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INTRODUCTION



I-L ’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1. Définition

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) est une thérapie
efficace et curatrice pour de nombreuses hémopathies malignes ainsi que des maladies non
malignes de la moelle osseuse et du systéme immunitaire. Son principe repose sur
I’administration au patient d’un conditionnement comportant une chimiothérapie associée ou
non a une radiothérapie, suivie par D’injection d’un greffon de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) allogéniques (Figure 1). En Europe, environ 20 000 allogreffes de
CSH sont réalisées chaque année. Avec le progrés des modalités de transplantation et de prise
en charge des patients, les résultats de I’allo-CSH sont de plus en plus encourageants avec des

taux de mortalité non liée a la rechute (NRM) de plus en plus réduits [1].

Patient

(age, sexe, CMV,

comorbidités... )

Prophylaxie de

Conditionnement la rechute Effets

tardifs

— PECde | PECde

Hémopathies 3 la GYHD | la GvHD

aigué |chronique

rr I T T T T

0 +14 21 +100 >180
Complications T
précoces

Prophylaxie de la GvHD et
soins de support

Figure 1: Procédure de greffe de cellules souches hématopoiétiques

(PEC : Prise en charge)

2. Historique

La sélection de la source de cellules souches est une considération importante et a
considérablement évolué depuis que la moelle osseuse a été utilisée comme source de cellules
souches lors de la premiére CSH allogénique réussie en 1968 [2]. La moelle osseuse est restée
la seule source de cellules souches pour les deux décennies suivantes jusqu'a ce que des travaux
expérimentaux ont démontré que les cellules souches du sang périphérique (PBSC) peuvent
étre enrichies par un prétraitement avec certains agents chimiothérapeutiques et des facteurs de

croissance hématopoiétiques [3], [4], [5], ce qui a conduit a la premiere greffe de cellules



souches du sang périphérique en 1986 [6]. Parallelement, la reconnaissance du sang de cordon
ombilical comme une source riche de cellules souches [7] a conduit a I'utilisation réussie du
sang de cordon comme troisi¢me source de cellules souches pour les CSH allogéniques a la
fin des années 80 [8]. Suite a l'introduction de cellules souches du sang périphérique collectées
par aphérése, son utilisation a considérablement évolué, et, au début des années 2000, elle avait
dépassé la moelle osseuse en tant que principale source de cellules souches pour les greffes de
cellules hématopoiétiques chez les adultes [9]. Cette tendance a continué¢ a augmenter, le sang
périphérique étant de loin la source de cellules souches la plus communément utilisée,
maintenant employée dans plus de 80 % des greffes de cellules hématopoiétiques allogéniques
chez les adultes a travers le monde [10].

La réalisation d’une greffe de cellules souches du sang périphérique permet de collecter une
quantité importante de cellules souches CD34 du donneur. Cela contribue a une prise de greffe
et a une reconstitution immunitaire plus rapide, entrainant des taux plus faibles de rejet de
greffe et moins de complications infectieuses. De plus, le nombre plus ¢élevé de cellules T dans
la greffe peut favoriser la greffe, en particulier avec un conditionnement de faible intensité, et

peut renforcer I'effet de greffe contre leucémie (GvL) dans les maladies malignes.

3. Les indications de I’allo-CSH

Les indications de ’allo-CSH sont en évolution permanente grace aux progres apportés par les
nouvelles thérapeutiques et grace a une meilleure identification de nouveaux facteurs
pronostiques des différentes maladies. Elles incluent surtout les leucémies aigués
my¢loblastiques et lymphoblastiques, mais aussi les myélodysplasies et myélofibroses,
certaines hémopathies lymphoides, les aplasies médullaires, les hémoglobinopathies sévéres et
les déficits immunitaires combinés séveres. L’activité de greffe de CSH est en progression
constante, avec prés d’un million de greffe de CSH réalisées dans le monde en 2022 tant

autologues qu’allogéniques selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS).

4. Le conditionnement

Le conditionnement est le régime préparatoire administré aux patients subissant une greffe de
cellules hématopoiétiques avant l'infusion du greffon de cellules souches. Historiquement, le
conditionnement visait a éradiquer les cellules tumorales dans le cas d'une allo-CSH pour une
hémopathie maligne et a fournir une immunosuppression suffisante, afin d'assurer la prise de

greffe et prévenir a la fois le rejet et la maladie du greffon contre 1'hote (GvHD).



Le conditionnement comprend deux composantes : la myélodéplétion, ciblant les cellules
souches de I'hote, et la lymphodéplétion, qui cible le systetme lymphoide de I'hote. Les
intensités relatives de myélosuppression et d'immunosuppression varient entre les différents
régimes. Certains agents utilisés dans le conditionnement sont davantage my¢loablateurs,
comme le melphalan (MEL) ou le busulfan (BU), tandis que d'autres sont plus
lymphodépléteurs, comme la fludarabine (FLU) ou le cyclophosphamide (CY). Le
conditionnement pré-transplantation peut inclure une irradiation corporelle totale (TBI) (qui
offre a la fois de la myélosuppression et de I'immunosuppression) ou, dans des cas rares et
spécifiques, d'autres types d'irradiation comme l'irradiation lymphoide totale. Alternativement,
le conditionnement pré-greffe peut ne pas inclure de radiation, ne comprenant que de la

chimiothérapie.

Depuis I’introduction de la greffe allogénique, la cytotoxicité associée a cette approche reste
I’une des limitations majeures. Au début des années 90, il a été¢ montré que la GvHD était initi¢e
par le relargage de cytokines pro-inflammatoires induites par la cytotoxicit¢ du
conditionnement [11]. Ainsi, afin de diminuer I’incidence de la GvHD, I’hypothése de réduire
cette cascade cytokinique liée au conditionnement est parue et a ét¢ confirmée quand des
conditionnements basés sur I’immunosuppression plutdt que sur la myéloablation ont été
utilisés par différentes équipes, définissant ainsi les conditionnements non myéloablateurs et
les conditionnements d’intensité réduite. De plus, au cours des années il a ét€ montré qu’une
my¢loablation importante peut étre effectuée sans étre associée a une forte toxicité, définissant

les conditionnements a toxicité réduite.

Les premiers protocoles de conditionnement étaient myé¢loablateurs (MAC), reposant sur
I’utilisation du protocole CY/TBI (CY intraveineux a 60 mg/kg pendant 2 jours, suivi d'une
TBI de 12 Gy) ou le protocole BU/CY (BU oral a 4 mg/kg pendant 4 jours et CY a 60 mg/kg
pendant 2 jours). Cependant, le MAC est associé a une toxicité significative liée aux organes
et a la greffe, ce qui limite 'allo-CSH aux patients plus jeunes en bonnes conditions médicales,

généralement jusqu'a I'age de 55 ans.

Au cours des deux dernieres décennies, des schémas de conditionnement non myéloablateurs
(NMA), de conditionnement a intensité réduite (RIC), et de conditionnement a toxicité réduite
(RTC) ont été développés, ayant comme objectif de diminuer la toxicité pour les organes et la

mortalité liée a la greffe (TRM), tout en conservant l'effet anti-tumoral et en permettant 1'allo-
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CSH chez des patients fragiles et agés. Ces conditionnements sont relativement moins toxiques
et plus tolérables, congus non pas pour éradiquer complétement la tumeur, mais plutdt pour
fournir une immunosuppression suffisante pour favoriser la prise de greffe et permettre

I'induction de la GvL.

Le Tableau 1 résume les principales études randomisées publiées ces dernieres années, qui
comparent différents types de conditionnement d’intensités différentes. Les intensités relatives
des différents schémas de conditionnement individuels varient considérablement en ce qui
concerne leurs propriétés immunosuppressives et myélosuppressives (Figure 2). Le
conditionnement optimal peut étre choisi en fonction de 1'age du patient et de son score de
comorbidité (y compris le risque de toxicité spécifique a un organe), de 1'état de la maladie au
moment de la transplantation, et du type de donneur (frére ou sceur, donneur non apparenté
assorti, ou donneurs alternatifs comme le sang de cordon ombilical ou les donneurs haplo-

identiques).
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Tableau 1:

Résumé des

études

randomisées

conditionnement d’intensités différentes

comparant différents types de

Auteur Maladie/age Conditionnement Outcome
BuCy meilleure RI
Lee et al. (2013) LAM (incidence de
BuCy 64 FluBu4 62
[12] Age 17-59 ans rechute) et OS,
méme effet sur NRM
FluBu4 moins de
Rambaldi et al. LAM BuCy 124 FluBu4 NRM -
, méme effet
MAC versus (2015) [13] Age 4065 ans 127
RTC sur RI et OS
Bornhéuser et al. LAM Cy/TBI 99 o
Outcomes similaires
(2012) [14] Age 18-60 ans Fluw/TBI8 99
TBI/VP16 212 .
Peters et al. (2021) LLA TBI moins de RI et
Fluw/TT/Bu 201 Or )
[15] Age 4-21 ans meilleure OS
flu//TT/Treo
Kroger et al. (2017) MDS S
BuCy 64 FluBu4 65 | Outcomes similaires
[16] Age 18-60 ans
MAC versus
MAC moins de RI,
RIC Scott et al. (2017)
(17] LAM/MDS MAC 135 RIC 137 NRM augmentée,
meilleure OS
Différents Maladies
) FluBu2 moins de RI,
RIC Blaise et al. (2013) hématologiques Flu/Bu2 69
NRM augmentée,
[18] malignes Fluw/TBI2 70
méme effet sur NRM
Non-¢éligible au MAC
Beelen et al. (2020) LAM/MDS Flu/Treo10 221 Flu/Treo moins de
[19] Non-¢éligible au MAC Flu/Bu2 240 NRM, meilleure OS
Craddock et al. LAM/MDS RIC 122 FLAMSA

(2021) [20]

Non-¢éligible au MAC

122 /RIC

Outcomes similaires
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Figure 2: Classification des conditionnements

Sandmaier BM et al., Biol Blood Marrow Transplant, 2007 [21]

5. Effet anti-tumoral de I’allo-CSH

Dés 1956, des recherches ont montré I'impact bénéfique de l'allo-CSH sur les tumeurs, connu
sous le nom d'effet "Graft versus Tumor" (GvT) ou "Graft versus Leukemia" (GvL), a travers
des études menées sur des modeles murins [22]. Cet effet est di aux lymphocytes T (LT) du
donneur qui reconnaissent et détruisent les cellules malignes résiduelles du receveur. Ainsi, ces
recherches ont démontré pour la premiere fois I'effet GvL lors de 1'éradication des cellules
leucémiques chez des souris irradiées recevant une greffe allogénique non-syngénique [23].
Ces découvertes ont ensuite conduit a des expériences ou des lymphocytes de donneur (DLI)
ont été transfusés aux patients ayant regu une greffe de CSH et présentant une rechute, malgré
les complications graves telles que la GVHD [24]. Depuis ces débuts, 1'effet GvL des DLI été
largement étudi¢, mettant en évidence des réponses tumorales complétes, en particulier dans le

contexte de la leucémie myéloide chronique.

En plus des cellules présentatrices d'antigénes (CPA), les lymphocytes T CD4+, CD8+, les
lymphocytes NK et les cellules dendritiques jouent un rdle essentiel dans l'effet GvL [25].
L’importance des lymphocytes T dans l'effet GvL a été observé lorsque les patients recevant

des greffons déplétés en lymphocytes T présentaient un risque accru de rechute.
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Les cibles de 1'effet GvL sont principalement les antigénes mineurs d'histocompatibilité et les
peptides polymorphiques présentés par les molécules HLA des cellules du receveur. Ces
antigénes mineurs d'histocompatibilit¢é sont immunogénes en raison du polymorphisme

nucléotidique dans les génes homologues du donneur ou du receveur.

Lorsque les lymphocytes T du donneur sont activés par un antigéne mineur d'histocompatibilité
du receveur, ils déclenchent a la fois un effet GvL et une GvHD. En revanche, si les
lymphocytes T sont activés par un antigene mineur d'histocompatibilité exprimé uniquement a
la surface des cellules hématopoiétiques du receveur, seul un effet GvL est observé [26]. De
plus, la production d'anticorps dirigés contre des génes du chromosome Y chez les patients
masculins ayant recu une greffe allogénique d'une donneuse féminine a également été associée
a l'effet GvL, réduisant le risque de rechute et augmentant le risque de GvHD chronique [27],

[28].

6. Complications de I’allo-CSH

Les complications rencontrées apres allogreffe sont nombreuses, et responsables d’une
morbidité mais également d’une mortalité importante. Si les complications infectieuses et la
GvHD sont au premier plan, d’autre complications peuvent survenir, a la phase précoce apres
allogreffe comme le syndrome d’obstruction sinusoidale, la microangiopathie thrombotiques

et les complications hémorragiques [1], [29], [30].

Les complications infectieuses sont liées a I’immunodépression consécutive a I’allo-CSH. La
phase initiale de neutropénie commence dés le début du conditionnement et se termine
généralement vers le jour +15 aprés allo-CSH. Pendant cette période, les patients sont exposés
a un risque accru d’infections bactériennes et fongiques en raison de la neutropénie et des
altérations des barri¢res anatomiques qui favorisent les translocations bactériennes. De plus, il
y aune diminution de I'immunité humorale et cellulaire. Les patients sont exposés aux bactéries

a Gram positif et négatif, les Candida spp. et le virus de I'herpes simplex.

Apres la sortie de ’aplasie et jusqu’au jour +100, le risque d’infection persiste, en raison du
déficit immunitaire, de 'asplénie fonctionnelle, qui peut étre exacerbée par le développement
d'une GvHD et de son traitement et de la présence continue des cathéters. Cela augmente la

prédisposition aux infections virales et fongiques, notamment, le cytomégalovirus (CMV), le
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virus Epstein-Barr, (EBV), I'adénovirus, le BKYV, le virus respiratoire syncytial, Pneumocystis

jiroveci, les Candida spp. et Aspergillus spp.

