon contre l’hôte : description et mécanismes 

physiopathologiques  

La maladie du greffon contre l'hôte après allo-CSH est un processus déclenché par une 

dérégulation du système immunitaire, conduisant à un dysfonctionnement des organes. La 

GvHD implique des mécanismes physiopathologiques complexes et multiples que nous 

présenterons dans ce chapitre (53). 

Malgré des progrès importants en matière de sélection des donneurs, des régimes de 

conditionnement et de sources de greffons, la GvHD reste l'une des principales causes de 

morbidité et de mortalité liées à l’allo-CSH (54). Il est estimé qu’environ 50 % des patients 

ayant subi une allo-CSH développent un certain degré de GvHD  (55) . Les morbidités causées 

par la GvHD sont dues à plusieurs facteurs, notamment les lésions organiques et tissulaires, la 

suppression immunitaire due à l'utilisation prolongée de médicaments immunosuppresseurs et 

le risque accru d'infections qui en résulte (56).  

La GvHD se présente classiquement sous une forme aiguë (GvHDa) et/ou chronique (GvHDc) 

(10). Historiquement, la GvHDa a été définie comme une manifestation survenant dans les 100 

premiers jours suivant l’allo-CSH, tandis que la GvHDc se référait aux signes survenant après 

100 jours (57). Toutefois, la distinction entre ces deux pathologies a été modifiée suite à la 

reconnaissance de signes  cliniques de GvHDa et de GvHDc en dehors de ces périodes 

délimitées (Figure 4) (58).  
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Une meilleure compréhension de la physiopathologie de la GvHD et une prise en charge 

thérapeutique rapide et adaptée sont donc essentielles pour réduire les effets indésirables après 

allo-CSH. 

1. GvHD aiguë 

Le diagnostic de la GvHDa est basé sur l'évaluation des organes cibles par des analyses 

cliniques et biologiques. La GvHDa est la deuxième cause de décès après la rechute chez les 

patients ayant subi une allo-CSH (59). Les principaux organes cibles concernés sont la peau, le 

tube digestif et le foie.  Les principaux signes cliniques sont une éruption cutanée, la diarrhée, 

les nausées et/ou vomissement, les douleurs abdominales et l’ictère. La GvHDa est classée en 

quatre grades de I à IV, selon la sévérité des atteintes d’organes, allant de légère à très sévère  

(60).  

Il existe plusieurs facteurs de risques de GvHDa dont les principaux sont le degré 

d'incompatibilité HLA entre le donneur et le receveur et la prophylaxie de la GvHD utilisée. 

Les autres facteurs de risque comprennent aussi le type de greffon (utilisation de CSP), l’âge 

des patients et l'intensité du traitement de conditionnement (61).  

 

Figure 4. Classification de la GvHD aiguë et chronique 

Malard et al. Nature Reviews Disease Primers, 2023 
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La physiopathologie de la GvHDa est classiquement décrite en un processus en trois étapes 

principales définies par les travaux pionniers de Reddy et Ferrara dans des modèles murins et 

schématisées en (Figure 5) (62,63). 

 

 

• Phase 1 d’initiation : lésions tissulaires induites par le conditionnement 

Des lésions tissulaires et une altération de l’intégrité intestinale induites par le conditionnement 

prégreffe entrainent la libération de molécules endogènes comme l’ATP, l’acide urique qui sont 

des motifs moléculaires associés au danger (DAMPs) (64,65), mais aussi des composants 

exogènes dérivés des bactéries qui transitent par la muqueuse intestinale ou la peau 

endommagée. Ces composés comprennent notamment des lipopolysaccharides (LPS) et des 

peptido-glycanes qui vont stimuler les monocytes/macrophages et DC via les récepteurs TLR 

Figure 5. Physiopathologie de la GvHD aiguë 

Malard et al. Nature Reviews Disease Primers, 2023 
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(Toll-like récepteurs)(66). Ces signaux endogènes et exogènes vont considérablement amplifier 

l'activation des CPA de l’hôte et provoquer la libération de cytokines inflammatoires créant un 

« orage cytokinique » et la production de facteur de nécrose tumorale (TNF-) , d’interleukine 

(IL)  IL-1, IL-6, IL-12, et IL-23 qui vont activer les CPA de l'hôte et initier la cascade 

d’activation des effecteurs notamment les LT et cellules NK  (67,68). 

• Phase 2 : activation des cellules du système immunitaire 

La stimulation des LT par les alloantigènes ou antigènes mineurs d’histocompatibilité présentés 

par les CPA favorise le développement d’une réponse dominée par les LT Th1 et Th17, et les 

LT cytotoxiques (CTL) (69–71). Les LT Th1 vont produire de l’IFN- qui va en retour 

promouvoir l’expression des molécules de classe I et classe II sur les cellules épithéliales et 

favoriser leur destruction par les cellules effectrices au cours de la dernière phase.  

• Phase 3 : Amplification des fonctions effectrices 

Durant  cette dernière phase, une boucle d’amplification des réponses effectrices a lieu, les 

médiateurs cellulaires, tels que les CTL et les cellules NK, induisent des lésions de l’épithélium 

des tissus cibles (72,73). De plus,  les cellules myéloïdes sont aussi activées et produisent des 

cytokines inflammatoires, ce qui aggrave les lésions tissulaires et peut entraîner un 

dysfonctionnement des organe cibles (37).  

 

• Prophylaxie et traitement de la GVHDa 

La prophylaxie de la GVHDa se fait classiquement par l’utilisation d’immunosuppresseurs au 

cours du conditionnement et aux temps précoces après la greffe. Un inhibiteur de la calcineurine 

tel que la ciclosporine, et un antimétabolite, le méthotrexate ou mycophenolate mofetil, sont 

utilisés chez la majorité des patients recevant des greffes allogéniques (74). L’administration 

de sérum anti-lymphocytaire dans le conditionnement de l’allo-CSH contribue également à la 

prévention de la GvHDa (75). Plus récemment, l’utilisation de cyclophosphamide post-greffe,  

développé initialement dans les greffes haploidentiques, s’est élargie aux autres greffes (76). 

Le traitement de première ligne de la GvHDa repose toujours sur l’administration de corticoïdes 

systémiques. Pour les patients avec une GVHDa résistante à la corticothérapie, le ruxolitinib, 

un inhibiteur de Jak2, a récemment montré sa supériorité par rapport au meilleur traitement 

disponible dans une large étude randomisée de phase 3 (77). En revanche le traitement de la 

GVHDa résistante à la corticothérapie et au ruxolitinib demeure un besoin médical non satisfait. 

La (Figure 6) illustre les différentes stratégies de traitement de GvHD aiguë (78) .  
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2. GvHD chronique  

La GvHD chronique est également une complication majeure de l’allo-CSH, survenant chez 

environ 50 % des patients (79). La GvHDc se distingue par une réparation aberrante des tissus 

avec une formation caractéristique de fibrose (80), les manifestations cliniques de la GvHDc 

ressemblent à celles de plusieurs syndromes auto-immuns bien connus, tel que la sclérodermie, 

le lupus érythémateux ou encore la cirrhose primitive ce qui suggère des similitudes 

physiopathologiques (81). La GvHDc est caractérisée par des atteintes cutanées, hépatiques, 

buccales, et oculaires. Elle est la principale cause de mortalité sans rechute tardive après une 

allo-CSH. La GVHDc est associée à une diminution de la qualité de vie, à une altération des 

capacités fonctionnelles et à l’administration prolongée de médicaments immunosuppresseurs 

Figure 6. Pathogénèse et traitement de la GvHD aiguë 

 Hill et al. Annu Rev Immunol 2021 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hill%20GR%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8085043/
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(82,83). Selon les critères de consensus de 2014 du National Institute of Health (NIH), la 

GVHDc est classée en légère, modérée et sévère en se basant sur la gravité de la maladie pour 

chacun des organes concernés (84). 

Les principaux facteurs de risque de la GVHD chronique sont un antécédant de GvHDa, 

l’incompatibilité HLA entre donneurs et receveurs, un donneur féminin pour un receveur 

masculin, un âge plus avancé du patient, un conditionnement de haute intensité et l’utilisation 

de CSP comme source de greffon et l’administration de DLI (85). 

La physiopathologie de la GvHDc est très différente de la GvHDa et fait intervenir des 

anomalies des fonctions des LT et de l’homéostasie des lymphocytes B.  

Le traitement de première ligne est la corticothérapie (1mg /kg /24h), l’utilisation de 

corticostéroïde à long terme est souvent associée à de nombreux effets secondaires, ce qui 

justifie le passage à une seconde ligne de traitement. Comme pour la GVHD aiguë, dans le cas 

d’une GVHDc résistante aux corticoïdes, le ruxolitinib, a également montré sa supériorité par 

rapport au meilleur traitement disponible dans une large étude randomisée de phase 3  (86).     
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IV. Reconstitution immunitaire après allo-CSH  

La reconstitution immunitaire après allo-CSH est un facteur déterminant dans l'évolution 

clinique, la majorité des paramètres liés à l’allo-CSH, la GvHD, les infections et la rechute étant 

dépendants de la reconstitution des cellules immunitaires. 

En raison du conditionnement de la greffe, les receveurs d’allo-CSH connaissent une période 

de neutropénie (87), 49). Les neutrophiles représentent le premier type de cellules immunitaires 

à se reconstituer après environ 2 semaines (88–90) (Figure 7). 

Figure 7. Reconstitution immunologique après allo-CSH 

Talekar MK et al. Hematopoietic stem cell transplantation 

 for the pediatric hematologist/oncologist 2018 

 

1. Les Cellules NK  

Les cellules NK se rétablissent rapidement après allo-CSH (91). Cependant, les premières 

cellules NK qui se reconstituent présentent principalement un phénotype immature différent de 

celui présent dans le sang périphérique chez les adultes sains (92). La reconstitution quantitative 

des cellules NK se produit généralement un mois après la greffe, mais le déséquilibre 

proportionnel des cellules NK peut se poursuivre jusqu'à un an (93). Même si la récupération 

fonctionnelle des cellules NK après allo-CSH est retardée, les cellules NK jouent un rôle dans 

la réduction des rechutes et la protection contre la GvHD et dans l’immunité contre les 
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infections après allogreffe, avant le rétablissement de la réponse immunitaire adaptative (94) 

(95) . 

2. Les lymphocytes T  

Contrairement à la récupération rapide des cellules immunitaires innées, la reconstitution des 

cellules immunitaires adaptatives, en particulier les LT  est un processus de longue durée, ce 

qui signifie que les receveurs d’allo-CSH connaissent une période d'immunodéficience associée 

à un risque accru d'infections et de rechute (96).  

La reconstitution des sous-populations de LT se fait dans les premiers mois par l'expansion 

périphérique des cellules matures présentes dans le greffon (97). Cette prolifération des LT 

homéostatique se produit au début de la période post-greffe, en réponse aux cytokines telles 

que l’IL-7 et IL-15 (98), (99).  Il en résulte une prolifération de LT polyclonaux avec un 

répertoire de récepteurs de cellules T (TCR) restreint et une spécificité antigénique limitée, ou 

avec une alloréactivité pouvant provoquer une GvHD (100).  

Dans un second temps, la reconstitution des LT se fait via la production thymique de LT naïfs. 

et permet la reconstitution d'un répertoire de LT plus large (101). Les LT CD4+ présentent une 

récupération lente après allo-CSH contrairement aux LT CD8+ qui se développent relativement 

rapidement et peuvent dépasser transitoirement les niveaux normaux en l'espace d'un an), ce 

qui se traduit par un rapport CD4/CD8 inversé qui peut persister pendant plusieurs années (102).  

La reconstitution des LT chez les receveurs d’allo-CSH âgés est retardée en raison de 

l'involution progressive du tissu thymique au cours du vieillissement (97). En outre, chez les 

patients souffrant de GvHD, une diminution de la production de LT est observée en raison des 

lésions thymiques liées à la GvHD et aux immunosuppresseurs (103).  

Une récupération quantitative et fonctionnelle défectueuse des LT, en particulier des LT CD4+, 

a été directement liée à des risques accrus d'infections opportunistes, de rechute de l’hémopathie 

sous-jacente et à des résultats cliniques globalement défavorables (104).  

Le schéma de reconstitution des lymphocytes T régulateurs (Treg) est influencé par l'étendue 

de la lymphopénie des LT CD4+ ainsi que par l'incidence et la sévérité de la GvHD (105,106). 

En effet, les lymphocytes Treg inhibent l’activation des LT effecteurs, et favorise l’homéostasie 

après  allo-CSH (107). Les Treg jouent un rôle favorable chez les patients traités par allo-CSH 

en réduisant le risque de GvHD sans affecter l’effet GvL (108,109). 

Il y a donc un intérêt considérable à développer des approches pour évaluer la quantité et la 

qualité des LT au cours des différentes formes d'immunothérapie afin de guider l’orientation 
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du traitement, de surveiller les réponses immunitaires et finalement identifier des biomarqueurs 

fonctionnels pour prédire les résultats cliniques. 

3. Les lymphocytes B 

Les LB sont presque indétectables au cours des deux premiers mois suivant l'allo-CSH, et les 

rares cellules présentes sont généralement d'origine du donneur (110). La reconstitution des LB 

après allo-CSH se fait principalement par régénération de novo à partir des progéniteurs de la 

moelle osseuse, l'expansion périphérique des LB matures dérivés du donneur étant considérée 

comme moins importante (111,112). 

La récupération initiale des LB après allo-CSH rappelle l'ontogenèse des LB (112). Les LB 

transitionnels CD19+CD21lowCD38hi sont les premiers à émerger après allo-CSH puis 

diminuent au cours des 12 premiers mois à mesure que la proportion de LB naïfs 

CD19+CD21hiCD27- matures augmentent (113). La récupération de la production d'IgM se 

produit en premier, suivie par la récupération de la production de la sous-classe d'IgG dans un 

délai entre 3 à 12 mois après l’allo-CSH (114,115).  Le nombre de LB revient généralement à 

des niveaux normaux dans les 12 mois qui suivent l’allo-CSH. Cependant, même lorsque le 

nombre total de LB se rétablit, la reconstitution fonctionnelle de LB prend généralement 1 à 2 

ans après allo-CSH (110). 

Au cours de la première période suivant l'allo-CSH, en raison du manque d'aide des LT, les LB 

mémoires présentent une diversité limitée du répertoire de la région 3 déterminant la 

complémentarité de l'IgH par rapport aux LB naïfs (116). Il a ainsi été démontré que la 

récupération des LB mémoires était corrélée avec une bonne fonction humorale in vivo (117). 

La reconstitution des LB peut être retardée par un certain nombre de facteurs tels que les 

schémas de conditionnement, l'irradiation corporelle totale, le traitement par corticostéroïdes et 

la GvHD qui ont un impact négatif sur la reconstitution des LB (118). L'utilisation d’anticorps 

monoclonaux anti-CD20 tels que le rituximab, retarde également de manière significative la 

reconstitution des LB (119). 

A côté des lymphocytes conventionnels, il existe également les les lymphocytes T dits non 

conventionnels, sur lesquels va se focaliser ce travail de thèse, et qui sont traités dans un 

chapitre dédié dans ce manuscrit. 
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V. Les lymphocytes T non conventionnels  

La réponse du système immunitaire contre un agent pathogène fait intervenir l’immunité innée 

et l’immunité adaptative, qui sont différenciées selon le délai d’intervention, la spécificité 

contre un antigène et la mémoire immunitaire. Les lymphocytes T non conventionnels sont à 

l’interface entre ces deux types d’immunité (120) (Figure 8).  