Apres J +100 post allo-CSH, les infections survenant sont fréquemment associées a la présence
d'une GvHD chronique. De plus, l'asplénie fonctionnelle persiste et est aggravée chez les
patients souffrant d'une GvHD. Les infections observées durant cette période sont souvent
attribuables a des bactéries encapsulées telles que Streptococcus pneumoniae et Haemophilus
influenzae, a Aspergillus spp., au virus de la varicelle-zona (VZV) ou encore au virus Epstein-

Barr, pouvant conduire a un syndrome lymphoprolifératif post-transplantation.

Apres une allo-CSH, des complications a long terme peuvent survenir, telles que des cancers
secondaires, des atteintes oculaires, cutanées, bucco-dentaires, des troubles endocriniens, des
complications cardiaques, rénales et hépatiques, ainsi que des problémes respiratoires. Un suivi
prolongé est essentiel pour prévenir ou traiter ces complications. Des progres ont été réalisés
dans la prévention des complications infectieuses et I'amélioration des conditionnements, mais
la GvHD reste une source majeure de complications nécessitant une meilleure compréhension

pour le développement de nouveaux traitements.

7. La réaction du greffon contre I'hote

Une complication potentiellement mortelle de 1’allo-CSH est la GVHD, qui se produit lorsque
les cellules immunocompétentes du donneur reconnaissent et attaquent les tissus de I’hote.
Malgré plus de 750 000 procédures de greffe réalisées dans le monde, la GvHD reste un
probléme complexe auquel les médecins sont confrontés quotidiennement.

La GvHD a été initialement observée dans des études sur des souris subissant une allo-CSH. A
une époque ou le systéeme HLA n'était pas bien compris, la GVHD était qualifiée de « maladie
secondaire » (secondaire a la récupération apres des dommages causés par l'irradiation) ou de
« maladie du raton ». Dans les années 1960, Billingham [31] a défini les critéres pour
I’apparition de cette maladie secondaire, a savoir, I'administration d'un greffon contenant des
cellules immunitaires compétentes, I’existence d’une disparit¢é immunologique entre le
receveur et le donneur et I’'administration du greffon a un receveur immunosupprimé incapable
de rejeter les cellules du greffon. Ces critéres ont par la suite ét¢ complétés par un quatriéme
critere, a savoir que les cellules immunitaires effectrices doivent migrer vers les tissus cibles

[32].
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Chez I’homme, il est communément admis qu'il existe deux formes de GvHD : la forme aigué
(aGvHD) et la forme chronique (cGvHD). La distinction initiale entre la GvHD aigué et la
GvHD chronique, basée sur le fait que la premiére se manifestait avant le 100°™ jour suivant
la transplantation de cellules souches et la seconde aprées, est devenue moins nette en raison de
l'apparition de symptomes de GVHD aigué au-dela du 100°™ jour suite aux RIC et/ou aprés des
DLI, généralement administrées apres le 100°™ jour). La distinction repose donc maintenant

sur la présentation clinique permettant d'établir le diagnostic (Figure 3) [33].

Acute GVHD Chronic GVHD

D100 after alloHCT At least 1 diagnostic criterion
or
1 distinctive criterion and
biopsy proof and exclusion
of other probable cause

J

cecores :
Qverlap Classic
" aGVHD cGVHD

Classic

Figure 3: Classification actuelle de la GVHD aigué et chronique

Malard F et al. Nature Reviews Disease Primers, 2023 [33]

7.1  GvHD aigué

La GvHD aigué€ (aGvHD) reste, directement ou indirectement, la principale cause de mortalité
non liée a la rechute a court terme aprés allo-CSH. La physiopathologie de la GVHD aigué a
¢té attribuée a un processus en trois phases comprenant, dans un premier temps, des dommages
tissulaires initiaux causés par le conditionnement, ce qui conduit a l'activation des cellules hotes

présentant des antigénes par des motifs moléculaires associés aux pathogeénes (PAMPs) et des
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motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs). Cette activation déclenche la phase
afférente avec l'activation et la prolifération des cellules T du donneur, puis méne a la phase
efférente, caractérisée par des dommages cytotoxiques causés par les récepteurs de cellules
immunoglobuliniques (KIR), entrainant la libération de cytokines inflammatoires telles que
l'interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), aboutissant & une
nécrose tissulaire [34] (Figure 4). Vue la place centrale des lymphocytes T dans la réponse
allogénique, la déplétion des cellules T du greffon se traduit par une suppression du risque de
GvHD, mais également par une augmentation du risque de rechute et par une diminution de la

prise de greffe [35].

L'action de ce processus pathogeéne dans l'induction de la GvHD aigué est partiellement
modulée par la présence de cellules capables d'inhiber la réponse immunitaire, telles que les
cellules T régulatrices (Tregs), les T regs de type 1, les cellules T invariantes de type NKT, et
les cellules my¢loides suppressives (MDSCs) [36], [37].

La GvHD aigué est une réponse immunologique provoquée par les cellules du donneur et
dirigée principalement contre les tissus du receveur, notamment la peau, le foie et le tractus

gastro-intestinal et qui s’observe entre deux et quatre semaines apres la greffe.

Comme la GVHD résulte d’une réaction allo-immune, le principal risque de survenue est li¢ a
la présence d'une disparité HLA augmentant la probabilité¢ d'une maladie plus sévere. D'autres
facteurs de risque incluent un age avancé du patient, l'utilisation de donneurs féminins pour des
receveurs masculins, lI'immunisation allo-antigénique préalable du donneur et le type de
prophylaxie contre la GvHD. Plusieurs études ont également identifi¢ des facteurs de risque
comme l'intensification du régime préparatoire, 1'utilisation de cellules souches périphériques
(CSP) plutot que la moelle osseuse, et la séropositivité du receveur au CMV.

Le traitement de premicre ligne repose sur 1’utilisation de stéroides.
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Figure 4: Physiopathologie de la GvHD aigué

Blazar B et al., Nature Reviews Immunology, 2012 [34]

7.2 GVHD chronique

La GvHD chronique constitue la principale source de mortalité a long terme non liée a la
rechute aprés une allo-CSH [38]. Sa prévalence est d'environ 50 % parmi I'ensemble des
patients ayant subi une allo-CSH et a augmenté au cours des vingt derniéres années en raison
de l'augmentation de 1'dge des patients et de l'utilisation croissante de donneurs non apparentés
et/ou incompatibles, des régimes RIC, des PBSC avec application de la prophylaxie standard
de la GvHD (inhibiteur de la calcineurine (CNI) + mycophénolate mofétil : MMF) ou le
méthotrexate (MTX) uniquement [39]. L'incidence de la cGVHD augmente avec
'augmentation de 1'age [40], [41].

La physiopathologie de la GvHD chronique différe de celle de la GvHD aigué et est
principalement caractérisée par des altérations des mécanismes de tolérance immunitaire qui
affectent 'immunité innée et adaptative. Les lymphocytes T et les lymphocytes B (LB) issus
du donneur, auto-réactifs et allo-réactifs, jouent un réle dans ce processus pathophysiologique
(Figure 5) [42]. D'autres facteurs pathophysiologiques incluent les présentations indirectes
d'allo-antigénes par le biais des cellules présentatrices d'antigenes dérivées du donneur, ainsi

que les mécanismes d'inflammation chronique avec formation ultérieure de cicatrices et de
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fibrose (Figure 6).Un aspect essentiel de la physiopathologie de la GvHD est la variabilité dans
la reconstitution immunitaire, qui est liée a 1'age et dépendante de la fonction thymique et des

hormones [41].
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Figure 5: Principaux facteurs influencant le développement de la GvHD chronique

Blazar B et al., Nature Reviews Immunology, 2012 [34]

Les principaux facteurs de risque pour la GvHD chronique sont : un donneur non apparenté ou
incompatible, 1'utilisation de cellules souches du sang périphérique comme source de greffon,
un age avancé tant pour le donneur que pour le patient, ainsi que des combinaisons impliquant
un donneur féminin et un receveur masculin [40]. L'élément le plus significatif est
généralement I'historique et la gravité de la GvHD aigué [43].

En plus des préjudices qu'elle provoque, la GVHD chronique a également un effet protecteur
anti-tumoral, puisque les patients souffrant de GVHD chronique ont des taux de récidive plus
bas de leur maladie maligne sous-jacente [38]. Ainsi, la survie globale des patients transplantés
pour des maladies malignes et développant une GVHD chronique 1égere est meilleure que celle
des patients sans GvHD chronique. Méme la survie globale des patients avec une GvHD
chronique modérée n'est pas différente de celle des patients sans cGvHD, car I'augmentation
légére de la mortalité liée a la GvHD chronique est compensée par une mortalité liée a la

maladie plus faible [44].
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Hill et al., Annual Review of Immunology, 2021 [45]

En revanche, il est important de noter que le taux de mortalité a long terme chez les patients
souffrant de GVHD chronique sévére peut s'élever jusqu'a 50 %. Il convient de souligner que
la gravité n'est pas aussi déterminante que certains facteurs de risque de déces, tels qu'un faible
taux de plaquettes au moment du diagnostic de la GvHD chronique, I'évolution directe de la
GvHD aigué vers la GvHD chronique (de maniére progressive), ainsi que certaines
manifestations organiques (atteinte pulmonaire, gastro-intestinale et cholestase hépatique)[38].
La GvHD chronique commence généralement entre 3 mois et 2 ans apres la greffe de CSH,
mais un début plus précoce (au moins 1 mois apres la transplantation) est possible [46].

Le traitement de premicre ligne consiste en des stéroides administrés seuls ou en combinaison

avec des CNI.
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II-Microbiote et allo-CSH
1. Apercu

Le microbiote, également appelé flore microbienne est un ensemble complexe de micro-
organismes tels que les bactéries, les virus, les levures, les archées et les champignons qui
résident naturellement dans un environnement spécifique [47] (Figure 7). Le corps humain
abrite plusieurs microbiotes dans des zones telles que la bouche, la peau, les poumons et le
vagin. Parmi ces microbiotes, la flore intestinale se distingue comme ['unité écologique
principale et la plus diversifiée. En effet, environ 90 % des bactéries de I'organisme résident
dans l'intestin, comprenant une variété de 160 a 200 especes différentes [48], [49], [50]. Avec
un poids pouvant atteindre jusqu'a 2 kilogrammes, le microbiote intestinal contient environ
600 000 geénes bactériens, soit 150 fois plus que le nombre de genes présents dans le génome

humain [51], [52], [53].

Le microbiote peut étre considéré comme un organe a part enti¢re, vivant en symbiose avec le
corps humain et remplissant une variété de fonctions vitales : le microbiote assure des fonctions

protectrices, structurales, immunitaires, métaboliques et de neuromodulation [53], [54].

Dés la naissance, le tube digestif d'un nouveau-né, initialement stérile in utero, commence a se
coloniser. Les premieres bactéries a coloniser le tube digestif sont des bactéries aérobies et
anaérobies facultatives, comprenant les entérobactéries, dont Escherichia coli, ainsi que des
Bifidobacteries d'origine fécale et des Lactobacilles d'origine vaginale maternelle [55]. On
retrouve également des Entérocoques et des Staphylocoques, qui consomment l'oxygéne et
permettent ainsi l'installation ultérieure de bactéries anaérobies strictes et de Lactobacilles. La
composition du microbiote intestinal se complexifie ensuite en fonction de I'environnement, de
l'alimentation et de 1'hygiéne, et atteint une maturité stable et similaire a celle du microbiote

adulte vers l'age de trois ans.
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Figure 7: Les principaux groupes taxonomiques du microbiote intestinal humain et le
niveau de domaine/royaume

A Shkoporov and C Hill, Cell Host Microbe, 2019 [56]

A I'age adulte, le microbiote intestinal est généralement stable. Toutefois, il peut connaitre des
variations temporaires en raison de différents facteurs externes comme le régime alimentaire,
les infections et la prise d'antibiotiques [57], [58]. En cas de perturbations, le microbiote a la
capacité de retrouver son état initial apres une période de 1 a 2 mois. Le microbiote a tendance
a s’appauvrir en vieillissant, cela est dii aux changements physiologiques liés a I’age, a une
diminution de I’immunité, a la prise des médicaments et a une alimentation souvent moins

variée.

Les techniques de séquengage d’ADN a haut débit ont permis d’analyser et de caractériser la
composition du microbiote intestinal, qui est propre a chaque individu [51], [59]. L'étude de la
composition du microbiote intestinal a été révolutionnée par 1'émergence d'une technologie
innovante : le séquencgage a haut débit (NGS). Cette méthode permet un s€quengage approfondi
du métagénome, non seulement des micro-organismes cultivés, mais surtout de ceux qui ne

peuvent pas €tre cultivés, issus des selles humaines [60]. Le microbiote dominant est constitué

22



de bactéries réparties en trois principaux phyla : Firmicutes (60-80 %), Bacteroidetes (15-30
%) et Actinobacteria (moins de 10 %) (Figure 8). D'autres groupes moins courants, comme les
Lactobacilles et Streptocoques (moins de 2 %) ou les Entérobactéries (moins de 1%), forment
le microbiote sous-dominant. Le microbiote transitoire comprend des bactéries en transit, telles

que des entérobactéries et des levures, réprimées par le tube digestif.
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Figure 8: Arbre phylogénétique des phyla bactériens composant le microbiote intestinal

Cheng et al., Current topics in microbiology and immunology, 2013 [61]

2. Notion d’eubiose-dysbiose

Dans des conditions physiologiques normales, 1'organisme cohabite en symbiose avec son
microbiote qui assure des fonctions essentielles a un équilibre optimal, un phénomeéne désigné
sous le terme d'eubiose. En revanche, en cas de conditions pathologiques, des perturbations
telles qu'une variation quantitative, fonctionnelle ou compositionnelle du microbiote peuvent

entrainer un déséquilibre, on parle de rupture de la symbiose avec 1’hote ou dysbiose. Cette

23



dysbiose est associée a de nombreuses pathologies [62], [63], [64]. La manipulation du
microbiote intestinal a été étudiée dans des études précliniques et cliniques dans le cadre de
maladies inflammatoires telles que la maladie inflammatoire chronique de 1'intestin (MICI), le

syndrome métabolique et la maladie coronarienne [65], [66].

Si les changements dans la flore intestinale sont temporaires et ne persistent pas, le microbiote
est capable de revenir a son état d’origine. Cela est désigné sous le terme de capacité¢ de
résilience du microbiote qui parvient a retrouver une structure similaire a celle qu’il avait
auparavant. En revanche, certaines perturbations peuvent provoquer des modifications

permanentes, altérant ainsi 1'état d'équilibre de la flore intestinale de maniére durable.

3. Dysbiose et systéme immunitaire

L'immunité innée et adaptative intestinale coordonnent et interagissent avec les symbiotes en
contribuant a 'homéostasie intestinale grace a 1'établissement d'une relation mutuellement
bénéfique en tolérant le microbiote symbiotique, et en conservant la capacité d'exercer une
réponse pro-inflammatoire envers les agents pathogénes invasifs. Le maintien de la symbiose
est essentiel pour la santé et le bien-étre. La perturbation du microbiote intestinal augmente la
susceptibilit¢ aux infections a travers plusieurs mécanismes, notamment en permettant
l'expansion de bactéries intestinales pathogenes, en préparant le systéme immunitaire a une
réponse pro-inflammatoire robuste, et en diminuant la production de produits microbiens

bénéfiques tels que les acides gras a chaine courte.

Le systéme immunitaire et le microbiote intestinal sont en interaction dynamique. Le systéme
immunitaire inné est stimulé par les molécules microbiennes détectées par les récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR), tels que les récepteurs de type Toll (TLR) ou les
récepteurs de type NOD (NLR), et contribue a réguler la colonisation intestinale [67]. En effet,
il a ét¢ démontré que le manque de TLRS, un récepteur de la flagelline, chez des modéles
murins, entralne une dysbiose associée a une translocation bactérienne vers les ganglions
lymphatiques mésentériques et un syndrome métabolique [68]. L'expression des TLR par les
cellules épithéliales est importante pour maintenir 1'intégrité de la barriére et promouvoir la
tolérance [69]. Les cellules lymphoides innées (ILC) sont des cellules issues de la lignée
lymphocytaire n'exprimant pas de récepteurs spécifiques aux antigénes. Les ILC se trouvent
dans la lamina propria et contribuent a I'homéostasie tissulaire. Il existe trois types d’ILC :

I’ILC1, I'ILC2 et ’ILC3 caractérisés par des facteurs de transcription spécifiques, T-bet,
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GATA3 et RORyt, respectivement [70]. Les ILC1 participent a I'immunité contre les virus, les
bactéries intracellulaires et les parasites. Les ILC2 jouent un rdle dans I'immunité contre les
helminthes et les ILC3 contribuent a la réponse immunitaire contre les bactéries extracellulaires
via la sécrétion des cytokines IL-17A et IL-22 qui stimulent la production de peptides

antimicrobiens par 1'épithélium [70].

I1 est donc essentiel de comprendre la symbiose et de développer les outils pour la surveiller
et I'ajuster finement afin de prévenir ou atténuer les risques, voire pour une utilisation dans les

thérapies visant a manipuler le microbiote.

4. Microbiote intestinal et allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Dé¢s les années 1970, I'impact des commensaux intestinaux sur les résultats des greffes de CSH
a été mis en évidence apres 'observation que les souris maintenues en conditions axéniques ou
traitées avec des antibiotiques décontaminants intestinaux développaient moins de GvHD
intestinale [71], [72]. Une compréhension plus approfondie de cette relation a émergg,
reconnaissant que si les PAMP peuvent fournir une immunostimulation déclenchant la GvHD,
les métabolites commensaux sont cruciaux pour maintenir I'intégrité de la barric¢re intestinale
[73]. En effet, il a ét¢ démontré que les souris axéniques présentent une GvHD plus sévére, et
que la reconstitution et la diversité du microbiome sont essentielles pour réduire la sévérité de
la GvHD [74]. Des études précliniques et cliniques récentes ont également décrit 1'influence du
microbiote intestinal sur les résultats cliniques, incluant la survie globale, la NRM, l'incidence

et la sévérité de la GVHD, la reconstitution immunitaire et le taux de rechute [75].

Une faible diversité bactérienne est associée a des résultats défavorables apres une greffe de
CSH. Le conditionnement, I’irradiation corporelle totale et 1'utilisation d'antibiotiques a large
spectre chez les patients, favorisent la sélection et la prolifération des espéces pathogenes
intestinales et compromettent la barric¢re intestinale, facilitant ainsi la translocation bactérienne
et les infections. Taur et al. ont analysé des échantillons fécaux récoltés avant la prise de grefte
de 80 receveurs d'allo-CSH et ont rapporté une survie globale plus faible et une NRM , ainsi
qu'une mortalité liée a la GVHD et aux infections plus élevée, chez les sujets ayant une faible
diversité microbienne [76]. Le microbiote des sujets a faible diversité était généralement
dominé par un seul genre bactérien, comprenant Enterococcus, Streptococcus,

Enterobacteriaceae ou Lactobacillus. Ces résultats ont ét¢ confirmés par Peled et al. avec 8767
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¢chantillons fécaux provenant de 1362 patients ayant re¢u une allo-CSH dans quatre centres
différents, aux Etats-Unis, en Europe et en Asie. Ils ont ainsi montré une diminution de la
diversité bactérienne présente avant méme le début du conditionnement et une domination par
des taxons uniques. Une plus grande diversité du microbiote intestinal au moment de la sortie
d’aplasie mais aussi avant le début du conditionnement était corrélée a une meilleure survie
globale dans des cohortes indépendantes. De plus, ils ont trouvé une association entre une faible
diversité intestinale et des risques accrus de NRM de déces attribuables a la GvHD [77]. Dans
une population pédiatrique, des résultats similaires ont été mis en évidence. Dans une cohorte
de 90 receveurs pédiatriques de greffes de cellules souches allogéniques il existe une
corrélation entre une faible diversité microbienne intestinale, une survie globale plus faible et
une incidence plus élevée de la GVHD aigué de grade II-IV. Cette étude a également montré
des abondances plus élevées d'Enterococcaceae et d'Enterobacteriaceae dans le groupe a faible
diversité, tandis que le groupe a haute diversité avait une représentation accrue de

Ruminococcaceae et d'Oscillopiraceae [78].

Le lien entre la diversité du microbiote intestinal et le risque de rechute ou de progression de
la maladie sous-jacente a également été étudi¢ [79]. L’abondance de Eubacterium limosum
(ordre des Clostridiales) a été associée a un risque réduit de rechute ou de progression de la
maladie. Eubacterium limosum est impliqué dans la production de butyrate, suggérant un effet
immunomodulateur sous-jacent a l'association observée.

Jenq et al. ont constaté que la richesse du microbiote en Blautia (ordre des Clostridiales) est
associée a une réduction de la létalit¢ de la GVHD et a une amélioration de la survie globale.
La perte de Blautia était associée a la prise d’antibiotiques inhibant les bactéries anaérobies et
a l'utilisation de la nutrition parentérale totale pendant une longue période. Blautia est une
bactérie productrice de butyrate, un acide gras a chaine courte qui module les Iésions des
cellules épithéliales intestinales apres allo-CSH et atténue la GvHD dans un modéle murin.
Au début de la GvHD aigué chez I'homme, il existe des variations substantielles dans les
métabolites dérivés du microbiote, notamment dans les ligands du récepteur des hydrocarbures
aromatiques, les acides biliaires et les plasmalogénes. Il a ét¢ démontré que les lymphocytes T
allo-réactifs déficients en récepteur principal du butyrate, le GPR109A, induisent moins de
GVHD dans un mod¢le murin [80]. De plus, il a été montré que les patients ayant développé
une GvHD avaient des concentrations plus faibles de propionate et de butyrate, des acides gras
a chaine courte , dans les échantillons de plasma du jour 100 post allo-CSH par rapport a ceux

qui n'ont pas développé de GVHD chronique [48].
26



La présence des bactéries commensales et la grande diversité du microbiote chez les patients
sont liées a une protection significative non seulement contre la GvHD, mais aussi contre les
complications infectieuses systémiques et pulmonaires [81]. Les mécanismes précis de cette
protection doivent encore €tre ¢lucidés avant d'étre mis en ceuvre dans de nouvelles approches
préventives, mais les effets positifs des métabolites microbiens (comme les acides gras a chaine
courte et les indoles) sur l'intégrit¢ de 1'épithélium et la régulation immunitaire ont été
confirmés [82], [83]. Le Tableau 2 résume I’influence des changements dans 1’abondance des

taxons bactériens sur les résultats des greffes de CSH.

Lors de I’allo-CSH, la dysbiose est liée notamment a I’utilisation d’antibiotiques a large
spectre. Shono et al. ont ainsi étudié 1'effet de 1’utilisation des antibiotiques a large spectre dans
une cohorte de 847 patients ayant subi une allo-CSH et ont constaté que le traitement de la
fievre neutropénique avec de l'imipéneéme-cilastatine et de la pipéracilline-tazobactam était
associ¢ a une perturbation de la composition du microbiote intestinal et a une augmentation de
la mortalité liée a la GVHD a 5 ans [84]. L'effet néfaste des antibiotiques a été confirmé par
Weber et ses collegues, qui ont montré dans une cohorte de 621 patients ayant subi une allo-
CSH que l'exposition précoce aux antibiotiques (avant le jour 0 de I'allo-CSH) était associée a
des concentrations plus faibles de sulfate de 3-indoxyl dans les urines, une diminution de
I'abondance fécale des Clostridiales commensaux et une NRM plus élevée que pour les
patients ayant commencé les antibiotiques apres 'allo-CSH ou n'ayant pas recu d'antibiotiques
[29]. Ces observations soulignent l'impact significatif des antibiotiques sur le microbiote
intestinal, et d'autres études ont démontré que méme une administration d'antibiotiques pendant
seulement trois jours est capable d'induire une perturbation prolongée du microbiote intestinal
allant jusqu'a six mois, certaines especes ne revenant pas du tout dans le microbiote intestinal
de 1'hote [85], [86]. Ces effets ont été observés pour divers antibiotiques tels que la
ciprofloxacine, I'azithromycine, la minocycline ou les céphalosporines, entre autres. A ce jour,
il n'existe pas de données exhaustives sur la durée et la gravité de la perturbation du microbiote

par chaque sous-classe d'antibiotiques [86], [87], [88].
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Tableau 2: Les changements dans 1'abondance des taxons bactériens influencent les
résultats de greffe de cellules souches hématopoiétiques

Taxon Résultats de I’étude Référence
Associations avec des résultats positifs
Diminution du besoin de
traitement systémique pour la
GVHD aigué.
Diminution de la mortalité liée
Blautia ala GVHD et a la rechute.
Amélioration de la survie
globale. Jenq RR, Biol Blood Marrow
. — Transplant, 2015 [89]
Lachnospiraceae Réduction de l'incidence de la
GVHD létale
Lachnospiraceae, Abondance accrue chez les Taur Y, Blood, 2014 [76]
Actinomycetaceae patients ayant survécu apres
une greffe de cellules souches
hématopoiétiques
Faecalibacterium, Meilleure greffe de
Ruminococcus, Akkermansia neutrophiles
Schluter J, Nature, 2020 [73]
Ruminococcus, Meilleure greffe des
Staphylococcus lymphocytes
Clostridium spp La perte de Clostridium est Stein-Thoeringer CK, Science,
associée a une survie réduite et 2019 [90]
a une augmentation des taux de
GVHD
Ruminococcaceae Abondance plus élevée dans le Masetti R , Blood, 2023 [78]
Oscillospiraceae groupe a diversité élevée, notée

Eubacerium limosum

Bifidobacterium

pour une amélioration de la
survie globale et une incidence
réduite de la GVHD aigu€ de
grade 2-4
Une abondance plus élevée est
corrélée a une diminution du
risque de rechute/progression
de la maladie

Effet antitumoral amélioré de
I'inhibiteur de CTLA-4 chez les
souris

Peled JU, J Clin Oncol, 2017
[79]

Vétizou M, Science, 2015 [91]
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Firmicutes

Effet antitumoral amélioré de
I'inhibiteur de CTLA-4 chez les
humains

Weber D, Biol Blood Marrow
Transplant, 2017 [92]

Associations avec des résultats négatifs

Veillonella

g-Proteobacteria
(Enterobacteriaceae)

Rothia, Clostridium
sensustricto 1

Enterococcus (E. faecalis et E.
faecium)

Enterococcaceae et
Enterobacteriaceae

Staphylococcus

Augmentation de la mortalité
liée a la GVHD

Abondance plus importante
chez les patients décédés apres
la greffe de cellules souches
hématopoiétiques

Retard dans la reconstitution
des neutrophiles

La domination dans la période
précoce post-greffe de CSH est
associée a une diminution de la
survie globale et a une
augmentation de la mortalité
liée a la GVHD chez les
humains et les souris
Une abondance plus élevée
dans le groupe de faible
diversité est associée a une
survie globale diminuée et a une
incidence plus ¢élevée de
aGVHD de grade 2-4
Retard dans la reconstitution
des lymphocytes T CD4

Jenq RR, Biol Blood Marrow
Transplant, 2015 [89]

Taur Y, Blood, 2014 [76]

Schluter J , Nature, 2020 [73]

Stein-Thoeringer CK, Science,

2019 [90]

Masetti R, Blood, 2023 [78]

Miltiadous O, Blood, 2022 [93]
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5. Transfert de microbiote fécal (TMF) : Un moyen efficace de traiter la dysbiose

L'utilisation de matiére fécale comme traitement médicinal est une caractéristique notable de
la médecine traditionnelle chinoise [94]. En 2013, des chercheurs de ['Université d'Amsterdam
aux Pays-Bas ont réalisé¢ le tout premier TMF pour traiter une infection par Clostridioides
difficile (CDI), obtenant des résultats remarquables [95]. L'efficacit¢ du TMF s'est révélée
prometteuse, avec un taux de succes de plus de 80 % pour une seule perfusion et de plus de
90 % pour deux perfusions répétées. De plus, le TMF a démontré une efficacité prometteuse
dans le traitement de diverses conditions médicales, notamment la maladie de Parkinson, la

sclérose en plaques, I'autisme, le diabéete, 1'obésité et les MICI [96], [97].