Contrairement aux LT conventionnels qui reconnaissent des peptides antigéniques présentés 

par les molécules classiques du complexe majeur d’histocompatibilité CMH de classe I (CMH-

I) ou II (CMH-II), les LT non conventionnels expriment des TCR activés par des motifs 

antigéniques présentés par les molécules non classiques du CMH et exercent des fonctions 

effectrices des LT ou peuvent également avoir une fonction de type innée en répondant de façon 

rapide et non spécifique. 

Les LT non conventionnels correspondent d’une part aux lymphocytes T Natural Killer 

invariants (iNKT), les lymphocytes invariants associés aux muqueuses (MAIT) et les 

lymphocytes T γδ.  

Les lymphocytes iNKT sont des lymphocytes T rares ayant des fonctions immunomodulatrices, 

et qui expriment un TCRαβ semi-invariant (Vα24-Jα18 associé à Vβ11) reconnaissant des 

antigènes lipidiques présentés par les molécules CD1d (121). En général, leur fréquence est 

plus faible dans le sang humain (environ 0,01-0,1 % ) que dans le sang de souris (0,2-0,5 % 

chez la souris), et leur fréquence est variable dans les tissus (122,123). Les iNKT jouent un rôle 

important dans de nombreuses réponses immunitaires et sont capables de sécréter de grandes 

quantités de cytokines lors de l'activation, de manière dépendante ou indépendante du TCR 

(104).  

Dans cette partie, nous présenterons plus en détail les LT TCRγδ et les cellules MAIT qui ont 

fait l’objet des travaux de thèse. 
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Figure 8. Des lymphocytes T à l’interface entre immunité innée et adaptative 

Modifié à partir de Dranoff et al. Nature Reviews Cancer 2004 

1. Les cellules T invariantes associées aux muqueuses 

En 1999, Tilloy et al. ont décrit pour la première fois les cellules T invariantes associées aux 

muqueuses (MAIT) (124). En 2010, leurs réponses à certains microbes ont été rapportées (125), 

(126), et plus tard en 2012, les antigènes qu’elles reconnaissent ont été caractérisés (127). 

Depuis ces développements, l'intérêt pour les cellules MAIT s'est rapidement accru et leur rôle 

a été étudié dans de nombreuses maladies comme  l’auto-immunité, les troubles métaboliques 

et le cancer (128).  

a. Caractéristiques des MAIT 

Les cellules MAIT sont caractérisées par l'expression d’une chaîne alpha du récepteur des 

lymphocytes T (TCRα) semi-invariante (129). La majorité des cellules MAIT humaines 

expriment la chaîne TCRα Vα7.2-Jα33, bien que Vα7.2-Jα12 ou Vα7.2-Jα20 soient également 

utilisées par une minorité de cellules MAIT, associée de manière prédominante aux chaînes 

Vβ2 ou Vβ13 (130). Chez la souris,  les cellules MAIT expriment Vα19-Jα33 qui sont appariées 

à Vβ6 ou Vβ8 (131,132).  
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b. Distribution et phénotype des cellules MAIT 

Les cellules MAIT représentent jusqu'à 10 % de la population totale de LT dans le sang (133). 

Elles sont majoritairement CD8+ (70%), une fraction d’entre elles sont CD4-CD8- (15%), et 

une minorité des MAIT sont CD4+ (132,134,135). 

Dans le sang adulte, elles présentent un phénotype de type mémoire effectrice, CD45RO+, 

CD62L-, CD95+ et présentent un profil unique de récepteurs de chimiokines qui facilite leur 

migration vers les tissus périphériques (136), comme CCR2, CCR5, CCR6, CXCR6, CCR9, 

mais n’expriment pas CCR7  (130,137). Les cellules MAIT de souris sont CCR6+/- CCR9+/- 

CXCR6hi mais négatives pour CCR4, CCR7, CXCR1, CXCR3 et CXCR4 (138). Dans le 

thymus et le sang de cordon ombilical, les cellules MAIT présentent un phénotype naïf et sont 

présentes en très petit nombre (139).  

Les fréquences les plus élevées de cellules MAIT se trouvent dans le foie (45% des LT 

hépatiques), et sont enrichies dans les tissus et les muqueuses en contact avec l'environnement 

extérieur et le microbiote commensal (136). Il s'agit notamment de l'intestin, des poumons, de 

la peau, de la muqueuse buccale et du tractus génital féminin  (140–143). Chez la souris, les 

cellules MAIT sont présentes à des fréquences beaucoup plus faibles que chez l'homme 

(144,145). La (Figure 9) donne un aperçu de la distribution tissulaire des cellules MAIT(146). 
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D’autre part, les cellules MAIT sont également identifiées par d'autres molécules de surface et 

facteurs de transcription (147) et notamment par l'expression élevée de CD161, un récepteur de 

lectine de type C exprimé aussi par la majorité des cellules NK et une proportion (~25%) des 

LT périphériques (148). CD161 est l'un des premiers marqueurs exprimés sur les cellules 

MAIT, dont le taux est déjà élevé dans le thymus et les organes fœtaux, ainsi que dans le sang 

du cordon ombilical (134,149). La molécule CD26, une dipeptidase qui peut cliver et inactiver 

un certain nombre de chimiokines, a été proposée pour identifier avec précision les cellules 

MAIT humaines réactives aux bactéries (150). En outre, les cellules MAIT expriment des 

niveaux élevés du récepteur IL-18Rα (137), mais aussi d'autres récepteurs de cytokines, tels 

que IL-12Rβ, IL-23R et IL-7Rα (151).  

Les cellules MAIT humaines expriment le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic 

leukemia zinc finger) et RORγt (retinoic acid-related orphan receptor gamma t). Conformément 

à leur phénotype naïf, de faibles niveaux de PLZF ont été observés dans le thymus fœtal (149), 

ce qui suggère que PLZF pourrait jouer un rôle dans le développement des cellules MAIT. 

Figure 9. Distribution des cellules MAIT chez l’homme et la souris  

Nel, et al. Mucosal immunology 2021 
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Parmi les cellules T CD8+, les cellules MAIT représentent la majorité des cellules exprimant 

RORγt (152). RORγt a été initialement décrit comme un facteur de transcription clé des cellules 

Th17, connu pour diriger le programme de différenciation de ces cellules et pour induire des 

gènes codant pour l'IL-17 (153). Une augmentation de l’expression du facteur de transcription 

T-bet ( T-box expressed in T cells ) a également été observée dans les cellules MAIT humaines 

stimulées par E. coli (154). Le Tableau 1 montre de manière schématique le phénotype des 

cellules MAIT chez l’homme et la souris (155). 

 

 

b.i. Les ligands de MR1   

En 2003, Lantz et ses collègues ont montré que contrairement aux LT conventionnels, les 

cellules MAIT reconnaissent les antigènes présentés par la protéine MR1, qui est une molécule 

du CMH non classique, associée à la β2-microglobuline (156), (157) .  

Les cellules MAIT réagissent à une grande variété de bactéries, de mycobactéries et de levures 

et à certains virus (125,126,158). Les ligands présentés par MR1 comprennent des dérivés de 

la vitamine B9 (folate) ainsi que des intermédiaires pyrimidiques relativement instables dérivés 

de la voie de synthèse de la vitamine B2 (riboflavine). Alors que les dérivés du folate, tels que 

le 6-FP (6-formylptérine), peuvent inhiber l'activation des cellules MAIT, les dérivés de la voie 

Tableau 1. Caractéristiques des cellules MAIT chez l'homme et la souris 

Toubal et al. Nature Reviews Immunology 2019 
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de la riboflavine, tels que le 5-(2-oxopropylideneamino)-6-d-ribitylaminouracil (5-OP-RU ) les 

activent (158,159). L’activation des cellules MAIT par des espèces microbiennes se fait 

uniquement par la voie de la riboflavine intacte, et les organismes qui sont dépourvus de cette 

voie n'activent pas les cellules MAIT (127).  

b.ii. Activation des cellules MAIT 

Les cellules MAIT possèdent un phénotype de cellules effectrices, et peuvent être activées soit 

par le TCR, soit de manière indépendante du TCR par des cytokines inflammatoires. Les 

cellules MAIT sont activées par le déclenchement de la cascade d’activation du TCR pendant 

une infection bactérienne qui permet la synthèse de la riboflavine (126,154). Par contre, leur 

activation indépendante du TCR peut se produire pendant les infections virales et les infections 

bactériennes quand les bactéries ne synthétisent pas de riboflavine, ainsi que dans toutes les 

conditions pro-inflammatoires (160). Les deux voies d’activation fonctionnent en synergie pour 

une activation optimale. Cette activation entraine une augmentation de l'expression des 

marqueurs d'activation CD69 et CD25, du marqueur de dégranulation CD107a, de la production 

de substances cytotoxiques comme des granzymes et de la perforine qui induisent l'apoptose et 

la formation de pores dans les cellules cibles, respectivement (161), la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires interféron-γ (IFN-γ), TNF- et IL-17, la libération de chimiokines (162–

164), et une augmentation de l'expression de RORγt (134) (Figure 10).  

En l'absence de reconnaissance antigénique médiée par le TCR, les cellules MAIT peuvent 

aussi être activées par des cytokines, telles que l'IL-7, l'IL-12, l'IL-15, l'IL-18 et les interféron 

(IFN) de type I, ce qui leur permet de répondre  aux agents infectieux  (165). Les IFN de type I 

potentialisent l'activation des cellules MAIT médiée par IL-12 et IL-18 (166).  L’activation 

indépendante du TCR des cellules MAIT semble induire une réponse cytokinique modeste 

dominée par la production d'IFN-γ, ce qui est cohérent avec l’augmentation de facteur de 

transcription T-bet dans les cellules MAIT sanguines (167). 

Ces caractéristiques fonctionnelles font que les cellules MAIT n'ont pas que des activités 

antibactériennes et immunomodulatrices, mais peuvent également avoir des propriétés 

antitumorales. 
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c. Rôle des cellules MAIT dans les pathologies 

c.i. Défense antibactérienne  

Compte-tenu de leur spécificité antigénique, de leur capacité à être directement activées par 

certaines cytokines et de leur réponse polyfonctionnelle rapide, les cellules MAIT représentent 

la sous-population de LT la plus abondante capable de réagir contre les bactéries chez l'homme. 

L'activation et les fonctions des cellules MAIT ont été étudiées dans diverses maladies 

infectieuses bactériennes (168). Les données à l'appui de la fonction antibactérienne des cellules 

MAIT ont été obtenues dans des modèles expérimentaux d'infection chez la souris. En effet, les 

souris déficientes en MR1 et donc dépourvues de cellules MAIT matures présentent une 

clairance bactérienne défectueuse ou retardée. Les souris MR1-/- sont plus sensibles aux 

infections bactériennes que leurs homologues MR1+ (169) .  

L'étude de Le Bourhis et al. en 2010 a été l'une des premières à mettre en évidence l'importante 

contribution des cellules MAIT à la réponse immunitaire contre les infections bactériennes. 

Cette étude a montré que les cellules MAIT répondent aux CPA infectés par E. coli de manière 

Figure 10. Activation des cellules MAIT 

Hinks et al. Frontiers in immunology 2020 
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dépendante de MR1 (126). La réponse des cellules MAIT à de multiples souches bactériennes 

a depuis été étudiée de manière beaucoup plus détaillée. 

Les cellules MAIT sont capables de répondre à de nombreuses autres bactéries via l'engagement 

du TCR avec MR1, telles que Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus acidophilus, 

Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, M. tuberculosis ,P. aeruginosa (125,164). En outre, 

il a été démontré que les cellules MAIT humaines réagissaient contre Enterococcus faecalis, 

une bactérie qui ne produit pas de 5-A-RU. Dans ce cas, seule la sécrétion d'IL-12 et d'IL-18 

par les cellules infectées est impliquée (166,170).  

Chez l'homme, la fréquence des cellules MAIT dans le sang est diminuée dans plusieurs 

infections bactériennes et au contraire s'accumulent dans des sites inflammatoires (171).  

L’infection par Salmonella enterica Typhi ou une réponse vaccinale contre une souche de 

Shigella avec une augmentation concomitante sur les sites infectés soutient l'hypothèse d'une 

migration des cellules MAIT vers les sites inflammatoires (126,172). 

c.ii. Défense antivirale  

Les cellules MAIT sont aussi impliquées dans la défense antivirale notamment via l'activation 

des cytokines. Des études ont montré que les cellules MAIT sont réduites dans le sang des 

patients atteints de maladies virales telles que la dengue, l'hépatite C et la grippe (160), chez les 

patients infectés par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) (173), ou de patients 

infectés par le SARS-CoV-2 (174).  

c.iii. Réparation tissulaire  

Les cellules MAIT sont aussi impliquées dans la réparation tissulaire, notamment par la 

sécrétion d'IL-17 en cas de stimulation par des signaux dépendants ou indépendants du TCR 

(141,175). En effet, l'IL-17 joue un rôle dans le maintien de l'intégrité de la muqueuse 

intestinale (176). Des études in vivo ont montré que la colonisation de la peau de souris 

dépourvue de germes avec un commensal cutané commun, le Staphylococcus epidermidis, 

induisait une expansion des populations de cellules MAIT cutanées et une activation du 

programme de réparation tissulaire dans les cellules MAIT cutanées localisées dans le derme 

(177) .  
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d. Rôle des cellules MAIT dans le cancer  

Comme les cellules MAIT peuvent  migrer vers les tissus périphériques et les sites 

d'inflammation, il n'est pas surprenant que les cellules MAIT aient été détectées dans les cancers 

primaires et les lésions métastatiques (178,179). L'analyse de divers types de cancer a montré 

la déplétion des cellules MAIT dans le sang des patients chez les patients atteints de cancer 

colorectal, de carcinome hépatocellulaire et de cancer du poumon (178,180–182), tandis 

qu’elles s'accumulent dans les tissus tumoraux des patients atteints d'adénocarcinome du côlon 

et de cancer colorectal, et dans les lésions métastatiques hépatiques chez les patients atteints de 

cancer colorectal  (183,184). Des fréquences élevées de cellules MAIT infiltrant la tumeur sont 

associées à de mauvais pronostics chez les patients atteints de carcinome hépatocellulaire. La 

production d’INF- par  les cellules MAIT infiltrant la tumeur chez les patients atteints de 

carcinome hépatocellulaire, ou provenant d'adénocarcinomes coliques, est diminuée par rapport 

aux contrôles (178,183). En outre, les cellules MAIT infiltrant les tumeurs pourraient être 

modifiées par des facteurs micro-environnementaux tumoraux. 

Les cellules MAIT ont également été étudiées dans le contexte des hémopathies malignes, il 

été montré qu’il existe moins de cellules  dans le sang et la MO des patients atteints de  myélome 

multiple (MM) comparé aux contrôles sains (185). Les cellules MAIT de patients atteints de 

MM nouvellement diagnostiqués ont une production d'IFN-γ et une expression de CD27 

réduites, suggérant un phénotype épuisé (186). Chez les patients récemment diagnostiqués pour 

une LAM, les MAIT circulantes sont affectées, suggérant un lien entre les cellules MAIT et la 

progression de la LAM (187). 