Une faible diversité du microbiote intestinal chez les receveurs d'une allo-CSH au moment de
la greffe est associée a de moins bons résultats de survie [76], [79], [89]. Restaurer cette
diversité apres la greffe peut améliorer les résultats, notamment en réduisant les risques de
GvHD aigué et de rechute de la maladie. Le TMF provenant d'un donneur sain offre des
perspectives prometteuses. Il a ainsi été¢ montré que le TMF a partir d’un donneur tiers apres

allo-CSH est sir et associé a une expansion de la diversité du microbiote du receveur [98].

Au vu du lien entre dysbiose et GVHD aigué, le TMF a également été évalué dans le traitement
de cette complication. Par exemple, Spindelboeck et al. ont rapporté 'utilisation sécurisée du
TMF chez trois patients atteints de GvHD intestinale aigué réfractaire sévere. Bien que les
patients aient nécessit¢ des TMF répétés, ils ont connu une considérable amélioration des
symptomes et des résultats endoscopiques [99]. Cette stratégie a également été évaluée dans
un essai clinique de phase II, évaluant le produit de TMF MaaT013, chez des patients avec une
GvHD aigué intestinale (GI-aGvHD) de grade III-1V, réfractaire aux stéroides. La particularité
de ce produit de TMF, MaaT013, est d’étre une thérapie standardisée, constituée de pool de
selles de donneurs sains, présentant une richesse et une diversité bactériennes élevées. En
particulier, MaaTO013 est riche en bactéries productrices de butyrate. Les résultats de cette étude
sont prometteurs avec un taux de réponse de 38 % au 28°™ jour et la réponse est associée a une
plus grande diversité du microbiote [100]. MaaTO013 est en cours d’évaluation dans une étude
clinique pivotale de phase 3 (ARES) chez des patients atteints de GI-aGvHD et résistants a la
fois aux stéroides, le traitement standard de premiére ligne, et au ruxolitinib, utilis¢ comme

traitement de deuxiéme ligne.
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6. Microbiote et hématopoiése

Au cours de la derni¢re décennie, une augmentation significative de la reconnaissance de
l'interaction entre le microbiote intestinal et le systéme hématopoiétique a été observée.
Plusieurs études montrent en effet 1’implication du microbiote intestinal sain dans
I’hématopoiese dans des conditions physiologiques normales, affectant a la fois les CSH et les
cellules progénitrices ainsi que les cellules immunitaires différenciées [101], [102], [103],
[104]. Les métabolites microbiens pénétrent dans la circulation ou ils peuvent déclencher une
signalisation cytokinique qui influence I'hématopoiese. Les voies de signalisation connues pour

influencer 1'hématopoicse sont résumées dans le Tableau 3.

Dans un modele de souris évaluant les Iésions induites par les radiations sur le systéme
hématopoiétique, certaines souris ayant une composition de microbiote intestinal différente
avec une abondance des taxons bactériens tels que les Lachnospiraceae et les Enterococcaceae,
avaient une meilleure récupération hématopoiétique post-radiothérapie et réparation
intestinale. Chez ces souris, le microbiote intestinal favorisait I'hématopoiése post-radiation et
la réparation intestinale en produisant des motifs moléculaires associés aux microbes
(MAMPs) tout en réduisant les réactions pro-inflammatoires [105]. De plus, il a ét¢ démontré
que I’acide indol-3-propionique, un métabolite microbien intestinal, atténue les dommages
causés par l'exposition aux radiations sur le systéme hématopoiétique et I'estomac [106]. Zhang
et al. ont également découvert que le microbiote intestinal régule les macrophages dans la
moelle osseuse, influengant 1'auto-renouvellement et la différenciation des CSH en assurant le

fer dans la moelle osseuse en conditions de stress.

Enfin, dans un modéle murin, le lactate provenant du microbiote intestinal, arrive a la moelle
osseuse par le sang et stimule la sécrétion du stem cell facteur (SCF) par les cellules souches
mésenchymateuses LepR+ environnantes. Le SCF est crucial pour la prolifération des CSH.
Cette activation des CSH pour I'hématopoiese et l'érythropoie¢se se produit de manicre

dépendante de Gpr81 [107].
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Tableau 3: Voies de signalisation immunitaire induites par le microbiote et leurs effets sur
le systeme hématopoiétique

Signalisation Effet sur le systéme hématopoiétique Références
Favorise indirectement [’hématopoiése en induisant la | Hill DA et al., Nat Med,
production de cytokines par les cellules souches | 2012 [108]
mésenchymateuses.
L'axe RACI-NODI1-RIPK2-NFkB initie la signalisation | Cheng X et al, Nat
inflammatoire  dans  I'environnement  hématopoiétique, | Commun, 2023 [109]

entrainant la spécification des CSH.

NODI1 La signalisation NOD1 dans le compartiment hématopoiétique | Chan KL et al., Cell
régule la polarisation pro-inflammatoire des macrophages et | Rep, 2017 [110]
l'infiltration des neutrophiles dans le tissu adipeux.

La reconnaissance bactérienne lors d'une infection favorise la | Takehara M et al.,
sécrétion de G-CSF par les cellules endothéliales et les | Commun Biol, 2019
monocytes, entrainant 'accélération de la granulopoiése. [111]

La signalisation TLR4 favorise la maturation des lymphocytes | Hayashi EA et al, J

TLR/MYDS8 | B. Immunol, 2005 [112]
La stimulation TLR7 aux surfaces épithéliales induit la
my¢lopoiese d'urgence. Jackson WD et al,

Elife, 2023 [113]
L'activation de TLR2 entraine I'expansion des CSH a la fois | Herman AC et al,
dans la moelle osseuse et la rate, une augmentation du cycle des | Blood Cancer J, 2016
CSH et une réduction des progéniteurs mégacaryocytaires- | [114]
érythroides de la moelle osseuse.

RIG-I MAVS | L'activation de RIG-1 par I'ARN d'éléments répétitifs, exprimés | Lefkopoulos S et al.,
pendant la transition endothéliale-hématopoiétique, module la | Immunity, 2020 [115]
signalisation inflammatoire qui est cruciale pour la formation
des CSH pendant le développement.
Le cia-cGAS est un suppresseur de cGAS. La déficience du cia- | Xia P et a/., Immunity,
cGAS favorise l'activation de STING, entrainant une | 2018 [116]
augmentation du cycle des CSH et I'épuisement des CSH médié
par cGAS.

cGAS-STING | L'activation de la voie STING par le c-di-GMP bactérien | Kobayashi H et al., Cell

s'active de maniére indépendante de cGAS, induit la
prolifération et la mobilisation des CSH ainsi que la
différenciation biaisée vers les cellules myéloides, mais réduit
l'auto-renouvellement et la mobilisation des CSH.

Rep, 2015 [117]

32




Chez I’homme, les données suggérant une connexion entre le microbiote intestinal et
I'hématopoicse ont émergé de I'observation que les cytopénies sont une complication majeure
de l'utilisation d'antibiotiques [118]. Une étude rétrospective a montré que la neutropénie,
1'éruption cutanée et la néphrotoxicité étaient les effets secondaires les plus courants, survenant
chez un tiers des patients recevant une thérapie antimicrobienne parentérale ambulatoire [119].
Une analyse rétrospective a révélé que 5 % a 15 % des patients ont développé une neutropénie,
apres 10 jours ou plus de traitement antibiotique par B-lactame [120]. Parmi les patients ayant
développé une neutropénie, 94 % ont retrouvé des nombres de neutrophiles normaux apres
l'arrét du traitement antibiotique. Cette constatation a été corroborée dans une analyse de cas
cliniques, montrant que les patients développaient une neutropénie lorsqu'ils étaient traités avec
la pénicilline G [121]. De méme, en pédiatrie, une étude rétrospective menée aupres d'enfants
hospitalisés a mis en évidence une association entre l'utilisation d'antibiotiques et des
complications hématologiques indésirables telles que la leucopénie (29 % des événements
indésirables hématologiques), la neutropénie (24 %), 1'€osinophilie (21 %), I'anémie (18 %) et
la thrombocytopénie (8 %) [122]. D’autres études ont identifié les [-lactamines,
céphalosporines, lincosamides, glycopeptides et macrolides comme les principaux agents des
complications hématologiques chez les enfants [123], [124]. Ces études suggerent que la
dysbiose du microbiote intestinal, provoquée par l'utilisation d'antibiotiques, peut avoir un

impact significatif sur I'hnématopoiese.

J Fernandez-Sanchez et al. ont mené une récente étude multicentrique [124] sur des patients
présentant des infections nécessitant une antibiothérapie prévue d'une durée de deux semaines
ou plus. Des échantillons de selles ont été prélevés au début et a la fin du traitement antibiotique
ainsi qu'au moment de la neutropénie. Les patients présentant une neutropénie ont montré une
réduction de la présence des Lachnospiraceae et une diminution de la diversité du microbiote
intestinal. Le profilage métabolomique non ciblé des selles a révélé plusieurs métabolites qui
¢taient diminués de fagon statistiquement significative chez les patients atteints de neutropénie,
y compris des membres des voies du cycle de 1'urée, du métabolisme des pyrimidines et du
métabolisme des acides gras, connus pour étre produits par les Lachnospiraceae. Cette étude a
confirmé une relation entre la perturbation du microbiote intestinal et 'hématopoiese anormale,
et a identifi¢ des taxons et des métabolites spécifiques impliqués dans ce processus. Dans
I’é¢tude de Schluter et al., les patients ayant recu un auto-TMF apres allo-CSH avaient une
augmentation significative du nombre de neutrophiles, lymphocytes et monocytes aprés sortie

d’aplasie par rapport aux patients n’ayant pas eu d’auto-TMF. De plus ils ont mis en évidence
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que des abondances relatives plus élevées de Faecalibacterium, Ruminococcus et Akkermansia
¢taient associées a des taux accrus de neutrophiles, tandis que Rothia et Clostridium étaient
associées a des taux réduits de neutrophiles. Ces résultats suggerent I’implication du microbiote

dans la récupération hématopoiétique [73].

D’autre part, Zeng et al. ont montré que le TMF de souris jeunes a des souris plus agées, permet
d’améliorer la fonction des CSH, améliore la différenciation des cellules de la lignée lymphoide
et diminue la différenciation des cellules de la lignée myéloide. Une diminution des signaux
inflammatoires et une augmentation de la signalisation FOXO a également été observée. De
plus, ils ont montré que le TMF a amélioré la composition du microbiote intestinal et a
diversifi¢ les métabolites bactériens et que Lachnospiracea et les métabolites associés au

tryptophane promeuvent la restauration de la fonction des CSH vieillies [125].

En lien avec ces découvertes, les bactéries commensales gram-négatives telles que E.coli ont
le potentiel de favoriser I'expansion des CSH lors d'une inflammation intestinale aigué, les
orientant vers les ganglions lymphatiques mésentériques enflammés. De plus, ces CSH peuvent
se différencier en cellules spécialisées dans la réparation des tissus intestinaux [126], avec le
lipopolysaccharide (LPS) agissant sur le remodelage de leur chromatine pour promouvoir
l'expansion des progéniteurs my¢loides [127], et 'ADN CpG favorisant la production de
monocytes et de cellules dendritiques [128], soulignant ainsi l'interconnexion entre le

microbiote, I'hématopoicse et la réponse immunitaire.
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HHI-MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1)

1. MAdCAM-1 et homing des leucocytes vers la lamina propria

Le homing ou I’adressage des lymphocytes vers l'intestin est orchestré par un ensemble
spécifique de chimiokines et d'intégrines. Les tissus lymphoides associés a 1'intestin ainsi que
les ganglions lymphatiques mésentériques possedent des veinules a endothélium épais (HEV)
qui facilitent l'entrée des cellules immunitaires dans le tissu. Ils se caractérisent par leur forte
expression de la molécule d'adhésion cellulaire vasculaire muqueuse 1 (MAdCAM-1) [129].
Les lymphocytes associés a l'intestin expriment l'intégrine alpha 4 béta 7 (a4p7 ou LPAM-1
(Lymphocyte Peyer's patch HEV Adhesion Molecule-1)) qui se lie 8 MAdCAM-1.

L'organisation structurale des ganglions lymphatiques (LN) est trés complexe. A l'intérieur des
LN, les arteres se ramifient en de minuscules capillaires dans le cortex externe ou la zone des
LB et se transforment sans transition en un réseau de veinules post-capillaires a endothélium
épais. L'histologie cuboidale distinctive des HEV, en contraste avec les veinules ordinaires a
paroi plate, a conduit a la désignation des HEV [130], [131] (Figure 9). Les HEV se
caractérisent par la présence d'adressine nodale périphérique (PNAd) sur leur surface interne
et apicale. Le PNAd agit comme un ligand pour CD62L et est généralement exclusif aux HEV.
Toutefois, en cas d'inflammation, son expression peut étre déclenchée dans les vaisseaux
d'organes non lymphoides [129], [132]. Durant la gestation et a la naissance, les HEV
expriment également le MAdCAM-1, un phénoméne rapidement diminué dans les ganglions
lymphatiques périphériques durant les premicres étapes du développement post-partum [133],
[134]. Dans le tissu lymphoide associé a l'intestin gréle (GALT), les HEV sont caractérisées
par la présence de MAdCAM-1, qui peut étre co-exprimé en conjonction avec le PNAd dans

les ganglions lymphatiques mésentériques.
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Figure 9: Caractéristiques des veinules a endothélium épais par rapport aux veinules
postcapillaires : Expression différentielle de PNAd et MAdCAM-1 dans différentes
muqueuses

Ager et al., Oncoimmunology, 2015 [130]

MAdCAM-1 est une glycoprotéine de 66 kDa présentant une homologie avec les
immunoglobulines et appartenant a une sous-classe de la superfamille des immunoglobulines
(IgSF) comprenant de molécules d'adhésion, telles que Inter Cellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) et la molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1(VCAM-1) [135]. L’intégrine 04p7
est surexprimée sur les lymphocytes et activée par les cellules dendritiques migratoires,
sécrétant de l'acide rétinoique, dérivées de la lamina propria dans les ganglions lymphatiques
mésentériques. MAAdCAM-1/04B7 dirige les lymphocytes B et lymphocytes T activés par

l'antigene vers l'intestin ou le GALT et guide les cellules mémoires vers les ganglions
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lymphatiques mésentériques ou les plaques de Peyer. Chez la souris, MAdCAM-1 est une
molécule transmembranaire comportant deux domaines Ig N-terminaux distaux qui
interagissent avec l'intégrine a4p7, une région de type mucine impliquée dans les interactions
avec des protéines liant les glucides, telles que la L-sélectine (CD62L) essentielle pour
'adhésion cellulaire [136], et un domaine Ig proximal a la membrane qui partage une
homologie avec 1'I[gA [137]. Cependant, chez I'humain, le domaine de type mucine est plus
court que chez la souris et le domaine homologue a I'IgA est absent, reflétant une prédominance

de l'interaction avec 1'intégrine a4p7 plutdt qu'avec la L-sélectine [138], [139].

L'activation de certaines intégrines peut étre influencée par le remplacement du Mg?" par du
Mn?*, entrainant une modification de la conformation de I'hétérodimeére [140], [141], [142],
[143]. L'activation des cellules RAW112 (04+ Bl1+ B7-) par du Mn2" induit une liaison a
VCAM-1 mais pas 8 MAdCAM-1, tandis que les cellules TK1 (04+ 7+ B1-) ont montré une
liaison améliorée 8 MAdCAM-1 et une adhérence de novo 8 VCAM-1 en réponse au Mn?". La
L-sélectine est une lectine de type C de surface cellulaire qui peut médier le roulement sur les

veinules endothéliales intestinales exprimant MAdCAM-1 [144].

L'expression de 04p7 sur les leucocytes pré-activés dans les ganglions lymphatiques
mésentériques et recirculant dans le sang est cruciale pour leur homing dans l'intestin. La
structure anatomique des veinules postcapillaires a endothélium épais aide a réduire
I'écoulement sanguin, mais l'interaction de a4f7 avec MAdACAM-1 exprimé sur les cellules
endothéliales permet de réduire la vitesse des cellules sur l'endothélium. En effet, cette
interaction contribue a I'ancrage et au roulement des cellules sur I'endothélium et participe a la
phase d'activation. La phase d'activation consiste en un changement de conformation de
l'intégrine a4fB7 renforcant son affinité pour MAdCAM-1 conduisant a 1'adhérence ferme des
cellules et est accompagnée d'une surexpression de I'expression de CCR9 [145] (Figure 10). A
noter, I'homéostasie des lymphocytes intestinaux est renforcée par le gradient chimiotactique
de la chimiokine CCL25 produit par la lamina propria qui attire les lymphocytes exprimant
CCRY, dont l'expression est également induite par les cellules dendritiques CD103+ sécrétant
de l'acide rétinoique dans les ganglions lymphatiques mésentériques (Figure 11) [146], [147],
[148], [149]. En revanche, dans le cblon, la transmigration des leucocytes dans les tissus est
médiée par le récepteur couplé a la protéine G orpheline 15 (GPR15) [150]. Le GPR15 contrdle
l'adhésion des lymphocytes T @ MAdCAM-1 et a VCAM-1 en amont des intégrines a4p7 et

a4p1, respectivement. De manicre cohérente, une forte co-expression de ces intégrines avec le
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GPR15 a été observée sur les lymphocytes T de patients atteints de MICI. Les anticorps anti-
GPR15 ont efficacement bloqué I'homéostasie intestinale des lymphocytes T in-vitro et in-vivo.
Les données in-vitro ainsi que les observations dans une cohorte de patients traités par

vedolizumab suggérent que cela pourrait étre plus efficace que l'inhibition de a4p7.

HEV

Lamina propria 627
@ a4B7 integrin T MAdCAM-1 \ \
' CCR9 :I) ccL25

Figure 10: Les mécanismes de I’adressage des lymphocytes T dans l'intestin via 1'axe
MAdCAM-1/04p7

Zundler et al., Frontiers in Immunology, 2017 [145]

Les lymphocytes T d’adressage intestinaux portant l'intégrine a4p7 et le récepteur de
chimiokine CC (CCR) 9 (A) peuvent rouler le long des veinules endothéliales post-capillaires
(HEV) de l'intestin par des interactions a faible affinité de a4f7 avec la molécule d'adhésion
cellulaire vasculaire muqueuse (MAdCAM)-1 (B). Suite a la signalisation du CCR, par
exemple, via la chimiokine CC (CCL)-25 et CCR9 (C), la modulation de l'affinité de I'intégrine
a4B7 permet une interaction étroite avec MAdCAM-1 et conduit & une adhérence ferme des
cellules a la paroi endothéliale (D). Par la suite, les lymphocytes T peuvent migrer de manicre

paracellulaire ou transcellulaire vers la lamina propria (E).

DeBerg et al. ont exploré un role pour l'interaction MAdCAM-intégrine en tant que signal de

co-stimulation spécifique a l'intestin, démontrant qu'elle peut remplacer la liaison du CD28
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pour activer les lymphocytes T humains in vitro. Cette activation via l'intégrine a4p7 est médiée
par MAACAM-1, et ne peut pas étre reproduite par des molécules ou des protéines matricielles
qui se lient a d'autres intégrines. L’analyse de l'expression de 'ARNm par les sous-ensembles
de LT humains suite a une stimulation du récepteur des lymphocytes T (TCR) en présence ou
en l'absence de co-stimulation CD28 versus MAdCAM-1 révele une similitude marquée dans
l'effet de ces deux signaux sur les lymphocytes T, avec des différences temporelles ou
quantitatives détectées dans l'expression des cytokines associées aux cellules Th17 ou a
l'inflammation pyogene [151]. Girard A et al. ont démontré que le TGF-J et I'acide rétinoique
sont deux facteurs qui, lorsqu'ils sont combinés avec la co-stimulation de MAdCAM-1,
induisent les lymphocytes T CD8+ dérivés du sang a adopter un phénotype de lymphocytes T

mémoires résidents de I’intestin [152].
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‘M\
w}"%gf"fk'l?y = R —— w =t *A:
2 L T b g @ 9 s a \b 2
N i / Arrest 13
Rolli
Tethering Actlvnﬂon I S Amwum miorntlon o
A

<«— Integrin «4{i7-MADCAM1 ——— / <«—— Integrin :437-MADCAM1 ——
«—CCRS/CCR6/CCR5/CXCRA—T cells <«—GPR15/CCR6/CXCRI—> Tcells }

= CCRWCCMO—* Plasmablasts \\ <——— CCR10— Plasmablasts

[ ————

- - _— - - - - - — ——— ———-

Figure 11: Le trafic des leucocytes vers I'intestin gréle et le colon

Habtezion et al., Gastroenterology, 2016 [146]

Chez les humains et les animaux, 1’exposition aigué et chronique a 1'éthanol perturbe la barriere

intestinale, entrainant la translocation de l'endotoxine dans la circulation systémique et
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provoquant une inflammation et des lésions de divers organes [153]. Il est bien connu que
I'éthanol a un effet direct sur l'endothélium vasculaire [154], [155]. Les résultats de Siddiqui
et al. montrent que la supplémentation en tributyrine (forme de supplémentation en butyrate) a
prévenu l'expression de MAdCAM-1 induite par 1’éthanol et a tendance a protéger la perte
d'expression de CD31 (PECAMI1) dans le jéjunum de la souris. Le soutien des contacts
intercellulaires des cellules endothéliales microvasculaires et la prévention de l'activation des
cellules endothéliales microvasculaires avec la supplémentation en tributyrine pourraient

influencer les réponses des cellules immunitaires dans la lamina propria [156].

2. Expression extra-intestinale de MAdCAM-1

L'expression extra-intestinale de MAdCAM-1 a également été documentée dans divers tissus
et organes, suggérant un role potentiel de MAdCAM-1 au-dela de la barriere intestinale [157].
Cependant, 1'épissage alternatif contribue a modifier la structure du domaine et donc
l'interaction avec 04p7 et la L-sélectine [138]. Des études ont mis en évidence la présence de
MAdCAM-1 dans les ganglions lymphatiques, les vaisseaux sanguins des poumons, la peau et
les reins, indiquant une implication dans la régulation de I'homéostasie immunitaire et de la
réponse inflammatoire a I'échelle systémique. Cette expression extra-intestinale de
MAdCAM-1 met en évidence la complexité de son implication dans la régulation de la réponse
immunitaire, soulignant ainsi son importance potentielle dans divers contextes pathologiques.
Les travaux futurs visant a ¢lucider les mécanismes sous-jacents et les implications cliniques
de l'expression de MAdCAM-1 en dehors de l'intestin pourraient ouvrir de nouvelles
perspectives dans la compréhension et le traitement des maladies inflammatoires et auto-

immunes.

3. MAdCAM-1 et hématopoiese

Dans le modele de souris ARK prédisposées a la leucémie, 'expression de MAACAM-1 et de
PNAd est augmentée dans les vaisseaux sanguins médullaires thymiques qui deviennent des
veinules postcapillaires a endothélium épais. Cette expression thymique de MAdCAM-1 et de
PNAAJ contribue au recrutement des lymphocytes exprimant a437 et la L-sélectine [158]. Chez
les souris, le recrutement des cellules progénitrices hématopoiétiques a4+ dans la moelle
osseuse est due en partie a I'expression de 'intégrine a4p7 suggérant un role de 1'expression de
MAdCAM-1 dans le homing des cellules progénitrices vers la moelle osseuse [159]. Il est a

noter que l'irradiation 1étale induit 1'expression de MAdACAM-1 sur les cellules endothéliales
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de la moelle osseuse. Ce phénomene peut favoriser l'implantation des CSH exprimant a437
chez les souris receveuses [160]. La transplantation allogénique de lymphocytes T chez les
souris est associée a des événements indésirables au niveau intestinal. Cela est di au
recrutement des lymphocytes T dans les cryptes et a la perte des cellules souches intestinales
impliquées dans la régénération intestinale. Les vaisseaux se situant a la base des cryptes
intestinales expriment MAdCAM-1, ce qui est impliqué dans l'infiltration des lymphocytes T
[161].

Une étude a examiné 1'expression des molécules d'adhésion cellulaire dans la moelle osseuse
de souris apres une irradiation létale et une transplantation de moelle osseuse. Les chercheurs
se sont concentrés sur MAdCAM-1, VCAM-1 et la fibronectine dans les cellules endothéliales
de la moelle osseuse. Ils ont observé une augmentation significative de l'expression de
MAdCAM-1 et de VCAM-1 apres l'irradiation, tandis que les niveaux de fibronectine sont
restés relativement constants. L'étude a également examiné l'impact de 1'expression de la
fibronectine sur le homing des lymphocytes apres la transplantation montrant que le homing
des cellules de la moelle osseuse est influencée par 1'état des cellules endothéliales de la moelle

osseuse et I'expression des molécules d'adhésion cellulaire [162].

4. sSMAdACAM-1 (MAdCAM-1 soluble)

Les molécules d'adhésion des cellules endothéliales sont libérées dans le sérum apres un
processus de digestion enzymatique par des « sheddases ». La métalloprotéinase matricielle-9
(MMP-9) ou I'¢lastase neutrophile sont des sheddases bien connues [163], [164]. Il a été montré
que sSMAdCAM-1 peut étre détecté dans les fluides corporels humains, tels que le sérum et
l'urine [165]. Dans un récent essai clique de phase II (étude TURANDOT) évaluant un
anticorps anti-MAdCAM-1 chez des patients atteints de colite ulcéreuse (UC), Vermeire et al.
ont rapporté une corrélation entre la forme soluble circulante de MAdCAM-1 (sMAdCAM-1)
et son expression tissulaire [166]. La concentration de SMAdCAM-1 a été mesurée au début de
I'é¢tude et a la semaine 12. Une diminution de la concentration de sSMAdCAM-1 a été observée

dans le groupe de traitement actif, mais pas dans le groupe sous placebo.

La corrélation entre 1'expression intestinale de MAdCAM-1 et la quantit¢ de SMAdCAM-1
dans le sang semble évidente et bien acceptée, mais n'a jamais été publiée. Le dosage de

MAdCAM-1 soluble est souvent utilis¢ dans les essais cliniques des MICI comme
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biomarqueur du résultat clinique [167]. Les niveaux de SMAdCAM-1 au cours du traitement
d'entretien par vedolizumab (anti- a4p7) étaient associé€s a la rémission clinique [167]. Dans
un sous-groupe de patients traités par vedolizumab et suivis longitudinalement, les
concentrations de SMAdCAM-1 ont diminué chez tous les patients, mais les concentrations
basales de SMAdCAM-1 n'étaient pas corrélées aux résultats cliniques [168]. Battat et al.
montrent des résultats similaires, mais décrivent une diminution plus rapide du SMAdCAM-1

chez les patients en rémission en utilisant une mod¢lisation linéaire a effets mixtes.

Dans le cas du syndrome d’immunodéficience acquise , la réplication virale active dans le tissu
lymphoide associ¢ au tube digestif est associée a une augmentation spectaculaire de
SMAdCAM-1 dans le sérum [169], [170]. Récemment, la diminution de SMAdCAM-1 dans le
sang a été associée a des formes cliniques graves de COVID-19 [171], [172].

5. Régulation de l'intégrine ad4p7 et MAdCAM-1 et immunité intestinale

L'expression de l'intégrine a4p7 est régulée de maniere complexe par divers facteurs. En ce qui
concerne MAdCAM-1, son niveau d'expression dans les plaques de Peyer (PP), mais pas dans
la lamina propria ou les ganglions lymphatiques mésentériques, est étroitement liée aux stimuli
provenant de l'alimentation entérale. En effet, en I'absence d'une alimentation par voie orale,
une tendance a la diminution de son expression est observée, accompagnée d’une réduction du

nombre de PP dans l'intestin gréle [173], [174].

Chez les rongeurs, 1'expression de MAdCAM-1 dans les plaques de Peyer est également altérée
en réponse a des conditions de nutrition parentérale ou de jetine [175]. Cependant, I’acces des
souris a une alimentation standard, pendant le blocage de MAdCAM-1 aide a maintenir les
niveaux d'IgA et la réponse antibactérienne malgré les altérations du homing des lymphocytes

dans les tissus lymphoides associés au tube digestif [173].