Toutes ces études suggèrent que les cellules MAIT pourraient représenter des cibles 

thérapeutiques intéressantes, toutefois, leur rôle précis dans le cancer doit faire l'objet d’études 

plus approfondies. 

e. Rôle des cellules MAIT dans l’allo-CSH  

Le rôle des MAIT en allo-CSH a été démontré dans un modèle expérimental murin de greffe 

allogénique, dans lequel la fréquence des MAIT est importante dans les tissus, notamment dans 

le colon où elles exercent un rôle de maintien de la barrière intestinale via la production d’IL-

17. Dans cette étude, la comparaison avec des animaux déficients en IL-17 et MR1 montre 

qu’ils développent une GvHD de façon accélérée, associée à une altération du microbiote fécal 

et des défauts d’expression des molécules des jonctions serrées (188). Chez l’homme, plusieurs 
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études montrent que les cellules MAIT se  reconstituent rapidement dans le sang après allo-

CSH, en atteignant un plateau après le premier mois suivant la greffe, tout en restant  inférieures 

à la fréquence des cellules MAIT d’individus sains pendant au moins un an après allo-CSH 

(189,190).  

La localisation des cellules MAIT dans les organes affectés par la GvHD, notamment la 

muqueuse intestinale, suggère leur rôle dans ce phénomène immunitaire (190,191). L'effet 

protecteur des cellules MAIT de la GvHD a été bien établi dans plusieurs études. Kawaguchi 

et al. ont montré qu’une augmentation des cellules MAIT dans le sang périphérique au début 

de l’allo-CSH a été associée à une réduction du risque de développement de la GvHD (191). 

D'autres études ont montré que la diminution de la proportion de LT et de MAIT CD161hiCD8+ 

périphériques pouvait être associée à la GvHD aiguë et chronique, cela pourrait être dû à leur 

recrutement vers les lésions inflammatoires (192,193).  

D’autre part, une étude a montré qu'un nombre élevé de cellules MAIT dans les greffons était 

associé à une incidence plus faible de GvHDa intestinale après allo-CSH, et que le nombre de 

cellules MAIT dans les greffons était associé à l'abondance et la composition du microbiote 

intestinal précocement après allo-CSH (189).  

Les cellules MAIT peuvent influencer la GvHD  aussi via la production de cytokines  

protectrices de la muqueuse intestinale comme l’IL-17  et l’IL-22, toutes deux impliquées dans 

la réparation des tissus épithéliaux (194,195). Une étude a montré que la procédure de  

mobilisation des CSH chez les donneurs favoriserait la sécrétion d'IL-17 par les cellules MAIT 

CD8+ circulantes du donneur (195). Ceci doit être pris en considération étant donné que l'IL-17 

a un double rôle dans l'homéostasie intestinale (196). 

L'exploitation des cellules MAIT pour l'immunothérapie du cancer est un domaine émergent. 

Il est intéressant de noter que les cellules MAIT présentent une résistance aux effets 

cytotoxiques de certains médicaments de chimiothérapie (197). Le traitement des hémopathies 

malignes par des LT à récepteur antigénique chimérique (CAR-T) constitue une percée dans le 

domaine de l'immunothérapie du cancer (198). Le recours aux cellules MAIT reste un nouveau 

domaine de développement des CAR-T. En effet, comme les cellules MAIT expriment des TCR 

semi-invariants et indépendants de la reconnaissance classique du CMH, elles ont donc une 

activité allogénique restreinte, ce qui incite à les utiliser comme nouvelle source de cellules 

effectrices universelles pour la thérapie allogénique par cellules CAR-T sans inactiver leur TCR 

endogène (199) . 
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2. Les lymphocytes T γδ 

Les lymphocytes T γδ interviennent précocement dans la défense de l’organisme contre les 

pathogènes. Leur localisation principalement tissulaire leur permet une détection in situ des 

cellules infectées ou tumorales grâce à leur capacité à reconnaitre les cellules infectées ou 

tumorales indépendamment d’une présentation antigénique par les CPA.  

a. Répertoire des LT γδ 

Les lymphocytes T γδ constituent une sous-population de LT non conventionnels, caractérisée 

par l'utilisation des chaînes γ et δ au lieu des chaînes α et β du TCR (200).  

 

 

Le TCR γδ humain est codé par deux segments de gène distincts : le segment de TRG situé sur 

le chromosome 7 codant pour 6 gènes Vγ fonctionnels : 5 appartiennent à la famille VγI (Vγ2, 

3, 4, 5, 8) et le dernier (Vγ9) appartient à la famille VγII, et le segment TRD intégré dans le 

locus TRA sur le chromosome 14 codant pour 8 gènes Vδ fonctionnels  (201) (Tableau 2). 

Il existe plusieurs sous-populations distinctes de LT γδ chez la souris et l'homme. Les sous-

populations de LT γδ sont nommées en fonction des segments variables (V) du TCR utilisés, 

en mettant l'accent sur l'utilisation de la chaîne TCRγ chez la souris et de la chaîne TCRδ chez 

l’homme. Il n’existe pas toujours de correspondance entre le répertoire de ces différentes 

espèces. En effet, les sous-populations de la souris et de l'homme ont notamment une utilisation 

du TCR, une réactivité à l'antigène et des schémas de localisation dans les tissus différentes.  

Tableau 2. Gènes de TCR γδ et αβ murins et humains 

Girardi et al. J invest Dermatol 2006 
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b. Distribution tissulaire des LT γδ  

La proportion de LT γδ varie en fonction du type de tissu. Alors qu'ils représentent 1 à 10% des 

LT dans le sang périphérique d'un Homme adulte, ils constituent généralement 10 à 70% des 

LT résidents dans d'autres compartiments tissulaires tels que la peau, la muqueuse intestinale 

et le tractus génital (202). Ils sont également fortement représentés dans les organes lymphoïdes 

comme le thymus, la rate et les ganglions lymphatiques. 

En fonction du sous-type de chaîne γ, les LT γδ vont avoir des localisations préférentielles dans 

certains tissus (Tableau 3). Chez l’homme, il existe trois principales sous-populations de LT γδ 

qui sont les LT Vδ1, Vδ2 et Vδ3. Les LT V9Vδ2 que l'on trouve principalement dans le sang 

adulte, peuvent représenter jusqu'à 95 % des LT γδ  (203).  Cette association n’est pas exclusive, 

il existe aussi des LT Vδ2 +Vγ9- (204).  

Les LT Vδ1 et Vδ3 sont plus abondants dans les tissus et les organes tels que le gros intestin, 

le foie, la rate et le thymus.  Au contraire, les LT Vδ1 ne représentent que 10 à 30 % des LT γδ 

dans le sang périphérique d'un Homme sain mais constituent la majorité des LT γδ dans le 

derme (202). 

Chez la souris, les sous-populations de LT γδ qui sont présents dans des sites tissulaires 

distincts, comme la peau, sont les LT Vγ5Vδ1 tandis que dans l’intestin, on trouve les LT Vγ7 

et Vγ1, dans le foie les LT Vγ4 et Vγ6, dans l’épithélium pulmonaire les LT Vγ4 et Vγ6 et dans 

les organes génitaux les LT Vγ6Vδ1 (205). 
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Tableau 3. Distribution tissulaire des populations T γδ. 

Bonneville et al. Nat Rev Immunol 2010 

 

Compte-tenu des différences importantes existantes entre les différentes espèces animales pour 

les LT γδ, nous nous concentrerons uniquement sur les sous-populations de LT γδ humains dans 

le reste de ce chapitre. 

b.i. Les antigènes reconnus par les LT γδ 

Depuis la découverte des cellules T γδ dans les années 1980, la question de savoir quels types 

d’antigènes ils reconnaissent s’est posée. De nombreuses molécules ont été identifiées pouvant 

interagir avec le TCR γδ, bien que leur nature ou leur structure soient très diversifiées (206,207). 

Ainsi, on retrouve des antigènes non peptidiques, et notamment des antigènes produits en cas 

d'infections par des champignons ou des bactéries, tels que les phosphates monoalkyles (MEP) 

ou les phosphoantigènes impliqués dans l’activation des TCR Vγ9Vδ2 (207).  

D’autre part, les LT γδ sont activés par des lipides associés à des molécules apparentées au 

CMH comme CD1c ou CD1d  (208) ou encore MICA et MICB  (209,210). Certaines protéines 

solubles sont également reconnues par les LT γδ, comme les protéines bactériennes, y compris 

l'entérotoxine staphylococcique A non apparentée, les peptides viraux, les haptènes, et 

l’insuline B (206,207,211,212), (Figure 11). 

D’autres antigènes non peptidiques comme le sulfatide, un glycosphingolipide dérivé de la 

myéline, peut également être reconnu par les LT γδ humains  (206). 
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Depuis les années 1990, des études ont clairement démontré que les LT Vγ9Vδ2 réagissaient à 

de petits antigènes non peptidiques. Ces antigènes ont été détectés chez Mycobacterium 

tuberculosis (213). Ces petites molécules contiennent un groupement pyrophosphate nécessaire 

pour leur fonction activatrice, et ont alors été nommées phosphoantigènes (PAg) (214,215).  

Les PAg sont produits par un grand nombre de bactéries et de parasites, ce qui explique en 

partie la réactivité des LT Vγ9Vδ2 contre un large panel de pathogènes. 

Les PAg représentent des métabolites de la biosynthèse des isoprénoïdes ou des analogues 

synthétiques de ceux-ci (216).  Parmi les PAgs, le plus puissant est le (E)-4-hydroxy-3-méthyl-

but-2-ényl pyrophosphate (HMB-PP). Il s'agit d'un intermédiaire de la voie du non-mévalonate 

qui stimulerait sélectivement les LT Vγ9/Vδ2 d'une manière non restreinte au CMH (213). Il 

n'est pas présent chez l'homme mais dans la majorité des bactéries Gram-négatives et de 

nombreuses espèces Gram-positives, ainsi que dans les protozoaires apicomplexes tels que le 

Plasmodium falciparum et le Toxoplasma gondii. Dans ces organismes, le HMB-PP est converti 

en pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et en pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP), deux 

autres phosphoantigènes qui sont générés par la voie du mévalonate et dont l’activité est environ 

10 000 fois inférieure à celle du HMB-PP (217). L'IPP est utilisé pour la synthèse en aval du 

cholestérol, des protéines prénylées et de l'ubiquinone. Dans des conditions physiologiques 

normales, les cellules de mammifères contiennent une faible concentration d'IPP intracellulaire 

et n'activent donc pas les LT Vγ9Vδ2. Cependant, les cellules accumulent de l'IPP en cas de 

détresse cellulaire et, par conséquent, de dérèglement de la voie du mévalonate et du 

métabolisme dans les cellules tumorales. Cette concentration plus élevée permet alors aux LT 

Vγ9Vδ2 de différencier les cellules stressées et/ou tumorales des cellules saines. Ainsi, 

l'accumulation d'IPP représente un DAMP et le HMB-PP, métabolite exclusivement bactérien, 

représente un motif moléculaire associé aux agents pathogènes (PAMP) (pathogen associated 

molecular pattern) pour les LT Vγ9Vδ2. Comme le HMB-PP présente une bioactivité très 

largement supérieure à celle de l’IPP (Figure 13), cela permet aux LT Vγ9Vδ2 de discriminer 

plus facilement les cellules infectées des cellules saines (218). 
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b.ii. Activation des LT γδ 

Les LT γδ expriment des récepteurs capables de détecter des molécules induites par le stress 

tels que des récepteurs activateurs et inhibiteurs de type NKR (Natural Killer Receptors) ou 

encore des récepteurs de la famille des TLR (Toll like receptor) (205,219). Ces récepteurs 

agissent généralement en tant que costimulateurs. 

(Figure 17). L’engagement du TLR par les PAMPs déclenche des réponses inflammatoires 

précoces médiées par les LT γδ (220) et la libération de cytokines inflammatoires et d'IFN de 

type 1 pour la défense de l'hôte (219). 

Les LT γδ ont la capacité de tuer les cellules malignes via l'expression de différents NKR tel 

que le récepteur activateur DNAM-1, le récepteur Fc CD16 et le récepteur NKG2D semblable 

à une lectine de type II (221). Ces récepteurs peuvent induire des signaux activateurs ou 

inhibiteurs (222). NKG2D joue un rôle clé dans la réponse anti-tumorale en raison de sa large 

expression par les LT γδ et de sa réactivité contre des ligands apparentés au CMH comme les 

protéines de liaison UL16 dont l’expression est augmentée par les cellules malignes ou infectées 

(209,210). NKG2D fonctionne généralement en synergie avec le TCR γδ en tant que 

costimulateur, mais il peut également déclencher des réponses cytotoxiques par certains LT γδ 

Figure 11. Les différentes familles de ligands pour les lymphocytes T TCR γδ 

Vermijlen et al. Seminars in cell & developmental biology 2018 
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humains contre des cibles infectées par des virus sans engagement concomitant du TCR 

(209,222).  

La reconnaissance des différentes cibles par les LT γδ pourrait jouer un rôle important dans la 

surveillance immune, car elle permet à ces dernières de reconnaître rapidement les cellules 

cibles via les marqueurs de stress indiquant une éventuelle infection ou une transformation 

cellulaire maligne. Dans le cas des LT Vγ9Vδ2, l’association des TLR, des NKR et du TCR 

induit des signaux séparés, synergiques ou additifs déclenchant les fonctions effectrices de ces 

LT Vγ9Vδ2 (205). 

 

 

c. Fonction effectrice des LT γδ  

Les LT γδ sont capables de s’activer rapidement afin de défendre l’hôte contre les infections, 

les transformations cellulaires malignes et les dommages tissulaires. Étant donné que la 

population de LT γδ comprend des sous-populations hétérogènes avec des phénotypes 

différents, des spécificités antigéniques et des répartitions tissulaires variables, les fonctions 

effectrices de ces cellules sont différentes selon les différentes populations.  

 

 

Figure 12. Reconnaissance des cellules cibles par les lymphocytes T γδ 

Bonneville et al. Nature Reviews Immunology. 2010  
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c.i. Activité cytotoxique 

Les LT γδ sont des puissants effecteurs cytotoxiques. Ils sont capables de détruire d’une façon 

directe des cellules infectées ou malignes par la libération de granules lytiques contenant de la 

perforine et du granzyme (223). Ainsi, les molécules de perforine sont libérées en premier et 

vont perforer la membrane plasmique de la cellule cible. Ensuite, des enzymes lytiques telles 

que les granzymes vont pouvoir entrer au sein de la cellule cible et induire son apoptose par 

clivage des caspases (224,225). Les LT γδ peuvent aussi produire de la granulysine, une 

protéine antimicrobienne, qui contribue ainsi à l'élimination des pathogènes directement (224). 

A côté de la lyse directe, les LT γδ exercent une activité cytotoxique qui implique l'engagement 

de récepteurs induisant la mort, comme CD95 et les ligands respectifs : FAS-L/FAS (CD95)  ,  

TRAIL-R et son ligand TRAIL (TNF related apoptosis induced ligand) (226,227). L’activation 

de ces récepteurs conduit à l’apoptose des cellules cibles.  Enfin, ils peuvent également tuer 

leurs cibles indirectement par le biais de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 

(ADCC) dans un mécanisme dépendant du CD16 (228). Cette activation contribue à une 

augmentation à la fois de la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 et de la production de TNF- et à une 

maturation en LT effecteurs (229,230). D'autres molécules telles que DNAM-1 (DNAX 

accessory molecule-1), LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) et le récepteur de 

costimulation CD27 sont également impliquées dans l'activation et la cytotoxicité des LT γδ 

(231).  