Le facteur de transcription NKX2.3 joue un rdle crucial dans la régulation de l'expression de
MAdCAM-1 au sein du tissu lymphoide associ¢ au tube digestif, contribuant ainsi a
l'organisation structurelle des plaques de Peyer et des ganglions lymphatiques mésentériques
[176], [177]. Notamment, I'expression du géne NKX2.3 dans le tractus gastro-intestinal est
associée a la physiopathologie des MICI [178]. Chez I'humain, le géne Nkx2.3 est

principalement exprimé dans le tractus gastro-intestinal, les tissus lymphoides, ainsi que dans
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d'autres organes tels que le foie et le pancréas. De plus, 1'expression de MAdCAM-1 dans
l'intestin est essentielle pour le recrutement et la fonction des plasmocytes sécrétant de 1'[gA au
sein des plaques de Peyer [179]. Par ailleurs, le processus de vieillissement induit des
altérations dans la réponse immunitaire intestinale, caractérisée notamment par une diminution
de l'infiltration des immunoblastes producteurs d'IgA au sein des plaques de Peyer. Chez les
rats agés, une diminution significative de I'expression de MAdCAM-1 est observée au niveau

des vaisseaux sanguins de la lamina propria [180], [181].

L'expression endothéliale de MAdCAM-1 est induite au niveau transcriptionnel par le TNF-a,
I'TL-1PB et le LPS et nécessite des protéines NF- kappa B activées (NF-kB) [157], [182], [183].
La surexpression de MAdCAM-1 est décrite dans les MICI et est associée a une infiltration
accrue de cellules 04p7+ dans la lamina propria du colon [184], [185]. L'expression de
MAdCAM-1 induite par le TNF-a peut étre atténuée par l'administration exogene d'oxyde
nitrique (NO), offrant ainsi une possible approche thérapeutique dans les MICI [186].

L'étude de Sasaki et al. a examiné la capacité de I'l[L-10 a influencer 1'expression et la fonction
de MAdCAM-1 [187]. Les résultats ont montré que la transfection d'un vecteur d'expression
de I'L-10 a entrainé¢ une diminution significative de I'adhérence des leucocytes médiée par

MAdCAM-1 dans une lignée cellulaire endothéliale intestinale de souris immortalisée.

L'interaction entre 1'intégrine 04p7 et MAdCAM-1 joue un rdle crucial sur le plan biologique.
En effet, MAdCAM-1 peut agir sur les lymphocytes T comme molécule de costimulation par
anti-CD3. 1l est intéressant de noter que contrairement a l'interaction entre a4p7 et VCAM-1,
celle-ci ne déclenche pas la prolifération des lymphocytes T [188]. De plus, il est essentiel que
MAdCAM-1 soit exprimée dans l'intestin pour favoriser la production d'IgA. En effet, le
blocage de MAdCAM-1 avec un anticorps monoclonal conduit & une diminution de
l'infiltration des lymphocytes B et & une baisse significative du taux d'IgA sérique, sans affecter
les taux d'IgG ou d'IgE [189]. La sécrétion d'IgA par les lymphocytes B contribue a protéger la

barriére intestinale.

6. Role de 1'axe MAdACAM-1/04p7 dans la migration et I'immunorégulation des
lymphocytes T dans I'intestin : Implications thérapeutiques et pronostiques

Fidelle et ses collégues ont d'abord montré que 1'exposition a des antibiotiques a large spectre

tels que l'ampicilline, la colistine et la streptomycine, réduisait 1'expression de MAdCAM-1
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spécifiquement dans I'iléon des souris, ceci favorisait la colonisation accrue par des especes du
genre Enterocloster (par exemple, Enterocloster clostridioformis et Enterocloster bolteae)
capables de réduire directement et indépendamment l'expression de MAdCAM-1 iléale [190].
En conséquence, la sous-expression de MAJCAM-1 par le biais d'un traitement aux
antibiotiques, d'une suppression génétique (souris MAdCAM1—/—) ou d'une neutralisation par
des anticorps, conduisait a l'exode iléal des cellules T régulatrices RORyt+FoxP3+CD4+
(Tregl7) exprimant les intégrines 04p7 (qui interagissent avec MAdCAM-1). Cela suggérait
que MAdCAM-1 iléal pourrait jouer un rdéle important dans l'arrét ou la limitation de la
migration systémique des cellules T régulatrices dérivées de l'intestin. De maniére importante,
ces résultats ont également été validés dans une cohorte de patients (n = 31 ; dix exposés aux
antibiotiques et 21 non exposés aux antibiotiques) subissant une endoscopie intestinale et des
biopsies (y compris des patients atteints de cancer colorectal). Spécifiquement, les patients
traités aux antibiotiques montraient une diminution de l'expression de MADCAM-1 iléal avec
une perte concomitante de l'expression du geéne IL17A iléal. En outre, ce type d'effet
immunorégulateur dépendant du microbiome et centré sur MAACAM-1 était transférable via
un TMF de patients atteints de cancers bronchiques non a petites cellules (NSCLC) a des souris
exemptes de pathogenes spécifiques (SPF). Les auteurs ont identifi¢ des membres microbiens
spécifiques (par exemple, E. clostridioformis et Hungatella hathewayi) et/ou des métabolites
dérivés de l'intestin (par exemple, les acides biliaires acide ursodésoxycholique (UDCA) et
acide lithocholique (LCA)) comme des moteurs potentiels de I'immunomodulation médiée par

MAdCAM-1.

Ensuite, en utilisant des modeles murins permettant le suivi de la migration cellulaire
systémique, Fidelle et ses collaborateurs ont montré que le traitement antibiotique ou la
supplémentation orale avec E. clostridioformis augmentait significativement la migration de
cellules Tregl7 o4p7+, mais pas o4B7—, hautement clonales, prolifératives et
immunorégulatrices des ganglions lymphatiques mésentériques vers la tumeur et les ganglions
lymphatiques drainant la tumeur (TdLNSs). Etant donné le fort potentiel immunorégulateur de
ces cellules Tregl7 dérivées de l'intestin, les auteurs ont émis I'hypothese que l'efficacité
thérapeutique du blocage des points de contréle immunitaire (ICB) pourrait dépendre de cet
axe MAdCAM-1-04pB7-Tregl7. En effet, les souris porteuses de tumeurs dépourvues de
MAdCAMI ou Itgb7 (codant pour l'intégrine B7) et les souris co-traitées avec des anticorps
neutralisants contre MAdCAM-1 et 04p7 montraient de moins bons résultats sous ICB et

¢taient caractérisées par une empreinte accrue de cellules Tregl7 04p7+ dans la tumeur par
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rapport aux témoins. Cependant, cette perte observée de l'efficacité de 1'CB chez les souris
traitées aux antibiotiques était récupérée simplement en neutralisant 1'lL-17A. Cela soulignait
encore l'importance apparente de cet axe immunorégulateur associé a l'intestin dans la

médiation de I'immunité antitumorale systémique dans ces modéles.
y

Enfin, par I'analyse de quatre cohortes indépendantes de patients atteints de cancer traités par
blocage des points de controéle immunitaire , les auteurs ont montré que les patients présentant
des niveaux élevés de MAdCAM-1 soluble (sSMAdCAM-1) dans la circulation avaient une
survie globale prolongée, suggérant que MAdCAM-1, en plus de représenter une cible
thérapeutique potentielle, pourrait également étre considéré comme un biomarqueur

pronostique pour les traitements par blocage des points de contrdle immunitaire [190] .

7. Inhibiteurs pharmacologiques de I’axe a4f7

Au cours de la maladie inflammatoire chronique de 1'intestin, I'expression de MAdCAM-1 au
niveau du tissu intestinal est augmentée en raison de l'inflammation, ainsi que les
concentrations de SMAdCAM-1 [191]. Par conséquent, de nombreux anticorps monoclonaux
ciblant I'axe 04p7/MAdCAM-1 ont été développés pour contrer l'infiltration des leucocytes
inflammatoires dans l'intestin lors des MICI[192], [193]. Le Vedolizumab (VDZ) est un
anticorps monoclonal humanisé ciblant I'intégrine a4p7. Il module I'inflammation de la paroi
gastro-intestinale en limitant le recrutement des lymphocytes vers la lamina propria sans
induire d'immunosuppression systémique. Le Vedolizumab a été approuvé en 2014 pour le
traitement d'induction et d'entretien chez les patients atteints de MICI qui n'avaient pas répondu
de maniere adéquate a un ou plusieurs traitements standards (corticoides, immunomodulateurs
ou anti-TNF). Une diminution significative de SMAdCAM-1 dans le sérum a été observée chez
les patients traités par vedolizumab ou d’autres anticorps monoclonaux ciblant l'axe
a4B7/MAdCAM-1. De plus, des inhibiteurs non spécifiques peuvent agir sur l'expression de
MAdCAM-1 et a4PB7. En effet, les glucocorticoides, tels que la dexaméthasone et 1'L-10,
peuvent étre utilisés lors des MICI pour réduire I'expression de MAdCAM-1 au niveau de
I'endothélium colique [186]. Cela souligne l'effet immunosuppresseur des corticoides dans
l'intestin en diminuant l'expression de MAdCAM-1 et ainsi l'infiltration immunitaire au niveau

de la lamina propria.
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Récemment dans un essai international de phase 3, randomisé en double aveugle et controlé
par placebo, Chen et al. ont évalué¢ I’efficacité et la sécurit¢ du vedolizumab ajouté a la
prophylaxie standard de la GvHD (inhibiteur de la calcineurine plus
méthotrexate/mycophénolate mofétil) pour la prévention de la GvHD aigué du tractus gastro-
intestinal inférieur aprés une allo-CSH de donneur non apparenté. 343 patients ont été
randomisés (n = 174 vedolizumab, n = 169 placebo) et la survie sans GVHD aigué€ du tractus
gastro-intestinal inférieur a 180 jours apres 1'allo-CSH était significativement plus élevée avec
le vedolizumab par rapport au placebo. De méme, les criteres d'efficacité secondaires comme
la survie sans GvVHD aigué du tractus gastro-intestinal inférieur et sans rechute de la maladie
sous-jacente a 180 jours ainsi que la survie sans GvHD aigué€ de grade 3-4 a 180 jours étaient
significativement plus ¢élevés avec le vedolizumab par rapport au placebo. Enfin, I’incidence
des événements indésirables graves liés au traitement analysée chez les patients recevant >1
dose du traitement (n = 334) était de 6,5 % (n = 11 sur 169) pour le vedolizumab contre 8,5%
(n = 14 sur 165) pour le placebo [194].

8. MAdCAM-1 et IgA intestinales

La liaison entre MAdCAM-1 et la production des IgA dans le contexte de la réponse
immunitaire intestinale est essentielle pour comprendre la régulation de la réponse immunitaire
dans l'intestin. Les études menées par Schippers et al. ont démontré que l'absence de
MAdCAM-1 chez les souris entraine une réduction significative des plaques de Peyer, une
altération du homing des plasmocytes I[gA+ vers l'intestin gréle, et une incapacité a monter une
réponse IgA intestinale normale aprés immunisation orale [179]. Ces résultats soulignent
I'importance de MAdCAM-1 dans le recrutement des LB et la production des IgA dans
l'intestin. De plus, 1'é¢tude de Kang et al. a montré que le blocage de MAdCAM-1 conduit & une
diminution de l'infiltration des lymphocytes B et une réduction significative des IgA sériques,
mettant en évidence le role crucial de MAdCAM-1 dans la production d'IgA [189]. En outre,
les travaux de Fu et al. suggerent que l'expression de MAJCAM-1 et la présence de
lymphocytes IgA+ dans l'intestin sont perturbées lors de la nécrose hépatique aigué, soulignant
l'interconnexion entre MAdCAM-1, les lymphocytes IgA+ et la réponse immunitaire
intestinale dans des conditions pathologiques [195]. Ces résultats mettent en lumicre
l'importance de la signalisation MAdCAM-1 dans la régulation de la production d'IgA et de la

réponse immunitaire dans l'intestin, offrant ainsi des perspectives intéressantes pour la
9
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compréhension des mécanismes immunologiques impliqués dans la santé intestinale et les

pathologies associées.

Dans une récente étude menée par Pablo Canales-Herrerias et al., les auteurs ont observé une
réduction notable des plasmablastes intestinaux circulants (IgG+ et IgA+) apres le traitement
des patients atteints d’une UC par le VDZ. Ils ont également trouvé que la réponse au traitement

par VDZ est associ¢e a une diminution de la signalisation dépendante du FcyR [196]

Larelation entre la flore commensale et le systeme de défense immunitaire n'est pas unilatérale.
Le systeme immunitaire des muqueuses, induit par le microbiote, interagit a son tour avec celle-
ci pour favoriser l'établissement d'une relation symbiotique équilibrée. Les mécanismes précis
de cette symbiose sont variés, encore non ¢lucidés, et impliquent de nombreux intervenants
cellulaires et moléculaires présents dans diverses structures anatomiques (Figure 12).

Les IgA jouent un role central dans cette relation symbiotique, et la section suivante examine

de maniere plus détaillée la littérature sur les IgA et les IgG.
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IV Immunoglobulines

Les lymphocytes du systéme immunitaire adaptatif ont évolué pour reconnaitre de nombreux
antigénes différents présents chez les bactéries, les virus et d'autres agents pathogenes, afin de
lutter efficacement contre une grande variété de germes. Ces antigénes sont spécifiquement
reconnus par des protéines de reconnaissance hautement spécialisées des lymphocytes. Sur les
cellules B, ces protéines se présentent sous la forme d'immunoglobulines (Ig), des
glycoprotéines hétérotétramériques composées de deux chaines lourdes identiques et de deux
chaines légeres identiques, adoptant une structure en forme de Y [198]. Les immunoglobulines
possédent une large diversité de spécificités antigéniques, chaque cellule B produisant des
immunoglobulines d'une seule spécificité. Les Ig se présentent sous forme membranaire en tant
que BCR (le récepteur d'antigéne des cellules B), ou sous forme soluble en tant qu'anticorps.
La sécrétion des anticorps, qui se lient aux pathogeénes ou a leurs produits toxiques dans les
espaces extracellulaires, constitue la principale fonction effectrice des cellules B dans
'immunité adaptative. La molécule d'anticorps remplit deux fonctions distinctes : elle se lie
spécifiquement a un pathogene ou a ses produits ayant déclenché la réponse immunitaire, et
elle recrute d'autres cellules et molécules pour détruire le pathogéne auquel I'anticorps est lié.
La variabilit¢ des molécules d'anticorps permet a chaque anticorps de se lier a un antigéne
spécifique différent, et 'ensemble du répertoire des anticorps chez un individu est suffisamment
vaste pour assurer la reconnaissance de toute structure.