Ces différents mécanismes permettent aux LT γδ de tuer  des cellules tumorales ainsi qu’un  

large spectre de cellules infectées par des pathogènes de diverses origines (bactéries, 

champignons, parasites) (207). 

c.ii. Sécrétion cytokinique 

Les LT γδ peuvent produire des cytokines immunomodulatrices qui sont impliquées dans 

l'immunité protectrice contre différents pathogènes et sont une source précoce et importante de 

cytokines inflammatoires comme IFN-γ et le TNF-α dans de nombreuses infections (232).  Le 

TNF-α et l'IFN-γ ont un effet synergique, conférant une fonction antivirale accrue aux LT γδ. 

Les LT γδ produisent également des cytokines Th2 comme l’Il-4, l’IL-5 et l’IL-13 en cas de 

présence de parasites extracellulaires. De plus, en présence de bactéries extracellulaires et de 

champignons, les LT γδ peuvent secréter de l’IL-17 (Figure 13) (233).  Ainsi, il a été démontré 

que les LT γδ peuvent se différencier en cellules productrices d'IL-17 en réponse à certaines 

cytokines telles que l'IL-1β, l'IL-23, l'IL-6 et le TGFβ (Transforming growth factor-β) (234–
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236). D’autre part, les LT γδ peuvent sécréter des cytokines immunorégulatrices comme l’IL-

10 et le TGFβ qui permet aux LT γδ de contrôler la réponse des cellules effectrices (237). En 

outre, certains LT γδ produisent des facteurs comme le facteur de croissance kératinocytaire 

(KGF) et le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF), impliqués dans la cicatrisation 

des tissus et la régénération des cellules épithéliales. Enfin comme d'autres cellules sentinelles, 

les LT γδ sécrètent également des chimiokines, notamment CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 et 

CCL22 pour recruter des effecteurs pro-inflammatoires (233). 

Ces caractéristiques de sécrétion cytokinique jouent un rôle dans la réponse des LT Vγ9Vδ2 

contre de nombreuses infections virales, bactériennes et parasitaires.  

 

 

Figure 13. Sécrétion des cytokines par les lymphocytes T γδ  

Wu et al. International journal of biological sciences 2014 

 

d. Les lymphocyte T γδ dans l’allo-CSH  

Les  caractéristiques antitumorales et antivirales ont fait des LT γδ un sujet de grand intérêt 

dans l’allo-CSH, car ils pourraient contribuer à l'effet bénéfique GvL en l'absence de GvHD 

(238). 
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Les études de la reconstitution précoce après allo-CSH ont montré que le répertoire TCR γδ 

était presque complètement reconstitué quelques mois après la transplantation (239). L'effet de 

différents facteurs liés à la transplantation, tels que le type de donneur ou le type de 

conditionnement, sur la fréquence et la diversité des TCR reste mal connu. Une reconstitution 

précoce des LT γδ a été corrélée à une issue favorable après allo-CSH. En effet, plusieurs 

groupes ont montré qu'un taux élevé de LT γδ précocement après allo-CSH était associé à une 

amélioration de la survie sans maladie (DFS)  et de la survie globale (OS) (240). De même, 

Perko et al. ont étudié la récupération des LT γδ chez 102 patients pédiatriques atteints de 

leucémie aiguë traités par allo-CSH (241). Ils ont rapporté une diminution de l'incidence des 

infections et une amélioration de la survie sans événement chez les patients ayant un taux élevé 

de LT γδ. Godder et al. ont confirmé l'avantage de survie à long terme sans incidence accrue 

de GvHD aiguë chez les patients ayant un nombre plus élevé de LT γδ (240) . Une autre étude 

a rapporté qu’un niveau plus élevé de LT γδ dans le sang périphérique après allo-CSH était 

corrélé à une diminution de la rechute et des infections virales et à une meilleure OS et DFS , 

alors qu'il n'y avait pas d'association avec l'incidence de la GvHDa (242). 

 Il a été proposé que les LT γδ, qui se reconstituent après l'allogreffe, jouent un rôle important 

dans l’effet GvL (243). L'analyse du répertoire Vδ du TCR a révélé que les cellules Vδ1 

circulantes sont prédominantes chez les patients ayant un nombre élevé de LT γδ, alors que les 

patients ayant un faible nombre de LT γδ et les individus sains présentent principalement des 

LT Vδ2 (243). 

Des données indiquent que les niveaux de LT γδ du donneur ne sont pas associés à une 

augmentation de la sévérité ou de l'incidence de la GvHD (238,244,245). Cependant, quelques 

études réalisées sur des modèles murins ont montré que les LT γδ contribuent à la pathogenèse 

de la GvHD (246,247). D’autre part, Pabst et al. ont montré une augmentation de l'incidence 

cumulative de la GvHD aiguë de grade II-IV chez les patients ayant reçu des greffons de CSP 

avec un contenu plus élevé en LT γδ (65). Cependant, dans cette étude, ils ont examiné les LT 

γδ totaux et l'impact des différentes sous-populations n'a pas été étudié. Récemment, Andrlová 

et al. ont étudié les LT Vγ9Vδ2 dans une cohorte de 174 patients ayant reçu une allo-CSH, ils 

ont montré qu’une prévalence des LT Vγ9Vδ2 était associée à une moindre GvHDa et était 

étroitement corrélée à la fréquence des cellules MAIT. Ils ont montré un lien immunologique 

entre la diversité microbienne intestinale, les ligands dérivés des microbes et le maintien des 

LT Vγ9Vδ2 (248). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Andrlov%C3%A1%20H%5BAuthor%5D
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Un nombre plus élevé de LT γδ après la transplantation est aussi associé à une incidence plus 

faible d'infections bactériennes, fongiques et virales (241).  Le rôle antiviral est bien décrit. Une 

corrélation entre un nombre élevé de LT Vδ2 et une diminution de la virémie EBV a été 

rapportée (249). De plus, plusieurs études ont mis en évidence le rôle des LT Vδ1 dans la 

protection contre la réactivation du CMV après allo-CSH (250,251). 

Une littérature abondante décrit le rôle bénéfique des LT γδ dans la période post-

transplantation, mais les facteurs influençant leur reconstitution, en dehors de la réactivation 

virale, n'ont pas été décrits de manière détaillée. Il convient de noter que les LT γδ semblent 

extrêmement sensibles à l’administration de PTCy après allo-CSH haplo-identique. Dans ce 

contexte, les LT γδ, et surtout les LT Vδ2, sont significativement plus faibles au début de la 

période post-transplantation (252,253). Cette baisse persiste jusqu'à un an après la 

transplantation et est corrélée avec des virémies EBV plus fréquentes (253). 

Enfin, vu le rôle antitumoral des LT γδ, un modèle murin de souris SCID humanisées avec un 

système immunitaire humain a permis de montrer l'activité antitumorale des LT Vγ9Vδ2 in vivo 

(254). Les LT Vγ9Vδ2 humains ont préalablement été amplifiés par des aminobisphosphonates 

et de l’IL-2. Les LT Vγ9Vδ2 infiltrent les tumeurs, et réduisent la progression de la tumeur, 

induisant une augmentation de la survie des souris traitées (255,256) .  

Ces expériences montrent l’utilisation potentielle des LT Vγ9Vδ2 pour l'immunothérapie chez 

l'homme (Figure 14) (257). Des essais cliniques de phase précoce ont étudié le potentiel des LT 

Vγ9Vδ2 en tant qu'immunothérapie dans une variété d’hémopathies et de tumeurs solides, en 

utilisant le zolédronate ainsi que l’IL-2 à faible dose pour l'expansion in vivo ou ex vivo des LT 

Vγ9Vδ2 (258). Ces essais cliniques ont démontré que les LT γδ peuvent avoir un grand potentiel 

dans l'immunothérapie du cancer. Néanmoins, l'activation ou le transfert de LT γδ polyclonaux 

en dehors du contexte d’allo-CSH, pour contrôler les tumeurs s'est avéré plutôt insatisfaisant. 

(259,260). Ainsi, une meilleure compréhension de la biologie des LT Vγ9Vδ2 est nécessaire 

pour améliorer l'immunothérapie utilisant les LT Vγ9Vδ2 en vue d'applications futures. 
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Figure 14. Stratégies d’immunothérapie utilisant les LT Vγ9Vδ2. 

Modifié à partir de Park et al. Experimental & Molecular Medicine 2021 
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VI. Un nouveau paramètre dans l’allo-CSH : le microbiote intestinal 

Le microbiome est une communauté complexe et dynamique d'organismes divers pouvant 

inclure des bactéries, des virus, des champignons, des archées et d'autres eucaryotes.  

L’impact du microbiote sur l’allo-CSH a été suggéré dès 1974 lorsque van Bekkum a montré 

dans un modèle murin d’allo-CSH avec incompatibilité majeure, que les souris receveuses 

« germ-free » ne développaient pas de GvHD et avaient une survie prolongée. De plus, la 

réintroduction des bactéries était associée à une GvHD létale (261) .  

Ces résultats ont été confirmés ensuite chez des patients recevant une allo-CSH pour une aplasie 

médullaire (262). Les patients bénéficiant d’un environnement stérile et d’une décontamination 

digestive avaient un taux de GvHDa de grade II-IV significativement inférieur aux patients 

traités dans des conditions standards. Cependant, les études suivantes n’ont pas permis de 

confirmer le bénéfice de la décontamination digestive, probablement en raison de difficultés à 

obtenir une décontamination digestive complète (263). Une étude plus récente a confirmé que 

la décontamination digestive n’était pas efficace pour environ la moitié des patients et que 

l’incidence de GvHDa  était significativement plus faible chez les patients pour lesquels la 

décontamination digestive avait fonctionné (264).  

Les patients traités par allo-CSH peuvent être exposés simultanément à des chimiothérapies 

cytotoxiques, à une irradiation corporelle totale, à des immunosuppresseurs et à des 

antibiotiques à large spectre qui entraînent des altérations importantes du microbiote intestinal 

(265,266). Ainsi, la perte de diversité bactérienne au moment de la prise de greffe a été corrélée 

à un résultat plus défavorable après l'allogreffe (267). Plus précisément, une plus grande 

abondance de Gammaproteobacteria (y compris Enterobacteriaceae) a été associée à une 

mortalité plus élevée (268), tandis qu'une plus grande abondance de Lachnospiraceae et 

d'Actinomycetaceae a été associée à une issue plus favorable sur la survie  (267). Il est important 

de noter que la découverte d'une association entre une grande diversité du microbiote intestinal 

et un risque plus faible de mortalité liée à la transplantation a été confirmée par la suite dans 

une large étude multicentrique (269). 

Plusieurs études ont rapporté que l'augmentation de la diversité microbienne au moment de la 

sortie d’aplasie après allo-CSH est associée à une diminution du risque de mortalité liée à la 

GvHD (270). Ainsi, les membres des familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae, tels que 

Blautia, Clostridium et Lachnoclostridium, sont associés à une protection contre la mortalité 

liée à la GvHD (271,272) . Une abondance relative élevée de Lachnospiraceae et de 
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Ruminococcaceae a également été corrélée à un ratio accru de cellules Treg/Th17, ce qui 

pourrait maintenir l'équilibre entre les réponses anti-inflammatoires et pro-inflammatoires au 

cours de la GvHD (273,274). 

Une étude a analysé l’impact des modifications du microbiote intestinal sur la rechute après 

allo-CSH. Ainsi, une plus grande abondance d’Eubacterium limosum dans les selles prélevées 

entre le jour 0 et le jour 21 chez des patients traités par allo-CSH  est associée à un risque de 

rechute plus faible (275). Enfin, compte-tenu des récentes découvertes sur le rôle du microbiote 

dans l'homéostasie immunitaire, il est possible que le microbiote intestinal affecte la 

reconstitution immunitaire après allo-CSH et qu'il puisse être ciblé comme stratégie pour 

augmenter l'immunité après allo-CSH (276). Dans une étude récente, la diminution de la 

diversité microbienne était associée à une altération de la récupération des neutrophiles et des 

lymphocytes (277). 

L’ensemble de ces études ont incité à développer la transplantation de microbiote fécal (FMT) 

pour reconstituer le microbiote intestinal chez les receveurs d'une allogreffe (278). Dans le 

cadre d'un essai contrôlé randomisé, une FMT autologue (auto-FMT), dans laquelle les selles 

du patient ont été administrées après allo-CSH, a permis de rétablir la dysbiose (278).  

D’autres types de microorganismes colonisent le tube digestif, notamment les champignons. 

Nous présenterons en Annexe une étude portant sur le rôle du microbiote fongique dans l’allo-

CSH, et nos travaux préliminaires réalisés sur ce sujet.  



 

 

 

 

RESULTATS



 

 

 

 

53 

I. Première partie : prévention des rechutes après allo-CSH pour la 

LAM : rôle du venetoclax   

La prévention des rechutes hématologiques, des infections post-transplantation et de la GvHD 

est un défi majeur après allo-CSH. Par conséquent, le développement de stratégies 

thérapeutiques sûres et efficaces pour prévenir ou traiter les rechutes est essentielle. Le 

venetoclax, un inhibiteur de Bcl-2, associé à un agent hypométhylant a montré son efficacité 

dans la LAM en rechute ou réfractaire (279). Etant donné que Bcl-2 est important pour les 

réponses des LT effecteurs et mémoires  et que le venetoclax peut entraîner une réduction du 

nombre de LT (280,281), la question de l'impact du venetoclax sur l'effet GvL médié par les 

LT après allo-CSH s’est posée. Nous développerons dans une première partie notre travail sur 

le rôle du venetoclax dans l’effet GvL et le traitement de la LAM après allo-CSH. 

1. Venetoclax : inhibiteur de Bcl-2 

Le venetoclax est un médicament anticancéreux de petite taille, hautement sélectif et 

biodisponible par voie orale, qui cible en particulier le domaine BH3 de Bcl-2 (282). En tant 

que mimétique de BH3, le venetoclax présente une grande affinité pour le sillon de liaison BH3 

de Bcl-2 et est capable de déplacer les protéines pro-apoptotiques BH3 uniquement (par 

exemple BIM) liées à Bcl-2. Par conséquent, les protéines BH3 libres peuvent activer les 

effecteurs apoptotiques (BAX et BAK) ou inhiber d'autres membres anti-apoptotiques (MCL-

1). Ainsi, le venetoclax déclenche et rétablit l'apoptose dans les cellules tumorales en libérant 

les protéines pro-apoptotiques de Bcl-2 (283). 

L'une des propriétés communes des tumeurs malignes est une survie cellulaire inappropriée et 

des programmes apoptotiques dérégulés (284) . C'est pourquoi, depuis son identification il y a 

plus de 30 ans , Bcl-2 a été considéré comme une cible thérapeutique dans le cancer (285). Le 

venetoclax s’est révélé actif dans les hémopathies malignes dépendantes de Bcl-2, en particulier 

dans la leucémie lymphoïde chronique (LLC) (286). La Food and Drug Administration (FDA) 

des États-Unis lui a accordé une autorisation accélérée pour la LLC avec délétion 17p en avril 

2016, puis en juin 2018 pour la LLC avec ou sans délétion 17p, après au moins un traitement 

antérieur (287,288). 

Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence une efficacité du venetoclax dans le traitement 

du MM, notamment lorsque la translocation t(11 ;14) est présente (289). 
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Depuis 2017, il y a eu de grandes avancées et plusieurs nouveaux médicaments, dont le 

venetoclax semblent remodeler le paysage thérapeutique de la LAM (290). Les premières 

études précliniques montrent que le venetoclax peut conduire à une apoptose rapide des cellules 

de LAM dont la survie dépendent de l’expression de Bcl-2 (291). En outre, l'activité anti-

leucémique synergique des agents hypométhylants et de la chimiothérapie, a été démontrée 

dans des modèles précliniques, justifiant l'association en clinique. 

2. Le Venetoclax dans le traitement de la LAM 

Les données précliniques confirment le rôle des agents hypométhylants dans l'amélioration de 

l'effet GvL, mais l'impact potentiel de l'inhibition de Bcl-2 sur l'effet GvL n'est pas clair.  

Les premières études n'ont montré qu'une efficacité modeste du venetoclax en monothérapie 

dans le traitement de la LAM en rechute ou réfractaire (R/R) (292). 

L'efficacité du venetoclax dans le traitement de la LAM nouvellement diagnostiquée chez les 

personnes âgées a été démontrée dans un essai randomisé de phase III dans lequel l’association 

du venetoclax à des HMA, a permis d'obtenir un taux de rémission complète (CR) ou de 

rémission complète avec récupération incomplète de la numération (Cri) de ~70% chez des 

patients âgés atteints de LAM non traités et inaptes à recevoir une chimiothérapie intensive 

conventionnelle (279,293). Ces résultats ont permis au venetoclax associé à l'azacitidine, ou la 

décitabine d'obtenir l'autorisation de la FDA dans ce contexte. 

Des études précliniques ont montré une induction synergique de la mort cellulaire entre les 

AHM et les inhibiteurs de Bcl-2. L'azacitidine peut diminuer le niveau de MCL-1 qui peut être 

un médiateur de la résistance aux inhibiteurs de Bcl-2 (294). Grâce à l'induction de NOXA, 

l'azacitidine peut également sensibiliser les cellules de la LAM à l'apoptose induite par le 

venetoclax (295). De plus, l'azacitidine et l'inhibiteur de Bcl-2 activent en synergie BAX et 

l'apoptose mitochondriale dans les cellules de LAM  (296). 

Dans le contexte post-transplantation, Schuler et al. ont analysé rétrospectivement 32 patients 

atteints de LAM qui ont rechuté après une allo-CSH et ont rapporté un taux de réponse globale 

de 47% après une thérapie combinée venetoclax/HMA. Cependant, 72% des patients ont 

souffert d'infections sévères et 78% des patients sont décédés après un suivi médian de 8,4 mois 

(297). De plus, il a été rapporté récemment que le traitement de sauvetage par venetoclax/HMA 

chez des patients atteint de LAM et présentant une rechute après allo-CSH a permis d'obtenir 

une incidence de CR/CRi de 34,1% (298).  
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Afin d'élargir la thérapie et les indications des combinaisons AHM + venetoclax, le venetoclax 

a été évalué en association avec la décitabine à faible dose dans une étude prospective pour 

prévenir les rechutes après allo-CSH chez les patients à haut risque atteints de LAM ou de SMD 

(299). Aucun effet indésirable de grade ≥ III n'a été observé. La OS à 2 ans était respectivement 

de 85,2 % et les taux de GvHD aiguë et chronique à 100 jours étaient respectivement de 55% 

et 20%. En outre, le traitement de la GvHD n'a pas affecté le traitement d'entretien (299). Ces 

études montrent que l'ajoût du venetoclax à un AHM pour prévenir les rechutes est faisable et 

sûr. 

De futures études randomisées de plus grande envergure sont nécessaires pour confirmer ces 

résultats, établir le meilleur calendrier de traitement et identifier les patients qui bénéficieraient 

d'une approche d'entretien combinée. 

Néanmoins, étant donné que la protéine Bcl-2 est importante pour les réponses effectrices et 

mémoires des LT et que le venetoclax peut provoquer une réduction du nombre de LT, il est 

important d’évaluer soigneusement son impact sur la prise de greffe et la rechute, en particulier 

après une allo-CSH HLA non appariée, car il pourrait atténuer l'effet GvL. Nous présentons les 

résultats dans l’article 1 obtenus sur l’effet du venetoclax sur les LT activés in vitro.  
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3. Article 

Venetoclax does not impair activated T cells proliferation 
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4. Données supplémentaires : “Materials and methods” 

a. Venetoclax Preparation 

The different concentrations of venetoclax (ABT-199) (Euromedex) were prepared between 0.8 

and 3 mM. The therapeutic concentration ranged from 0.05 mM to 2 mM (300). Venetoclax 

was dissolved in DMSO wish had a concentration of 0.1% in all experiments. 

b. Activation of T cells in vitro 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from healthy donors from 

“Etablissement Français du Sang”, Paris Saint-Antoine-Crozatier. PBMCs were isolated with a 

standard gradient centrifugation procedure on a lymphocyte separation medium (Lymphosep 

separation media, Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France).  

PBMCs were cultured at 500,000 cells/well in 96-well round bottom microplate) in RPMI 

medium (Eurobio) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS),2mM L-glutamine, 100 

U/mL penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 1mM sodium pyruvate (Eurobio) and non-essential 

amino acids (MEM, Life Technologies). The wells were previously coated with anti-CD3 at 10 

μg/ml (LEAF Purified anti-human CD3, clone OKT3, Biolegend). The PBMCs were activated 

in the presence of anti-CD28 (5μg/mL, Anti-Human CD28 Functional Grade Purified, clone 

CD28.2, eBioscience). After 3 days of culture, the cells were treated with the indicated 

concentrations of venetoclax ranging from 0.1 to 3 mM for 24 h and then analyzed.  

c. Activation of B cells in vitro 

PBMCs from healthy donors were cultured at 500,000 cells/well (96-well round bottom 

microplate, Sarstedt) in RPMI medium supplemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100 

U/mL penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 1mM sodium pyruvate (Eurobio) and non-essential 

amino acids (MEM, Life Technologies). PBMCs were activated in the presence of 1μg/mL of 

CpG-B ODN 2006 (Miltenyi Biotec, Paris, France) for 24 hours, then treated with different 

doses of ventoclax and then analyzed by flow cytometry. 

d. Proliferation analysis  

PBMCs were incubated for 10 min with 1μM of CFSE (Invitrogen) in a light-free environment 

at room temperature. To stop the reaction, complete cold medium is added and the tube is placed 
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on ice. Then the cells are washed three times with the complete medium and placed in the wells 

for culture. T cell proliferation was assessed at day-4 of culture by flow cytometry. 

e. Analysis of apoptosis and viability  

The viability of cells was analyzed by labelling with Fixable Viability Dye eFluorTM 506 

(FVD) (Invitrogen) according to the manufacturer's recommendations for 15 min at 4°C. After 

2 washes in PBS, the cells were incubated with 1μl of AnnexinV FITC (Biolegend) in 

AnnexinV Binding Buffer (Biolegend). After 15 min incubation at room temperature and 

protected from light, the cells were washed with PBS and analyzed with a flowcytometer 

(Cytoflex, Beckman Coulter). FVD- cells were regarded as viable, FVD+ cells as dead, and 

FVD-Annexin V+ cells as apoptotic. 

f. Flow cytometry analysis 

After culture, cells were harvested and washed in PBS (Dulbecco Saline Phosphate Buffer, 

Eurobio, France), then incubated with the different fluorochrome-conjugated monoclonal 

antibodies (mAb) in Staining Buffer (BD Biosciences) for 20 minutes, then the cells were 

washed with PBS and analysed with a flow cytometer (Cytoflex, Beckman Coulter, Villepinte, 

France). The used mAbs were as follow: CD4-PE, CD3-APC-Alexa 750, CD19-APC Alexa 

750 (Beckman Coulter) and CD8-APC (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). 

For Bcl-2 expression, we performed surface labeling with CD4-Pacific Blue), CD3-APC-Alexa 

750, (both from Beckman Coulter) and CD8-APC (BD Biosciences) for T cells and CD19-APC 

Alexa 750 (Beckman Coulter) for B cells. Afterwards cells were stained with PE-Bcl-2 (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France) or the corresponding isotype controls, using the 

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific). 

Compensation beads were used for compensation parameters (VersaComp, Beckman Coulter). 

Data were analyzed with Kaluza Analysis v1.5a software (Beckman Coulter).   

g. Statistical analysis   

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software). 

Comparisons between groups were performed with the non-parametric test for the cell 

populations of interest. Observed differences were considered statistical for a p value < 0.05. 
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II. Deuxième partie : rôle des cellules MAIT et des lymphocytes T  

après allo-CSH  

Malgré les avantages thérapeutiques de l’allo-CSH, l'immunodéficience profonde associée à la 

procédure de l’allogreffe reste un problème majeur qui rend les patients vulnérables aux 

complications. Aujourd'hui, il est bien établi qu'une reconstitution immunitaire rapide et 

efficace, en particulier du compartiment des LT, est essentielle pour obtenir un résultat 

favorable à court et long terme. La reconstitution de LT non conventionnels a été moins étudiée 

mais il semble qu’ils aient un rôle immunomodulateur important après allo-CSH. Dans le cadre 

de l’allo-CSH, un nombre de cellules MAIT élevé après allo-CSH a un impact favorable en 

diminuant la GvHD aiguë  (248). Outre les cellules MAIT, les LT γδ et notamment les LT Vδ2 

jouent un rôle important après allo-CSH. L’activité anti-infectieuse et anti-tumorale des LT 

Vδ2 prédit un rôle protecteur après allo-CSH en ce qui concerne la rechute. Un nombre plus 

élevé de LT Vδ2 au 28e jour après allo-CSH a été associé à un risque plus faible de GvHD 

aiguë (248).  Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer l’impact des cellules MAIT et LT 

Vδ2 dans la réussite de l’allo-CSH et nous présenterons les résultats dans cette seconde partie. 
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Abstract 

We evaluated the impact of early recovery of mucosal-associated invariant T cells (MAIT) and 

γδ T cells, especially Vδ2+ T cells, on the clinical outcomes of 76 patients who underwent 

allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT). MAIT cells were identified at day 20-

30 post-transplant using flow cytometry and defined as CD3+ TCRVα7.2+CD161+.  Two 

subsets of Vδ2+ T cells were analyzed according to the expression of CD26. Cytotoxicity profile 

of MAIT and Vδ2+ T cells was analyzed according to the intracellular expression of perforin 

and granzyme B, and intracellular IFN- was evaluated after in vitro activation. CD26+Vδ2+ T 

cells displayed higher intracellular levels of IFN-, whereas CD26- Vδ2+ T were found more 

cytotoxic. Moreover, MAIT cell frequency was correlated to the frequency of Vδ2+ T cells with 

a better correlation observed with Vδ2+CD26+ than Vδ2+CD26- T cells subset. By using the 

composite endpoint GvHD-free relapse-free survival (GRFS) as the primary endpoint, we 

found that patients with a higher MAIT cell frequency at day 20-30 after allo-HCT had a 

significantly increased GRFS and a better overall survival (OS) and disease-free survival 

(DFS). Moreover, patients with a low CD69 expression by MAIT cells had an increased 

cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD. These results suggest that MAIT cells reconstitution 

may provide mitigated effects early after allo-HCT depending on their activation markers and 

functional status. Patients with a high frequency of Vδ2+CD26+ T cells had a significantly 

higher GRFS, OS and DFS, but no impact on cumulative incidence of grade 2-4 aGVHD, non-

relapse mortality and relapse. These results revealed that the impact of Vδ2+ T cells on the 

success of allo-HCT may vary according to the frequency of the CD26+ subset.  
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INTRODUCTION  

 

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (Allo‐HCT) is the only curative treatment for 

many patients with malignant and non‐malignant diseases. Immune reconstitution after allo-

HCT is a critical parameter for successful allo-HCT. Unconventional T cells may have an 

important immunomodulatory role after allo-HCT, by making a bridge between innate and 

adaptive immunity 1. In contrast to conventional T cells that recognize antigenic peptides 

presented by MHC molecules, unconventional T cells recognize lipid and metabolite antigens 

presented by non-conventional conserved antigen-presenting molecules 2. Mucosal-associated 

invariant T cells (MAIT) express the semi-invariant TCR V7.2 and CD161 and recognize 

metabolites derived from the microbial riboflavin pathway presented by the non-classical MHC 

class I related molecule (MR1) 3. Activation of MAIT cells through infection increases the 

expression of CD69 activation marker, the production of cytotoxic granules such as perforin 

and granzyme, and the secretion of pro-inflammatory cytokines 2, 4. Another type of 

unconventional T cells is γδ T cells, among them, Vδ2+ T cells are predominant in the peripheral 

blood in most adults. Vδ2+ T cells are activated by phosphoantigens associated with 

butyrophilin 5. In the context of allo-HCT, it has been reported that increased numbers of MAIT 

cells in perfused grafts were associated with a lower incidence of acute intestinal graft-versus-

host disease (GvHD) after allo-HCT 6. MAIT cells contained in the graft contribute to early 

MAIT cell reconstitution 7. Like MAIT cells, γδ T cells play an important role after allo-HCT. 

γδ T cells reconstitute early after allo-HCT and are influenced by infections and viral 

reactivation 8. We previously reported that early reconstitution of Vδ2+ T cells was significantly 

reduced by post-transplant cyclophosphamide which induced a delayed recovery following 

haploidentical HCT. Patients having the lowest γδ and Vδ2+ T cell counts at day 30 after allo-

HCT had a significantly higher risk of EBV reactivation 9. The anti-tumor activity of γδ T cells 

predicts a protective role after allo-HCT with respect to relapse. Thus, enhanced γδ T cells 

reconstitution 2 months after transplantation was associated to a reduced cumulative incidence 

of relapse and improved overall and relapse-free survival 10. The link between γδ T cells and 

acute GvHD (aGvHD) has also been examined and higher numbers of γδ T cells or only Vδ2 T 

cells subset on day 28 post-transplant was associated with a lower risk of aGvHD 10. A recent 

study identified two subsets of Vδ2+ T cells according to CD26 expression, which is an enzyme 

that participates to T cell activation. Vδ2+ T cells that express CD26 are characterized by higher 

cytokine production, whereas Vδ2+CD26- T cells are oriented to a cytotoxic profile 11.  
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In this context, we evaluated the influence of early recovery of MAIT cells and Vδ2+ T cells 

according to CD26 expression and function on patients’ outcomes after allo-HCT, by studying 

the frequency, activation and cytotoxicity profile of these T cells. 

 

RESULTS  

MAIT cells from allo-HCT patients exhibit an activated phenotype and high cytotoxicity 

profile.  

We studied a cohort of 76 consecutive patients undergoing allo-HCT with frozen PBMC 

collected at day 20-30 after allo-HCT and no history of acute GvHD before PBMC sampling. 

The demographics population and disease characteristics are described in Table 1. The median 

age was 56 years (range 19-73). The gender distribution was 39 men (51%) and 37 women 

(49%). 58 patients (76%) had myeloid malignancies, 16 patients (21%) lymphoid tumors, and 

2 (3%) aplastic anemia. The large majority of patients (88%) received PBSC graft. Twenty-

seven patients had a matched related donor, 36 a matched unrelated donor and 11 a 

haploidentical donor.  All but 3 patients received in vivo T cell depletion using anti-thymocyte 

globulin. In addition, 13 patients received post-transplant cyclophosphamide (haploidentical 

donor n=11, 9/10 mismatched unrelated donor, n=1, other reason n=1).   