Les immunoglobulines sécrétoires constituent la premiére ligne de défense immunitaire contre
l'invasion des tissus muqueux par des microbes exogenes, mais elles contribuent également a

la colonisation par la flore commensale.

1. Immunoglobulines A

1.1 Structure et sous-classe des IgA

La synthese journaliére des IgA est de 66mg/kg/jour, supérieure a celle de toutes les autres
classes d’immunoglobulines combinées [199]. Chez I’étre humain, deux isotypes d’IgA
existent : 'IgAl et I’'IgA2, contrairement a la plupart des mammiféres dont la souris, qui n’en
présente qu'un. Les IgAl se caractérisent par une région charniere, flexible qui sépare les
domaines de liaison de I'antigéne Fab des domaines effecteurs Fc, allongée de 13 acides aminés
par rapport a I’'IgA2, et contenant de nombreux sites de glycosylations, contrairement a 1'[gA2

(Figure 13). Cette particularité des IgA1 est apparue tardivement dans le processus évolutif et
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n’est pas présente dans les IgA des souris [200], [201]. Cela confére aux IgA1l une structure
distincte, en forme de "T" et non en forme de "Y" comme les autres immunoglobulines, les
rendant ainsi sensibles a la protéolyse bactérienne [202], [203], [204]. Aucune enzyme

protéolytique n’a été identifiée a I’heure actuelle pour les IgA2 [205].

La répartition des sous-classes d’IgA varie en fonction des compartiments : I’'IgA1 prédomine
dans le sérum (90-95 % des IgA totales, soit en moyenne 1,7g/1) [206] tandis que I’IgA2 est
plus abondante dans les muqueuses [207], [208], [209]. La distribution des deux isotypes d'IgA
varie tout au long de l'intestin ([207], [208]. Les plaques de Peyer contiennent plus de LB
IgA 1+ que la lamina propria, tandis que le cdlon contient principalement des LB sécrétant de

ITgA2 [210].

Les IgA sont principalement présentes sous forme de monomeres dans le sérum, ou de dimeres
prédominants au niveau des muqueuses. Bien que leurs concentrations soient faibles, des
trimeres ou tétrameres sont également observés dans les muqueuses [205], [211]. Les IgA1 et
IgA2 ont la capacité de former des diméres voire des polymeéres.

La formation de complexes multimériques est facilitée par un peptide produit par les
plasmocytes, appelé la chaine J, qui assure la liaison covalente entre les chaines lourdes. Ce
processus est spécifique aux IgA et aux IgM [212]. Les mécanismes régulant la sécrétion de
la chaine J ne sont pas entierement élucidés, mais il semble qu'elle soit exprimée par 1'ensemble
des plasmocytes (y compris les plasmocytes IgG), avec une préférence pour les plasmocytes

IgA+ des muqueuses, ce qui explique la nature multimérique des IgA sécrétoires [213].

Les IgA sont caractérisées par une importante glycosylation qui varie en fonction de 1'isotype
et du degré de polymérisation. Par exemple I'I[gAl présente des sites de N-glycosylation
communs avec I'I[gA2 ainsi que des sites de O-glycosylation sur la région charni¢re. De son
coté, la chaine J contient un site de N-glycosylation qui contribue a la stabilisation des dimeres
[214]. La diversité des structures d'oligosaccharides liées aux IgA leur confére une
hétérogénéité significative ainsi que des propriétés d'interaction complexes avec les surfaces

bactériennes, épithéliales ou avec certains récepteurs tels que la Dectin-1 [215], [216], [217].
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component

(a): IgA1; (b):IgA2; (c): IgA dimérique; (d):IgA sécrétoire

Figure 13: Structure des IgA
Modifiée d’aprés ] M Woof, Mucosal Immunology, 2011 [205]

1.2 Induction et spécificité des IgA sériques

L'importance des IgA sériques dans les réponses immunitaires est largement méconnue et sous-
estimée. Les sites traditionnels de production des IgA sériques incluent la rate, la moelle
osseuse et les structures lymphoides secondaires non liées aux muqueuses. Cependant, la
recherche sur le répertoire et les spécificités des IgA sériques est encore limitée. Il a ét¢ montré
que les IgA sont induites par des antigenes provenant de 1’alimentation et par des antigénes
bactériens. En effet, la plupart des bactéries commensales sont reconnues par les IgA [218].
Des ¢études récentes chez la souris ont mis en évidence le réle de plusieurs commensaux dans
l'induction de 1'I[gA sérique, liant en retour des bactéries pathogeénes qui auraient transloqué en
cas de fragilisation de la barriere intestinale, offrant ainsi une protection contre la septicémie

polymicrobienne [219].

1.3 IgA sécrétoires (sIgA) et microbiote

Le GALT constitue le principal site de production des IgA : de nombreux plasmocytes IgA+
sont présents dans la lamina propria intestinale [220]. Les ganglions mésentériques situés sous
la lamina propria, les plaques de Peyer organisées en follicules contenant des centres
germinatifs avec un dome recouvert de cellules M et les ilots lymphoides isolés qui ressemblent
a des follicules dispersés dans la lamina propria jouent un rdle cl¢ dans I'induction de la réponse
IgA. 1l a été montré que le répertoire des IgA est diversifié, stable et dynamique [221]. D’autre
part, si le répertoire des IgA évolue rapidement au début de la vie pour ensuite se stabiliser, il

demeure extrémement flexible en cas d'invasion par un agent pathogéne [222]. De plus, au fil
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du temps, les IgA accumulent des mutations somatiques sans toutefois restreindre leur large
spectre de réactivité. Elles reconnaissent ainsi les bactéries commensales avec des affinités
généralement ¢élevées mais variables, tandis que les IgA ciblant les pathogeénes sont
principalement de haute affinité. Le répertoire diversifié¢ des IgA comprend également des IgA
dites naturelles, peu mutées, de faible affinité, polyréactives, probablement dirigées contre les
bactéries commensales. Ce modele n'a pas encore été confirmé chez I'homme et ne tient donc

pas compte des deux sous-classes d'IgA (Figure 14).
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Figure 14: Proposition de modéle décrivant les réponses IgA vis-a-vis du microbiote

O Pabst, Nature Reviews Immunology, 2012 [223]

Les IgA polyréactives peuvent cibler plusieurs bactéries commensales d’especes différentes
avec des affinités variables. A I’inverse, les IgA ciblant les pathogenes sont de haute affinité
et semblent spécifiques d’une seule bactérie. L’épaisseur de la fleche représente 1’affinité des

interactions anticorps-antigéne.

Les premicres études sur le microbiote intestinal ont révélé que les sIgA peuvent lier seulement
une fraction du microbiote humain et murin [224], [225]. Les analyses basées sur la cytométrie
en flux ont suggéré qu'environ 45% du microbiote présent dans les selles humaines est
recouvert d'IgA [226]. Récemment, la combinaison de la cytométrie en flux bactérienne avec
le séquencage 16S a offert une opportunité d'identifier les bactéries reconnues par les IgA ex

Vivo.
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Les IgA ont tendance a cibler les bactéries associées aux tissus de 1'hote. Ainsi, les IgA ciblent
de maniere préférentielle les bactéries filamenteuses segmentées (SFB), les membres flagellés
du microbiote appartenant aux Enterobacteriaceae, et les bactéries dégradant le mucus comme

Akkermansia muciniphila, toutes connues pour se localiser dans les tissus de 1'hote [218], [227],

[228], [229].

Le Tableau 4 regroupe les taxons bactériens qui sont significativement reconnus par les IgA
chez les individus en bonne santé. Les IgA se lient a une fraction tres diversifiée du microbiote,
comprenant de nombreux genres rares. Les IgA peuvent se fixer sur les quatre principaux phyla,
a savoir les Actinobactéries, les Bactéroidetes, les Firmicutes et les Protéobactéries. Chez
I’homme, de multiples taxons du phylum des Firmicutes, en particulier ceux appartenant a la
famille des Lachnospiraceae, sont significativement enrichis dans la fraction IgA+. Cette
observation soutient les études antérieures montrant que les membres de la famille des
Lachnospiraceae sont capables de susciter des réponses immunitaires innées et de moduler les

réponses immunitaires adaptatives dans l'intestin [230], [231], [232].
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Tableau 4: Table des taxons ciblés par les IgA intestinales chez ’homme

D’apres Sterlin D et al., Mucosal Immunology, 2020

Study Cohort Sequencing method Family Genera Species
D'Auria et al, 2013, Sci 6 healthy adults 16S gene sequencing Bacteroidaceae ND ND
Rep (18) Ruminococcaceae
Enterococcaceae
Lachnospiraceae
Nocardiaceae
Pseudomonaceae
Comamonadaceae
Sphingomonadaceae
g L
Palm et al, 2014, Cell 20 healthy adults 16S gene sequencing Actinomycetaceae Actinomyces spp.
(24) Bifidobacteriaceae Bifidobacterium ND
Erysipelotrichaceae Erysipelotrichaceae ND
Lachnospiraceae Dorea spp.
Lachnospiraceae Ruminococcus torques
Verrucomicrobiaceae Akkermansia muciniphila
Kau et al, 2015, Sci 11 healthy chiidren 16S gene sequencing Clostridiaceae ND ND
Trans| Med (15) Streptococcaceae Streptococcus salivarius
Enterobacteriaceae Escherichia/Shigella ND
Verrucomicrobiaceae Akkermansia muciniphila
Planer et al, 2016, 82 twins, 2 year-old 16S gene sequencing Bifidobacteriaceae Bifidobacterium bifidum
Nature (16) Clostridiaceae Clostridium nexile
Clostridiaceae Clostridium spiroforme
Lachnospiraceae Ruminococcus torques
Lachnospiraceae Ruminococcus gnavus
Enterobacteriaceae Escherichia/Shigella ND
Dzidic et al, 2016, ) 28 healthy children 16S gene sequencing Bacteroideaceae Bacteroides ND
Allergy Clin Immunol 1year-old Clostridiaceae ND ND
(17) Clostridiales Famille Xi ND ND
Erysipelotrichaceae ND ND
Erysipelotrichaceae ND ND
Lachnospiraceae Roseburia ND
Magri et al, 2017, S healthy adults 16S gene sequencing Bacteroldeaceae Bacteroides ND
Immunity (4) Barnesiellaceae ND ND
Mucus-embedded Erysipelotrichaceae ND ND
microbiota Lachnospiraceae ND ND
Lachnospiraceae Roseburia ND
Lachnospiraceae Blautia ND
Lachnospiraceae Ruminococcus ND
Lachnospiraceae Ruminococcus gnavus
Ruminococcaceae ND ND
Ruminococcaceae Ruminococcus ND

Les couelurs indiquent I'affiliation aux phylums : Actinobacteria en rose, Bacteroidetes en vert,
Proteobacteria en bleu, Verrucomicrobia en violet. Seuls les taxons dont 'enrichissement dans
la fraction I[gA+ est statistiquement significatif sont répertoriés. La table synthétise uniquement

les études basées sur des échantillons humains.

De nombreux facteurs tels que l'age, le régime alimentaire, les antibiotiques et 1'hérédité
influencent la composition du microbiote intestinal [233], [234],[235]. De maniere
intéressante, il a également été démontré que les facteurs environnementaux influencent les
réponses des IgA aux bactéries. Par exemple, 1'exposition aux antibiotiques est associée a un
revétement accru en IgA des Enterococcus sp. et des Lactobacillales, et donc chaque individu

héberge un répertoire bactérien enrobé des IgA distinct.
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1.4 Role des IgA agglutinant des bactéries

L'étude publié¢e par Palm et al. suggere que les IgA pourrraient recouvrir un groupe de bactéries
intestinales qui prédisposent 1’homme aux maladies [218]. L’idée que les IgA ne
provoqueraient pas I'élimination des bactéries, mais pourraient au contraire minimiser les effets
inflammatoires des bactéries ciblées, a été confirmée dans d'autres études sur des souris [236].
L’¢étude menée par Okai et ses collégues a montré que 1’administration d'une IgA monoclonale
polyréactive entraine des modifications dans la composition microbienne et une réduction de
l'inflammation [237]. De méme, les IgA semblent également nécessaires pour le controle du
pathobionte SFB [238]. Ainsi, les effets sélectifs et/ou neutralisants des IgA pourraient

moduler les bactéries vers un profil non inflammatoire.

Les principales fonctions des IgA agglutinant les bactéries sont résumées dans la (Figure 15).
Les mécanismes de protection des IgA vis-a-vis des pathogénes sont variés : la séquestration
des pathogeénes dans la lumiére intestinale, I'inhibition de la motilité bactérienne, I'inhibition
des organites de virulence tels que le systéme de sécrétion de type III de Shigella flexneri qui
lui permet d'envahir les entérocytes et l'agglutination des pathogénes [239]. Lors d'une
dysbiose induite par une antibiothérapie, la prolifération d’Enterococcus faecium est controlée
par son agglutination dans une matrice extracellulaire composée d'IgA sécrétoires et de
protéines produites par les cellules épithéliales (comme 1'E-cadhérine). Cette agglutination

permet de maintenir E. faecium a distance de 1'épithélium.
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Figure 15: Fonctions des anticorps IgA se liant au microbiote

Bunker et a/., Immunity, 2018 [240]
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D'autre part, les IgA jouent un rdle protecteur dans I’écologie commensale. Ainsi, il a été
montré dans 1’étude de Fadlallah et al. que les espéces bactériennes connues pour étre revétues
par les IgA dans les échantillons humains sont plus susceptibles d'étre sous-représentées dans
le microbiote fécal des patients souffrant d’une déficience en IgA [241]. Donaldson et al. ont
démontré que la liaison des IgA a Bacteroides fragilis facilitait 1'adhérence aux cellules
épithéliales intestinales en modulant les épitopes de surface, favorisant ainsi le maintien a long

terme de cette espeéce dans le microbiote intestinal [242].