PBMC from patients were analyzed by flow cytometry at day 20-30 after allo-HCT and before 

acute GvHD onset. Absolute counts of T cells, MAIT and  T cells are provided in 

supplemental Table 1. MAIT cells were identified at day 20-30 post-transplant using flow 

cytometry and defined as CD3+ TCRVα7.2+ CD161+ as previously described (Fig 1A). We 

observed a significant decrease in the percentage of MAIT cells among CD3+ T cells at day 20-

30 post-transplant compared with healthy controls (Fig 1B, p=0.033). We then analyzed the 

cytotoxicity profile of MAIT cells from patients and healthy controls according to the 

intracellular expression of perforin and granzyme B. The results showed that MAIT cells from 

allo-HCT patients expressed significantly more Granzyme B and perforin as compared to 

MAIT cells from healthy controls (Fig 1C, D p < 0.0001, p=0.002), suggesting their higher 

cytotoxic potential. We also evaluated the expression of the activation marker CD69 by MAIT 

cells from patients and healthy controls. We observed a significant increase in the expression 

of CD69 by MAIT cells from allo-HCT patients compared to healthy controls (Fig 1E, 

p=0.0001). Furthermore, by evaluating the expression of CD69 in MAIT cells in allo-HCT 

patients according to aGVHD severity, we observed a significant decrease in the percentage of 

CD69 in patients who developed grade 2-4 aGvHD as compared to patients with grade 0-1 
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aGvHD (Fig 1F, p=0.008). In contrast, we did not observe a significant difference in the 

percentage of granzyme B and perforin in patients who developed grade 2-4 aGvHD 

(Supplementary Fig 1A, B, p=0.9, p=0.8). These results show that MAIT cells in allo-HCT 

patients at day 30 after transplantation presented an activated phenotype and a cytotoxic 

capacity. 

 

Circulating MAIT cells early after allo-HCT were associated with clinical outcome and 

acute GvHD onset.  

To further investigate the potential role of MAIT cells in the success of allo-HCT, we next 

performed an analysis of their impact on the outcome of allo-HCT using the composite endpoint 

GvHD-free relapse-free survival (GRFS) as the primary endpoint. ROC curve analysis was 

performed to determine a threshold for MAIT cells. First, we examined the relationship between 

the frequency of MAIT cells and patient’s outcome. We observed that patients with a higher 

MAIT cell frequency at day 30 had significantly increased GRFS (Fig 2A, p=0.0026), a better 

overall survival (OS) (Fig 2B, p=0.015) and disease-free survival (DFS) (Fig 2C, p=0.0036). 

However, we did not observe an influence of the percentage of MAIT cells on the cumulative 

incidence of grade 2-4 aGvHD, relapse and NRM (Supplemental Fig 2 A-C). However, we 

observed that CD69 expression by MAIT cells had an impact on outcome. The group of patients 

with a low CD69 expression had an increased cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD (Fig 

2D p=0.04), but we did not find differences in OS, GRFS, DFS, and CI of NRM and relapse 

depending on CD69 expression (data not show).  Finally, the analysis of the influence of 

cytotoxicity profile of MAIT cells on the outcome of allo-HCT in patients revealed that the 

group of patients having Granzyme B above the ROC threshold had a decrease of the 

cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD (Fig 2E p=0.01), and an increase in relapse but no 

impact was observed on NRM (Supplemental Fig 2D, E p=0.05, p=0.51), whereas no impact 

of perforin was observed (data not show). These results suggest that MAIT cell reconstitution 

may provide mitigated effects early after allo-HCT depending on their activation markers and 

functional status.  

 

 Vδ2+ T cells from allo-HCT patients exhibit a high cytotoxicity profile, depending on the 

expression of CD26. 

In addition to MAIT cells, we also evaluated the other subset of  T cells, in particular the 

most frequently represented in the periphery the V2+ T cells subset, early after allo-HCT. We 
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did not observe a significant difference in the frequency of Vδ2+ T cells between patients at day 

20-30 post-transplant and healthy controls (Fig 3A, B). We next focused on the expression of 

CD26 by V2+ T cells. In fact, the expression of CD26 by  T cells has previously been shown 

to discriminate two functional subsets, those expressing CD26 producing higher levels of 

cytokines whereas the CD26- subset being more cytotoxic 11. Thus, the analysis of CD26 

expression revealed a significant increase in the percentage of Vδ2+ T cells expressing CD26 

(Fig 3C) at day 20-30 post-transplant compared to healthy controls. We next examined by flow 

cytometry, the intracellular expression of perforin and granzyme B by Vδ2+ T cells. As 

expected, a significant increase in perforin and granzyme B expression was detected in 

Vδ2+CD26- T cells compared to Vδ2+CD26+ T cells (Fig 3D, E, p=0.03, p=0.024). Conversely, 

we observed a decrease in intracellular expression of INF- in Vδ2+CD26- T cells as compared 

to Vδ2+CD26+ T cells (Fig 3F). Perforin and granzyme B expression were significantly higher 

in both subsets of Vδ2+ T cells from allo-HCT patients compared to healthy controls (Fig 3G, 

H, I, J, p=0.0062, p=0.0001, p=0.0003, p<0.0001). However, INF- expression by Vδ2+ T cells 

between allo-HCT patients (n=18) and healthy controls was not significantly different 

(Supplemental Fig 3A, B). These results suggest the presence of functionally different subsets 

of Vδ2+ T cells early after allo-HCT according to the expression of CD26, Vδ2+CD26+  T cells 

having a profile oriented towards a high cytokine secretion and cytotoxic capacity.  

Finally, we also found that MAIT cell frequency was correlated to the frequency of Vδ2 T cells 

(Fig 4A, R=049, p<0.0001). Moreover, the correlation was stronger between MAIT cell 

frequency and the subset Vδ2+CD26+  T cells ( Fig 4B, R=0.49, p<0.0001) compared to 

Vδ2+CD26-  T cells (R=0.32, p= 0.0008) (data not show), in line with the previous work 

showing a similar transcriptional profile between MAIT and Vδ2+CD26+  T cells, suggesting 

that these cells are triggered by related activation signals 11.    

 

Circulating Vδ2+ T cells frequency early after allo-HCT was associated with better clinical 

outcome and a lower risk of relapse.  

We also evaluated the impact of Vδ2+ T cells at day 20-30 on clinical events in allo-HCT 

patients, especially Vδ2+CD26+ T cells. As for MAIT cells, we used the composite endpoint 

GRFS as the primary endpoint. ROC curve analysis was performed to determine the threshold. 

We observed that patients with a frequency of Vδ2+CD26+ T cells above the ROC threshold at 

day 20-30 had significantly a better GRFS (Fig 5A, p=0.004), OS (Fig 5B, p=0.05) and DFS 

(Fig 5C, p=0.03). In contrast, we did not observe any impact of Vδ2+CD26+ T cell frequency 
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on the cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD, NRM and relapse in allo-HCT patients (Fig 

5D-F). We also evaluated the impact of Vδ2+ T cells, independently of CD26 expression, on 

clinical events in allo-HCT patients. We observed that patients with a frequency of Vδ2+ T cells 

above the ROC threshold at day 20-30 had a significantly better GRFS (Supplemental Fig 4A, 

p=0.008), OS (Supplemental Fig 4B, p=0.03) and DFS (Supplemental Fig 4C, p=0.01), and a 

significant decrease in relapse (Supplemental Fig 4D, p=0.03). However, we did not observe 

an impact of Vδ2+ T cell frequency on the cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD and NRM 

in allo-HCT patients (Supplemental Fig 4E, F). Finally, the analysis of the influence of the 

cytotoxicity profile of Vδ2+T cells on the outcome of allo-HCT in patients revealed that the 

group of patients having perforin or granzyme B above the ROC threshold had a decrease in 

NRM (Supplemental Fig 5A, B, p=0.02, p=0.04 respectively), whereas no impact was observed 

on relapse (Supplemental Fig 5C, D) or on the cumulative incidence of aGvHD in allo-HCT 

patients (data not show).  

These results revealed that the impact of Vδ2+ T cells on patients’ outcomes after allo-HCT 

may vary according to the frequency of the CD26+ subset.  

 

DISCUSSION  

Our study on the role of unconventional T cells, MAIT and V2 T cells, in allo-HCT patients 

indicated that these T cells may impact post-transplant outcomes. We demonstrated that both 

populations were involved in patient’s outcome. In particular, we found that patients with 

higher MAIT cell frequency had improved OS, in accordance with previous works. In a mouse 

model, recipient MAIT cells can prevent GvHD in the colon by promoting intestinal barrier 

function and regulating gut microbiota composition 12. In a clinical setting, patients with a 

higher MAIT cell frequency after allo-HCT had a significantly increased OS and decreased 

relapse-free mortality 7, 13, 14 and a high number of MAIT cells in the graft correlate with a 

decrease of gut GvHD 6. In addition, it appears that MAIT cell reconstitution is linked to 

intestinal microbiota 6, 7, 15. A recent study reported that MAIT frequency early after allo-HCT 

was associated with the diversity of the intestinal microbiome and correlated with favorable 

outcome with less aGvHD 1. In our study, we found a decrease in the frequency of CD69+ MAIT 

cells in patients who experienced grade 2-4 aGvHD as well as an increased CI of grade 2-4 

aGvHD for patients under the threshold for CD69+ MAIT. These data suggest that a high 

frequency of activated MAIT may be protective against aGvHD. The mechanism by which 

MAIT cells may protect against acute aGvHD remains to be clarified. In fact, CD69 has been 
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demonstrated as a reliable marker of the response of MAIT cells to viral infection, as a 

consequence of elevated circulating inflammatory cytokine levels 7. MAIT cells are best known 

for their production of cytotoxic mediators and cytokines upon activation, such as perforin and 

granzymes, IFNγ, TNF, and IL-17, although the latter is not considered to be produced in 

abundance by circulating MAIT cells in the steady state17. In the context of acute GvHD, a 

preclinical study demonstrated that recipient MAIT cells protect against acute gut GvHD in an 

IL-17 dependent manner 12. We can hypothesize that CD69 can be expressed during the first 

month after allo-HCT due to the general pro-inflammatory state, as well as to recurrent bacterial 

or viral infections occurring during this period providing a protective role for MAIT cells in 

patients after allo-HCT. 

In our study, we also investigated the role of Vδ2+ T cells in allo-HCT patients, and we focused 

on CD26 expression by Vδ2+ T cells given their related phenotype and function to MAIT cells 

11. We showed an increase in Vδ2+ T cells expressing CD26 in patients compared to healthy 

controls, probably due to the conditions of patients after allo-HCT where they can be triggered 

by infections during the first months after allo-HCT. In this study, we confirmed the positive 

impact of a high frequency of Vδ2+ T cells during the first month after transplantation. We also 

reported the beneficial impact of the CD26+ subset with an improvement in OS, GRFS, and 

DFS. The positive effect of Vδ2+ CD26+ T cells on the success of allo-HCT may be due to the 

anti-infectious and anti-tumoral effects already reported. As for MAIT cells, Vδ2+ T cells 

frequencies were reported to correlate with peri-engraftment intestinal -diversity after allo-

HCT when matched stool samples were analyzed 1. Unfortunatly, we were not able to correlate 

our data frequencies with intestinal microbiota in the absence of matched stool samples. It 

would be interesting to analyze whether MAIT cells and Vδ2+ T cells could be restored and 

correlated with microbiota diversity restoration after fecal microbiota transplantation for the 

treatment of corticoid resistant aGvHD patients.  

This study provides new information on the influence of MAIT and Vδ2+ T cells in allo-HCT 

setting.  

 

PATIENTS AND METHODS 

Patients 

This retrospective study included a cohort of 76 patients who underwent Allo-HCT for 

hematologic malignancies between April 2013 and November 2018 at Saint-Antoine University 

Hospital (AP-HP, Paris, France). All patients received allo-HCT with a PBSC or bone marrow 
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graft and had at least one frozen peripheral blood sample available at day 20-30 after allo-HCT. 

A group of 10 healthy controls [HD group, Etablissement Français du Sang (EFS, Paris Saint-

Antoine-Crozatier, Paris, France)] was established to serve as a baseline reference. Written 

informed consent was obtained from each patient. For the analysis of relapse in allo-HCT 

patients, the two patients with aplastic anemia were excluded.  

Biological samples 

Peripheral blood samples were collected between Day 20 and Day 30 after Allo-HCT. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated using lymphocyte separation 

medium (MP Biomedicals, Illkirch-Graffenstaden, France) by density gradient centrifugation, 

and an aliquot was cryopreserved. 

Phenotype analysis by Flow cytometry  

After thawing of PBMCs, human Fc block (Miltenyi Biotec) was then added for 10 min at 4°C, 

followed by staining with the following antibody panel for 20 min at 4°C: anti-CD26 (FITC), 

anti-CD8 (AA700), anti-TCR Vα7. 2 (APC), anti-CD45 (BV605), anti-CD4 (BV650), anti-

CD69 (BV785) (BioLegend, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France); anti-TCR γδ (PECy5. 

5), anti-CD3 (AA750), anti-TCR Vδ2 (PB) anti-CD8 (KRO) (Beckman Coulter, Villepinte, 

France); anti-CD161(PE) (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany). For intracellular flow 

cytometry analysis, surface staining was performed as described above according to the 

following panel: Anti-CD26 (FITC), anti-CD8(AA700), anti-TCR Vα7. 2 (PE /Dazzle 594), 

anti-CD45 (BV605), anti-CD4 (BV650), anti-CD69 (BV785) (BioLegend, Ozyme, Saint-

Quentin en Yvelines, France); anti-TCR γδ (PECy5. 5), anti-CD3 (AA750), anti-TCR Vδ2 (PB) 

(Beckman Coulter, Villepinte, France); anti-CD161 (PE) (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, 

Germany). Cells were then fixed and permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm (BD) staining 

buffer kit according to the manufacturer's instructions. Cytotoxicity analysis was performed 

using anti-granzyme B (PC7) and anti-perforin (BV510) antibodies (Biolegend) for 30 minutes 

at 4°C. UltraComp eBeads (Invitrogen) were used for antibody compensation. Data were 

acquired on a Cytoflex flow cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using Kaluza Analysis 

v2.1 software (Beckman Coulter). 

Stimulation of PBMCs  

After thawing of PBMCs, PBMCs were cultured in complete medium at 2x106/mL and 

stimulated with 50ng/ml IL-12 and IL-18 for 24 hours with the addition of Golgi Stop and Golgi 

Plug (BD Biosciences) after 8 hours. For cytokine analysis, activated cells are stained with the 

following antibody panel for 20 min at 4°C: Anti-CD26 (FITC), anti-CD8(AA700), anti-TCR 
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Vα7. 2 (BV421), anti-TCR Vδ2 (BV605), anti-CD8 (BV650), anti-CD69 (BV785), CD161 

(PC7) (BioLegend); anti-TCR γδ (PECy5. 5), anti-CD3 (AA750), (Beckman Coulter). Cells 

were then fixed for and permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm (BD) staining buffer kit 

according to the manufacturer's instructions. Intracellular cytokine analysis was performed 

using anti-TNF- (AA700) (Beckman Coulter), IL-17 (APC) (Biolegend) and anti-INF- (PE) 

(Miltenyi) antibodies for 30 minutes at 4°C. Only 18 patients were studied, due to the limited 

number of PBMCs available for some patients. 

Statistical analysis 

Differences between continuous variables were performed using Mann-Whitney Test. For 

analysis of two groups, Wilcoxon matched pairs test was employed. The cumulative incidence 

of aGvHD, relapse, and non-relapse mortality (NRM) was estimated, and the groups were 

compared using Gray's test. Relapse was defined as the competitive risk of NRM, and vice 

versa. OS was calculated from the date of allo-HCT to the time of death or last observation if 

the patient was still alive. Disease-free survival (DFS) was calculated from the date of allo-

HCT to the time of relapse, progression or death whichever occur first. Refined GvHD- and 

relapse-free survival (GRFS) was defined as a combination of survival without evidence of 

relapse/progression, grade III-IV aGvHD, and extensive cGvHD 16. Probabilities of DFS, 

GRFS, and OS were estimated using the Kaplan-Meier method, and groups were compared 

using the log-rank test. Cutoff values for cell concentrations at D30 after Allo-HCT were 

evaluated by constructing ROC curves and then calculating the area under the curve (AUC) for 

each to identify the best cutoff value across the cohort. For these analyses, only serial samples 

collected before aGvHD and relapse were considered. The type I error rate was set at 0.05. 

Statistical analyses were performed using graphPad Prism 8 and EZR version 1.37 (Saitama 

Medical Center, Jichi Medical University, Japan), which is a graphical interface for R (The R 

Foundation for Statistical Computing; version 3.5.0).   
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Table 1: Patients’ characteristic 
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CsA, cyclosporine A; MMF, mycophenolate mofetil; MTX, methotrexate; PTCy, post‐

transplant cyclophosphamide; RIC, reduced intensity conditioning; RTC, reduced toxicity 

conditioning; MAC, myeloabltive conditioning; NMA, nonablative. 

PTCy 50 mg kg−1 day−1 at Day 3 and Day 5 (5 patients received PTCy at D3 only). 

 

Legends: 

Figure 1: Frequency, activation and cytotoxicity profile of MAIT cells in allo-HCT 

patients and healthy controls 

(A) A representative density plots analysis of MAIT cells, with expression of CD69, perforin 

and granzyme B in peripheral blood of allo-HCT patients at day 20-30 post-transplantation. (B) 

Frequency of MAIT cells among peripheral CD3+ T cells of allo-HCT patients at day 20-30 

post-transplantation (n=76) and healthy controls (HC) (p=0.033). (C, D) Percentage of 

granzyme B+ and perforin+ MAIT cells of allo-HCT patients (n=53) and HC (p<0.0001 and 

p=0.0029 respectively). (E)  Percentage of CD69+ MAIT cells for allo-HCT patients (n=71) 

and HC (p=0.0001). (F) Percentage of CD69+ MAIT cells according to GvHD grade of allo-

CSH patients at day 20-30 post transplantation (n=71, p=0.008). Samples from healthy controls 

serve as baseline reference (HC n=11). Each dot represents a single patient; error bars represent 

median with interquartile range.  

 

Figure 2: Circulating MAIT cells early after allo-HCT were associated with clinical 

outcome.  

(A, B, C) Kaplan-Meier analysis for GRFS, OS, DFS of allo-HCT patients according to MAIT 

cells frequency (n=76, p=0.0026, p=0.015, p=0.0036 respectively). (D) Cumulative incidence 

of aGvHD in allo-HCT patients according to CD69 expression by MAIT cells (n=71, p=0.04). 

(E) Cumulative incidence of aGvHD in allo-HCT patients according to the granzyme B 

expression by MAIT cells (n=51, Gray’s test p=0.01). For cumulative incidence of aGvHD, 

groups were compared using Gray's test. For DFS, GRFS and OS, groups were compared using 

the log-rank test. Cutoff values for cell frequencies at day 20-30 after allo-HCT were evaluated 

by constructing ROC curves of GRFS and then calculating the area under the curve. NRM: non-

relapse mortality, OS: overall survival, DFS: Disease-free survival, GRFS: GvHD relapse-free 

survival, aGvHD: Acute graft versus host diseases. 
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Figure 3: Frequency, activation, and cytotoxicity profile of Vδ2+ T cells in allo-HCT 

patients and healthy controls 

(A) A representative density plots analysis of of Vδ2+ T cells and expression of CD26, perforin 

and granzyme B in peripheral blood of allo-HCT patients at day 20-30 post-transplantation.  (B) 

Frequency of Vδ2+ T cells among peripheral CD3+ T lymphocytes of allo-HCT patients (n=76) 

and healthy controls (HC) (p=0.9). (C) Frequency of Vδ2+CD26+ T cells from allo-HCT 

patients (n=76) and HC (p=0.0004). (D) Percentage of perforin+ in CD26+ or CD26- Vδ2 T cells 

from allo-HCT patients (n=48, p=0.03). (E) Percentage of Granzyme B+ in CD26+ or CD26- 

Vδ2+ T cells from allo-HCT patients (n=48, p=0.024). (F) Percentage of IFN-+ in CD26+ or 

Vδ2+CD26- T cells from allo-HCT patients (n=18, p=0.0003). (G) Percentage of perforin+ 

among Vδ2+CD26- T cells from allo-HCT patients (n=48) or HC (p=0.0062). (H) Percentage 

of granzyme B+ among Vδ2+CD26- T cells from allo-HCT patients (n=48) or HC (p=0.0001 

respectively). (I) Percentage of perforin+ among Vδ2+CD26+ T cells from allo-HCT patients 

(n=48) and HC (p=0.0003). (J) Percentage of granzyme B+ among Vδ2+CD26+ T cells from 

allo-HCT patients (n=48) and HC (p<0.0001). Samples from healthy controls serve as baseline 

reference (HC, n=11). Each dot represents a single patient; error bars represent median with 

interquartile range.  

 

Figure 4: Correlation between MAIT cell frequency and Vδ2+ T cells or Vδ2+CD26+ T 

cells among peripheral blood CD3+ T lymphocytes from allo-HCT patients at day 20-30. 

Frequency of MAIT cells and Vδ2+ T cells (A) or Vδ2+CD26+ T cells (B) analyzed as 

continuous variables, (Pearson correlation, n=76, R=0.499, p<0.0001 and R=0.479, p<0.0001 

respectively). 

 

Figure 5: Frequency of circulating Vδ2+CD26+ T cells early after allo-HCT was associated 

with better clinical outcome. 

(A, B, C) Kaplan-Meier analysis of GRFS, OS, and DFS of allo-HCT patients according to 

CD26 expression by Vδ2+ T cells (n=76, p=0.004, p=0.05, p=0.03 respectively). (D) 

Cumulative incidence of aGvHD according to CD26 expression by Vδ2+ T cells in allo-HCT 

(n=73, p=0.99). (E) Cumulative incidence of NRM according to CD26 expression by Vδ2 T 

cells in allo-HCT (n=74, p=0.25). (F) Cumulative incidence of relapse according to CD26 

expression by Vδ2+ T cells in allo-HCT (n=72, p=0.24). For cumulative incidence of aGvHD, 

relapse, and NRM, groups were compared using Gray's test. For DFS, GRFS, and OS groups 
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were compared using the log-rank test. Cutoff values were evaluated by constructing ROC 

curves of GRFS and then calculating the area under the curve. NRM: non-relapse mortality, 

OS: overall survival, DFS: Disease-free survival, GRFS: GvHD relapse-free survival, aGvHD: 

Acute graft versus host diseases. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 

 

 

 

Figure 5 
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Legends  

 
Supplemental figure 1: Cytotoxicity profile of MAIT cells in allo-HCT patients. 

(A) Percentage of granzyme B in MAIT cells according to GvHD grade of allo-CSH patients 

at day 20-30 post transplantation (n=51, p=0.9). (B) Percentage of perforin in MAIT cells 

according to GvHD grade of allo-CSH patients at day 20-30 post transplantation (n=53, p=0.8). 

Each dot represents a single patient; error bars represent median with interquartile range.  

 

Supplemental figure 2: Impact of MAIT cell circulating at day 30 after transplantation 

on clinical events in allo-HCT patients. 

(A)  Cumulative incidence of aGvHD in allo-HCT patients according to the percentage of 

MAIT cells on day 20-30 post-transplantation (n=75, p=0.9). (B) Cumulative incidence of 

relapse in allo-HCT patients according to the percentage of MAIT cells in day 20-30 post-

transplantation (n=74, p=0,16). (C) Cumulative incidence of NRM in allo-HCT patients 

according to the percentage of MAIT cells in day 20-30 post-transplantation (n=76, p=0.08). 

(D) Cumulative incidence of relapse in allo-HCT patients according to the percentage of 

granzyme B in MAIT cell at day 20-30 post-transplantation (n=51, p=0.05). (E) Cumulative 

incidence of NRM according to the percentage of granzyme B expressed by MAIT cell in day 

30 post transplantation (n=51, p=0,5). Groups were compared using Gray's test. Cutoff values 

were evaluated by constructing ROC curves of GRFS and then calculating the area under the 

curve. aGvHD: Graft versus host diseases, NRM: Non-relapse mortality. 

 

Supplemental figure 3: Cytokine profile of Vδ2+ T cells in allo-HCT patients and healthy 

controls. 

(A) Percentage of IFN-+ in Vδ2+CD26+ T cells from allo-HCT patients (n=18) or HC (p=0.5). 

(B) Percentage of IFN-+ in Vδ2+CD26- T cells from allo-HCT patients (n=18) or HC (p=0.6). 

Samples from healthy controls serve as baseline reference (HC n=4). Each dot represents a 

single patient; error bars represent median with interquartile range.  

 

Supplemental Figure 4: Impact of Vδ2+T cell circulating at day 30 after transplantation 

on clinical events in allo-HCT patients. 

(A, B, C) Kaplan-Meier analysis for GRFS, OS, DFS of allo-HCT patients according to MAIT 

cells frequency (n=76, p=0.008, p=0.037, p=0.019 respectively). 
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 (D) Cumulative incidence of relapse in allo-HCT patients according to the percentage of Vδ2 

T cells in day 20-30 post-transplantation (n=74, p=0.04). (E)  Cumulative incidence of aGvHD 

in allo-HCT patients according to the percentage of Vδ2+ T cells on day 20-30 post-

transplantation (n=75, p=0.056). (E)  Cumulative incidence of NRM in allo-HCT patients 

according to the percentage of Vδ2 T cells in day 20-30 post-transplantation (n=76, p=0.4). For 

cumulative incidence of aGvHD, relapse, and NRM, groups were compared using Gray's test. 

For DFS, GRFS, and OS groups were compared using the log-rank test. Cutoff values were 

evaluated by constructing ROC curves of GRFS and then calculating the area under the curve. 

NRM: non-relapse mortality, OS: overall survival, DFS: Disease-free survival, GRFS: GvHD 

relapse-free survival, aGvHD: Acute graft versus host diseases. 

 

Supplemental Figure 5: Cytotoxicity profile of Vδ2+ T cell at day 20-30 after allo-HCT 

impacts the NRM  

(A, B) Cumulative incidence of NRM in allo-HCT patients according to frequency of perforin 

and granzyme B among Vδ2+ T cells (n=56). (C, D) Cumulative incidence of relapse in allo-

HCT patients according to frequency of perforin+ and granzyme B+ among Vδ2+ T cells (n=56, 

p=0.027 and p=0.041 respectively). Groups were compared using Gray's test. Cutoff values 

were evaluated by constructing ROC curves of GRFS and then calculating the area under the 

curve. 
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Supplemental figure 5 
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1. Le venetoclax, une stratégie thérapeutique prometteuse qui n'impacte pas l'effet 

GvL 

Malgré l’amélioration des résultats des patients après allo-CSH, la rechute de l’hémopathie 

sous-jacente, ainsi que la GvHD restent les principales causes de morbidité et de mortalité. 

Actuellement, la prévention et le traitement de la GvHD aiguë consistent principalement à 

inhiber l'activation des LT ou à augmenter la proportion de certaines sous-populations de 

cellules immunorégulatrices (301). Étant donné que les traitements contre la GvHD et ceux à 

visée anti-leucémique sont souvent contradictoires dans la pratique clinique, de nombreuses 

études se sont concentrées sur la manière d'induire une tolérance immunitaire appropriée après 

allo-CSH pour réduire l'incidence de la GvHD tout en préservant ou même en améliorant l’effet 

GvL (302). 

Vu l’importance des LT dans l’effet GvL /GvHD, nous avons évalué dans la première partie de 

thèse l’impact du venetoclax sur la balance GvL/GvHD et en particulier son effet sur les LT. 

Nous n'avons pas observé d’effet du venetoclax sur la prolifération, ni sur l’apoptose des LT 

activés du fait de l’expression négligeable de Bcl-2, contrairement aux LB. Par ailleurs, comme 

le venetoclax peut induire l’apoptose des LB, leur déplétion induite par le venetoclax pourrait 

contribuer à la prévention de la GvHD chronique. Comme le venetoclax n’affecte pas les LT, 

son utilisation pourrait être combinée avec d’autres stratégies thérapeutiques dont l’efficacité 

est basée sur les LT comme les DLI qui renforcent l’effet GvL dans la prévention ou le 

traitement de la rechute après allo-CSH. Enfin, il serait intéressant de suivre le profil 

immunitaire des patients allo-CSH traités par venetoclax et azacitidine pour le traitement de la 

rechute. C’est ce que nous avions envisagé de réaliser, mais malheureusement, nous n’avons eu 

accès qu’à un nombre limité de prélèvements de patients ayant reçu ce type de traitement dans 

le service d’hématologie de l’hôpital Saint-Antoine, et nous n’avons pas été en mesure 

d’apporter des informations nouvelles quant au profil immunitaire post-traitement.  

• Nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de la rechute  

Avec l'expansion remarquable de la gamme d'options thérapeutiques pour les hémopathies 

malignes, il est devenu évident que les thérapies d'entretien pourraient être cruciales pour 

soutenir et stimuler les effets immunothérapeutiques de l'allo-CSH (303). 
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Les stratégies d'entretien ont été étudiées récemment dans de nombreux essais visant à prévenir 

les rechutes. En dehors du venetoclax, plusieurs autres drogues ont été évaluées dans le contexte 

post-allo-CSH, notamment l'AHM seul ou en association avec des inhibiteurs de FLT3, 

d'IDH1/2 ou encore d'histone-désacétylase (HDAC) (6). D'autres agents sont à l'étude dans le 

but de prévenir les rechutes après allo-CSH. Le monalizumab, un anticorps monoclonal IgG4, 

est un inhibiteur du point de contrôle NKG2A. Il améliore l'effet GvL médié par les cellules 

NK sans augmenter le risque de GvHD (304).  

Des études récentes ont exploré le rôle de l'inhibition des points de contrôle dans le traitement 

des hémopathies malignes récidivantes après allo-CSH. Dans ce contexte, un essai de phase 

I/Ib a montré que le blocage de CTLA-4 par l’ipilimumab permettait d'obtenir des réponses 

durables en cas de rechute de la maladie hématologique après allo-CSH (305). L'utilisation 

optimale du blocage des points de contrôle dans les hémopathies malignes avant, pendant et 

après allo-CSH reste un domaine de recherche actif, aidé de manière significative par une 

compréhension fondamentale du rôle de ces voies dans la médiation des réponses immunitaires 

antitumorales. 

Enfin , les thérapies adoptives innovantes à base de LT ont fait de grands progrès ces dernières 

années, comme l’immunothérapie par cellules CAR-T qui offre des traitements potentiellement 

curatifs pour la LAL-B et les lymphomes en rechute ou réfractaires, en ciblant spécifiquement 

des antigènes tumoraux (306,307). Les cellules CAR-T allogéniques et autologues ciblant le 

CD19 ont été utilisées dans des essais cliniques pour traiter les rechutes après allo-CSH, 

notamment pour la rechute de la LAL-B, avec un taux de RC de plus de 80%  (307,308). La 

thérapie cellulaire CAR-T dans la LAM en revanche reste du domaine de la recherche (309).  

2. Les LT non conventionnels et leur rôle en allo-CSH  

Dans la deuxième partie de la thèse, nous avons étudié le rôle des LT non conventionnels après 

allo-CSH. L’importance de la reconstitution immunitaire a un impact considérable sur le 

devenir des patients après allo-CSH. Ainsi comme nous l’avons vu précédemment, le retard de 

reconstitution des cellules immunitaires est corrélé à une augmentation de la rechute et à des 

infections.  

Notre étude sur l’impact des cellules MAIT et des LT γδ apporte un nouveau regard quant à 

leur profil d’activation et de cytotoxicité après allo-CSH. Nous avons montré que la fréquence 

des cellules MAIT chez les patients à des temps précoces après allo-CSH est associée à une 
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meilleure survie sans GvHD et sans rechute (GRFS), et une amélioration de la OS et DFS. Ces 

résultats sont en accord avec les données publiées sur l’effet bénéfique de cellules MAIT après 

allo-CSH. En plus de leur fréquence, le profil d’activation des cellules MAIT a aussi un impact 

sur l’incidence de GvHD aiguë. Notre étude corrobore les données publiées récemment quant 

à leur effet bénéfique dans un contexte d’allo-CSH.  

Plusieurs études montrent que le développement et la fonction des cellules MAIT est modulée 

par le microbiote intestinal (chapitre V). Il est donc probable que l’état de dysbiose caractérisant 

les patients allogreffés influence les cellules MAIT précocement après la greffe. La question de 

l’interaction entre le microbiote intestinal, les lésions de la muqueuse intestinale et les cellules 

MAIT, et leur impact sur la GvHD reste donc importante. Il est intéressant de noter que la 

reconstitution rapide des cellules MAIT après la transplantation est associée à l'augmentation 

de l'abondance de certaines souches bactériennes comme Blautia et Bifidobacterium, qui 

pourraient alors activer les cellules MAIT par la voie MR1/TCR-dépendante, via les 

métabolites produits  (190,310). La (Figure 15) montre l’interaction entre les cellules MAIT et 

le microbiote intestinal dans un contexte de GvHD intestinale (311). Malheureusement, dans 

notre étude, nous n’avons pas été en mesure d’évaluer le lien entre le microbiote et la fréquence 

ou la fonction des MAIT chez les patients, car les prélèvements de selles de patients dont nous 

disposions étaient trop restreints pour effectuer ce type d’analyse et de corrélations.  

Comme il a été démontré que la perturbation du microbiote intestinal avait un impact négatif 

sur l’allo-CSH, et que la FMT peut être une  stratégie pour reconstituer le microbiote intestinal 

chez les receveurs d'une allogreffe (278), il serait intéressant  de voir si les cellules MAIT sont 

restaurées quantitativement après FMT.  
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Figure 15. Rôle des cellules MAIT dans la reconnaissance des métabolites microbiens 

régulant la GvHD intestinale 

Köhler, and Zeiser, Frontiers in Immunology 2019 

Comme les cellules MAIT, les LT γδ jouent un rôle important après allo-CSH. Les études des 

LT γδ Vδ2 dans le contexte de l’allo-CSH n’ont pas abordé l’impact de l’expression de CD26. 

Dans notre travail, nous rapportons que les patients ayant des niveaux élevés de LT Vδ2 

exprimant CD26 ont une meilleure OS, GRFS et DFS. Cela montre l’importance de cette sous-

population de LT Vδ2+ sur la réussite de l’allo-CSH. Il a été rapporté récemment que les LT 

Vδ2+CD26+ étaient apparentés fonctionnellement aux cellules MAIT (312) Leur interaction ou 

le lien avec le microbiote n’est pas encore bien établi et mériterait d’être plus étudié.  

L'effet positif des LT Vδ2+ sur le succès de l'allo-CSH résulte probablement de leurs propriétés 

anti-infectieuses et/ou antitumorales après allo-CSH, ainsi les approches visant à les activer in 

vivo ou à les développer in vitro, pourraient offrir des stratégies thérapeutiques prometteuses 

pour prévenir ou traiter la rechute après allo-CSH.  
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L’ensemble de ces travaux de thèse ont abordé différents aspects de la complexité de la 

thérapeutique de l’allo-CSH. Une meilleure connaissance des interactions complexes entre le 

microbiote intestinal, les cellules immunitaires et la réponse aux drogues cytotoxiques ou 

immunomodulatrices permettra d’avancer sur le plan thérapeutique pour le bénéfice des 

patients.  
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A. Rôle du microbiote fongique dans l’allo-CSH 

En dehors des bactéries, d’autres types de microorganismes colonisent le tube digestif, 

notamment les champignons. Un déséquilibre de la flore digestive fungique a été mis en 

évidence dans plusieurs pathologies telles que la cirrhose (313) ou les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (314). Il a été récemment mis en évidence un lien entre le microbiote 

fungique digestif et le système immunitaire. En particulier, à l’état physiologique, les 

phagocytes mononucléés de la muqueuse digestive et les cellules dendritiques en particulier, 

phagocytent les champignons du tube digestif et vont activer les lymphocytes Th17 (315). De 

plus, certaines pathologies sont associées à un déséquilibre de la flore digestive bactérienne et 

fungique (20). Une expansion de certains champignons comme le Candida albicans peut alors 

directement interagir avec les cellules épithéliales intestinales. Des études in vitro ont montré 

que la forme filamenteuse de Candida albicans induit des lésions au niveau des cellules 

épithéliales intestinales via la production de la toxine candidalysin (316). De plus, Candida 

albicans peut induire l’expansion de lymphocytes Th17 spécifiques d’antigènes fungiques qui 

peuvent reconnaitre de façon croisée d’autres champignons tels que l’Aspergillus fumigatus, et 

qui sont augmentés dans différentes pathologies inflammatoires ciblant la muqueuse digestive 

ou les poumons (317). 

En outre, d'autres données soulignent l'importance des champignons sur le devenir des patients 

après allo-CSH. Une maladie fongique invasive est un facteur de risque indépendant pour la 

survie à long terme. Néanmoins, les changements potentiels du microbiote fongique de l'intestin 

dans le cadre d'une allogreffe sont rares. Chez l'homme, la colonisation par Candida spp. au 

moment de l'allogreffe a été associée à une incidence accrue de GvHD aiguë de grade II-IV 

(318). Malard et al ont montré une association entre l'abondance relative de C albicans dans les 

selles et une diminution de la survie globale, et de la survie sans maladie et sans rechute dans 

une cohorte de patients ayant eu une allogreffe (319). 

L'augmentation de C albicans a également été associée à la non-réponse à la transplantation de 

microbiote fécal dans le traitement de l'infection récurrente à Clostridioides difficile (320) . Il 

est intéressant de noter que l'augmentation de l'abondance de Candida avant la FMT est 

associée à une meilleure réponse à la FMT dans le cas de la colite ulcéreuse(321) .  

En outre, une augmentation de l'abondance relative de Candida spp. a été signalée à la suite 

d'un traitement antibiotique  ce qui suggère un lien entre l'effet néfaste des antibiotiques à large 

spectre après une allogreffe, la dysbiose du microbiote intestinal et C. albicans (252,319). Cela 



 

 

 

 

123 

soulève la question de la manipulation du microbiote intestinal, telle que la FMT, qui devrait 

modifier non seulement le microbiote bactérien, mais aussi le microbiote fongique, afin de 

corriger les altérations et d'améliorer les résultats des patients après allo-CSH. 

En revanche le lien physiopathologique entre cette dysbiose fungique et la clinique reste à 

établir. L’objectif de ce travail a consisté à développer une approche expérimentale nous 

permettant de comprendre le rôle des interactions des champignons avec les CPA dans l’allo 

réactivité.  

 

Approche expérimentale et résultats : 

Nous avons généré des cellules dendritiques dérivées de monocytes (Mo-DC) in vitro à partir 

de monocytes de donneurs sains et en les cultivant en présence de GM-CSF et IL-4 pendant 5 

jours, puis nous les avons incubées avec des souches de champignons et analysé ensuite le 

phénotype et le profil de sécrétion de cytokines par les Mo-DC, notamment IL-12. Trois 

souches de champignons inactivées ont été utilisées, Candida albicans (C.albicans), 

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), et Malassezia furfur (M.furfur). Les souches ont été 

fournies par le Dr Lavie-Richard, équipe Immunité et microbiote intestinal à l’Institut National 

pour la Recherche Agronomique (INRA, Jouy en Josas, France) et mises à disposition après 

inactivation. En parallèle, nous avons utilisé des extraits commerciaux dérivés de Malassezia 

(furfurman) et les contrôle LPS, ligand de TLR-4 et R848, ligand de TLR7-8.  

 

 

Figure 1 : schéma expérimental de coculture des Mo-DC avec des champignons 

Les analyses de cytométrie de flux ont montré que Candida et saccharomyces permettent la 

maturation des Mo-DC en augmentant l’expression de CD86 (figure 2a-d). Par contre, nous 
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avons rencontré des problèmes avec l’analyse des effets de Malassezia sur les Mo-DC. En effet, 

Malassezia forme des agrégats très compacts qui affectent ensuite la viabilité des Mo-DC, nous 

empêchant de réaliser les études phénotypiques et fonctionnelles, et ceci même après 

sonication. Nous avons alors testé l’extrait commercial de Malassezia (furfurman) sur les Mo-

DC. Nous n’avons pas observé de modification de l’expression de CD86, CD1a, CCR7, PD-L1 

par les MO-DC (figure 2), ni de sécrétion d’IL-12 par les Mo-DC contrairement à ce qu’on 

observe avec l’incubation de Candida ou Saccharomyces cerevisiae (Figure 2B).  

Au vu de ces résultats décevants et des difficultés techniques inhérentes à l’utilisation de 

champignons, nous avons décidé d’abandonner ce projet. 
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Figure 2: Effet des différentes souches de champignons et de furfurman sur les Mo-DCs. 

A : représentation graphique des analyses de cytométrie en flux montrant l’expression de 

différentes protéines de surface CD80 (a), CCR7 (b), CD1a (c), PD-L1 (d), sur les Mo-DC 

cultivées pendant les dernières 24h sans antigène (CT), avec LPS, R848, avec les trois souches 

de champignons : Saccharomyces Cerevisiae (SAC) Candida Albicans (CAN) et Malassezia 

Furfur (MAL) aux concentrations spécifiées (MOI : 5) ou avec différentes concentrations de 

furfurman. Le graphique représente les RFI de l’expression de protéines de surface obtenues 

pour 3 expériences.  
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B : concentration d’IL-12 dans les surnageants de culture de MO-DCs avec les différentes 

souches de champignons et de furfurman à différentes concentrations pendant 24h (n=3) 
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Résumé : 

 

L’allogreffe de cellules hématopoïétiques (allo-CH) est un traitement curatif de nombreuses 

hémopathies malignes et non malignes. La prévention de la rechute hématologique, des 

infections post-transplantation et de la maladie du greffon contre l'hôte (GvHD) est un défi 

majeur après allo-CH. Par conséquent, le développement de stratégies thérapeutiques sûres et 

efficaces pour prévenir ou traiter les rechutes est essentielle. Le venetoclax, un inhibiteur de 

Bcl-2, associé à un agent hypométhylant a montré son efficacité dans la leucémie aigüe 

myéloide (LAM) en rechute ou réfractaire. Dans notre première étude, nous avons mis en 

évidence l’absence d’effet délétère du venetoclax sur la prolifération des LT in vitro, cela 

permet l’utilisation du venetoclax pour prévenir ou traiter la rechute de la LAM après allo-CH, 

sans avoir un impact négatif sur l'effet du greffon contre la leucémie médiée par les LT. D’autre 

part, la reconstitution de lymphocytes T (LT) non conventionnels semble avoir un rôle 

immunomodulateur important après allo-CH. Dans une seconde étude, nous avons donc évalué 

l’influence de la reconstitution des LT non conventionnels, notamment les LT invariants 

associés aux muqueuses (MAIT) et les LT TCR , notamment Vδ2+, dans le résultat de l'allo-

CH dans une série de 76 patients. Nous avons montré que la reconstitution des MAIT au cours 

du premier mois après allo-CH ainsi que leur profil d'activation et de cytotoxicité a un impact 

favorable sur l'incidence de la GvHD aigüe. Nous avons aussi montré que la sous-population 

de LT TCRVδ2+ exprimant fortement CD26 a un effet favorable sur les évènements cliniques 

chez ces patients.  Ces travaux vont permettre de proposer de nouvelles approches 

thérapeutiques afin d’améliorer l’efficacité du traitement par allo-CH.  

Mots clés : Allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, Réaction de greffon contre la leucémie, 

médicaments immunomodulateurs, Venetoclax, Lymphocyte T Gamma-Delta, Lymphocyte T 

invariantes associées aux muqueuses. 

Abstract: 

 

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) is a curative treatment for many 

hematologic malignant and non-malignant diseases. Prevention of hematologic relapse, post-

transplant infections and graft-versus-host disease (GvHD) is a major challenge after allo-HCT. 

Therefore, the development of safe and effective therapeutic strategies to prevent or treat 

relapse is essential. Venetoclax, a Bcl-2 inhibitor, combined with a hypomethylating agent has 

shown efficacy in relapsed or refractory acute myeloid leukemia (AML). In a first study, we 

demonstrated the absence of deleterious effect of venetoclax on T cell proliferation in vitro, 

allowing the use of venetoclax to prevent or treat relapsed AML after allo-HCT without having 

a negative effect on the graft versus leukemia effect mediated by T cells. Moreover, the 

reconstitution of unconventional T cells appears to have an important immunomodulatory 

function after allo-HCT. Therefore, in a second study, we evaluated the influence of the 

reconstitution of unconventional T cells, especially mucosal-associated invariant T cells 

(MAIT), as well as TCR  T cells, on the outcome after allo-HCT, in 76 patients treated by 

allo-HCT. We showed that MAIT cells reconstitution during the first month after allo-HCT as 

well as their activation and cytotoxic profile could have a favorable impact on the incidence of 

acute GvHD. Furthermore, we reported that the subset CD26+TCRVδ2+ T cells could have a 

beneficial impact on outcome of patients after allo-HCT.  Our results provide perspectives for 

the development of new therapeutic approaches in order to improve the efficacy of allo-HCT. 

Keywords: Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation, Graft-Versus-Leukemia 

Reaction, Immunomodulatory Drugs, Venetoclax, Gamma-Delta T-cell, Mucosal-Associated 

Invariant T cells. 