De plus, les IgA jouent un rdle dans la translocation bactérienne vers les sites inducteurs des
IgA. La translocation bactérienne peut se produire de différentes manieres. Les cellules M
possédent au niveau de leur pole apical deux récepteurs de complexes immuns : Siglec-5 et
Dectin. Ensuite, les complexes immuns sont internalisés et présentés aux cellules dendritiques
CX3CRI1+ qui déclenchent la réponse IgA dans les plaques de Peyer [243]. Enfin, une dernicre
voie de translocation bactérienne a été¢ décrite via le CD71, un récepteur de la transferrine
exprimé a la surface des entérocytes, capable de se lier aux IgA sécrétoires et de les internaliser.
Ainsi, les IgA sécrétoires jouent un rdle crucial dans la modulation de la composition du
microbiote intestinal, allant au-dela de leurs fonctions traditionnelles de défense immunitaire.
Ce processus de modélisation de la flore intestinale commensale par les anticorps a récemment

été désigné sous le terme de "sélection immunomédiée par les anticorps" [244].

De plus, les IgA participent a la colonisation initiale du nourrisson en régulant la présence de
certaines especes et en favorisant la diversification du microbiote précoce. La stabilité du
répertoire des IgA tout au long de la vie est associée a la résilience et a la stabilité du microbiote,
tandis qu'une diminution de la diversité du répertoire des IgA ou l'absence d’IgA peuvent altérer

la symbiose intestinale et impacter la santé de I'hote.

2. Immunoglobulines G

2.1 IgG sérique
Contrairement aux IgA sécrétoires, les IgG systémiques sont préférentiellement produites lors
de situations inflammatoires systémiques [245]. Les réponses systémiques en IgG ciblant les

bactéries intestinales ont été initialement décrites dans les MICI et considérées simplement

comme étant secondaires aux translocations bactériennes en raison de la perméabilité barricre
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intestinale [246], [247]. Cependant, plusieurs études récentes ont démontré qu’environ 1 % du
microbiote intestinal des individus en bonne santé peut étre lié par des IgG sériques [248],
[249], [250], [251]. De plus, il a été montré que les niveaux d'IgG sériques avec une affinité
mesurable pour les commensaux apparaissent a I'dge de 6 mois, augmentent de 12 a 24 mois et
restent stables a 1'age adulte [248], [250], [251]. Cette chronologie est en corrélation avec le
schéma de la colonisation intestinale a la naissance, la diversification du microbiote apres le
sevrage, et la stabilisation du microbiote a 1'age adulte [252], [253]. En outre, les résultats d'une
¢tude ont confirmé la possibilité de réactivité croisée des IgG se liant au microbiote, montrant
que ces anticorps se lient a un ensemble de commensaux, partageant des structures de surface

contenant du mannose [254].

Des études utilisant la cytométrie en flux ont montré que des IgG systémiques se lient a un
large éventail de bactéries commensales telles que E. coli [255], E. faecalis et B. fragilis [256],
ainsi qu'a certains champignons commensaux tels que Candida albicans [248]. Les IgG
sériques convergent avec les IgA sécrétoires vers les mémes cibles bactériennes, et chaque
individu présente un ensemble de commensaux préférentiellement ciblés par les IgG.
Cependant, un répertoire "central" d'IgG dirigé contre des commensaux particuliers est apparu,
les genres appartenant aux Protéobactéries (comme Serratia, Achromobacter et Delftia par
exemple) étant préférentiellement enrichis dans la fraction du microbiote ciblée par les IgG
[251]. 1l est intéressant de noter que plusieurs taxons du phylum des Protéobacteries ont déja
été décrits comme cibles des IgA sécrétoires dans plusieurs études humaines et murines [219],

[227], [228].

2.2 Origine des IgG

Malgré de nombreuses études menées chez les souris et les humains pour explorer les réponses
des IgG aux commensaux, il reste encore incertain comment cette réponse systémique au
microbiote intestinal se développe. Cette réponse pourrait étre expliquée par une exposition
épisodique aux commensaux intestinaux qui franchissent la barriére intestinale. La
translocation bactérienne se produit dans un contexte inflammatoire, probablement en présence

de cytokines favorisant la production des IgG, plutot que des IgA, dans la lamina propria.

Il a ét¢ montré que les cellules sécrétant des IgG et des IgA intestinales proviennent de
précurseurs indépendants [257]. Les données expérimentales chez les modeles murins ont

détaillé¢ 1'ontogenese des lymphocytes B IgG anti-microbiote montrant que de nombreux
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anticorps se liant aux commensaux sont générés de manicre T-indépendante et dépend de la
signalisation des TLR dans les lymphocytes B [258]. Le microbiote soutient également de
maniére non spécifique la production d'anticorps systémiques par la production des acides gras
a chalne courte qui favorisent la différenciation des lymphocytes B en cellules sécrétrices

d'anticorps et stimulent le métabolisme des LB, ce qui conduit a la production d'anticorps [259].

Bien que le pool de LB intestinales soit largement dominé par des cellules produisant des IgA,
environ 3 a 4 % des cellules sécrétrices d'anticorps intestinales expriment de 1'l[gG dans des
conditions physiologiques normales chez 1'homme. Environ les deux tiers des anticorps
monoclonaux dérivés des plasmablastes intestinaux IgG+ réagissent avec des bactéries
intestinales communes [257], [260]. De plus, la majorité des anticorps IgG anti-microbiote sont
de la sous-classe IgG2 et des cellules sécrétant de 1'1gG2 ont été détectées dans la lamina
propria tout au long de l'intestin [251]. Des niveaux plus élevés d'IgG anti-E.coli dans le sérum
des patients atteints de MICI étaient associés a une augmentation substantielle des
lymphocytes B intestinales IgG+ [257]. Chez la souris, les ganglions lymphatiques
mésentériques ont également été¢ impliqués dans la génération de réponses systémiques d'lgG

aux bactéries invasives [261].

2.3 Roles des IgG anti-microbiote

Le role des IgG systémiques dirigées contre le microbiote a ét¢ initialement révélé en apportant
des preuves de leur rdle protecteur dans les infections gastro-intestinales et systémiques. Par
exemple, les souris déficientes en composants de signalisation immunitaire innée MyD88
(réponse primaire de différenciation myéloide 88) et TRIF produisent spontanément des
niveaux trés élevés d'IgG ciblant le microbiote, ce qui protéger contre la septicémie [255],
[262]. Cette importance clinique est corroborée par des observations montrant que les patients
atteints de CVID (déficit immunitaire commun variable), présentant une déficience en IgG
circulantes mais pas en IgA intestinales, souffrent d'infections gastro-intestinales et de troubles

lymphoprolifératifs [263], [264].

De plus, certaines bactéries potentiellement invasives peuvent induire des réponses IgG dans
un microbiote sain et une barriere intestinale intacte, tandis que d'autres bactéries, pourraient
seulement induire des réponses systémiques dans le contexte d'une dysbiose ou de perméabilité

de la barri¢re intestinale [246], [265], [266], [267].
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Les IgG dirigées contre le microbiote jouent ¢galement un réle dans les premiers stades de la
vie en modulant le développement du systéme immunitaire du nouveau-né, avec a la fois des
effets stimulants et régulateurs. Des études ont également montré que les IgG provenant du
microbiote maternel peuvent étre transférées au nouveau-né avant la naissance, préparant ainsi
le feetus a la colonisation bactérienne postnatale [175]. En outre, les patients présentant un
déficit sélectif en IgA semblent avoir des niveaux plus élevés d'IgG anti-microbiote, ce qui
suggere un lien avec la translocation bactérienne et la dysbiose. Le lait maternel contient a la
fois des sIgA et des IgG qui cooperent pour éviter la translocation bactérienne et ainsi limiter

les réponses des lymphocytes T au niveau des muqueuses (Figure 16).
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Figure 16: : Les Ig sécrétoires et systémiques controlent le microbiote intestinal

D Sterlin et al., Mucosal Immunology, 2015

Les IgA sécrétoires, les IgM sécrétoires et les IgG sériques convergent vers les mémes cibles
microbiennes. Les IgA sécrétoires et les IgM sécrétoires sont présentes en concentrations
décroissantes du mucus a la lumicre intestinale. Bien que les IgG soient absentes de ’intestin
des individus sains, des plasmocytes IgG sont présents dans la lamina propria et contribuent
probablement aux pools systémiques d'IgG anti-commensaux, dont l'origine principale reste

inconnue.
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Il a été montré que les patients ayant un déficit sélectif en IgA (sIgAd) présentent un niveau
plus élevé d'IgG anti-microbiote, suggérant que la translocation bactérienne pourrait se
produire plus fréquemment en I'absence des IgA sécrétoires. De plus, les patients possédent des
IgG anti-microbiote différents de ceux des donneurs sains, ce qui est cohérent avec la présence
d'une dysbiose [241]. Des altérations plus importantes de la composition et de la diversité du
microbiote intestinal ont été décrites dans des échantillons de selles de patients atteints de

CVID, qui manquent a la fois d'IgA et d'IgG [268].

La détection des IgG anti-microbiote pourrait également offrir de nouvelles opportunités pour
prédire 'efficacité de 'immunothérapie dans le traitement des cancers. La dominance d'especes
commensales dans le microbiote intestinal telles que Akkermansia muciniphila et Enterococcus
hirae a ¢été démontrée pour induire des changements immunologiques qui influencent
l'efficacité de I’immunothérapie anti- PD1/PDL1 dans les tumeurs épithéliales [269]. Ainsi, la
recherche des IgG ciblant ces bactéries spécifiques avant le début de I’immunothérapie pourrait
étre plus pratique que 1’analyse de la composition des selles dans le but de prédire la résistance

a ces inhibiteurs de points de controle immunitaires et a d'autres traitements.

3. Immunoglobulines et allo-CSH

Les patients allogreffés ayant un nombre normal de lymphocytes B CD19+ ne sont pas
considérés comme complétement immunocompétents a cause de la diminution de la fonction
des lymphocytes B et des réponses vaccinales altérées chez ces patients [270]. L'absence de
LB mémoires CD19+CD27+, I’hypogammaglobulinémie une perturbation dans Ia
commutation de classe des anticorps et une altération dans la complexité du réarrangement des
genes des anticorps rendent les patients greffés plus vulnérables aux infections causées par des

bactéries encapsulées comme Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae [271],

[272].

L'hypermutation somatique semble également étre affectée, notamment en présence de
lymphocytes T CD4+ provenant du donneur, suggérant un défaut du microenvironnement
[270], [273]. Des taux sériques normaux d'IgM sont généralement mesurables 3 a 6 mois apres
allo-CSH [274], [275] suivis d'une normalisation des IgG1/IgG3, 1gG2/IgG4 et IgA sériques,

respectant les étapes du développement physiologique lors des premicres années de la
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vie [276]. Cependant, des déficits de classe d'anticorps ont été rapportés a long terme chez
certains patients [277]. Le répertoire des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) est
souvent caractérisé par un changement de classe retardé et une dominance oligoclonale en

raison de réarrangements spécifiques dominants a différents moments chez ces patients [277],
[278].
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Problématique et objectifs

En résumé de la partie précédente, on peut retenir qu’en raison des traitement administrés,
notamment les chimiothérapies et antibiothérapies, la composition de leur microbiote est
perturbée apres allo-CSH avec un impact sur leur survie. Cette diminution de la survie est
notamment liée au lien entre dysbiose et GVHD, méme si cet effet semble aller au-dela de la
GvHD. En effet, un nombre croissant de données a mis en évidence un lien entre microbiote
digestif et hématopoiése. A la vue de I’importance majeure de la récupération hématopoiétique
apreés allogreffe, et de la morbi-mortalité associées avec une mauvaise récupération
hématopoiétique il semble important d’évaluer I’impact de la dysbiose sur celle-ci apres allo-

CSH.

Ainsi, vu I’'importance des effets des antibiotiques et du microbiote intestinal sur la régulation
de MAdCAM-1, et de son role dans I’hématopoiese, nous avons voulu investiguer le lien entre

MAdCAM-1, dysbiose et hématopoicse chez les patients traités par allo-CSH.

Pour ces objectifs, nous avons dos¢ MAdCAM-1 circulant dans le sérum de 279 patients traités
par allo-CSH, et corrélé les données obtenues avec des données de séquengage du microbiote

et des données cliniques des patients.

D’autre part, les données de la littérature montrent I’importance d’identifier les spécificités des
IgA et IgG dans un contexte de microbiote dérégulé. Chez les patients allo-CSH ayant une perte
de diversité microbienne, on peut se poser la question si les anomalies du microbiote chez les
patients allo-CSH sont en lien avec la perturbation de la réponse IgA et IgG et quelle pourrait

étre ’influence sur les événements cliniques post-greffe.

Pour ce projet, nous allons étudier une série de 150 patients traités par allo-CSH pour une
leucémie aigu€ myéloide. Les objectifs sont les suivants :

— Evaluer la proportion de bactéries du microbiote intestinal fixées aux IgA/IgG.

— Identifier les bactéries présentes dans les selles des patients reconnues par les IgA et
IgG.

— Caractériser le répertoire IgA et IgG dans le sérum des patients en utilisant des bactéries
candidates.

— Corréler les résultats obtenus avec les événements cliniques post-greffe.

Malheureusement, tous les objectifs n’ont pas pu étre étudiés et nous présenterons les
résultats préliminaires de ce projet.
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Abstract

The intestinal bacterial microbiome undergoes profound changes during the allogeneic
hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) procedure leading to alteration of patients’
outcomes. Some data suggest that microbiota composition may influence hematopoiesis
recovery after allo-HCT. Therefore, given the role of the mucosal addressin cell adhesion
molecule-1 (MAdCAM-1)/ a4P7 integrin axis in engraftment and that gut dysbiosis has been
linked to reduced soluble MAACAM-1 (sMAdCAM-1) levels, we aimed to investigate the
interplay between SMAdCAM-1 level, dysbiosis, and hematopoietic recovery in a cohort of
279 patients that underwent allo-HCT. We found that allo-HCT is associated with significant
decrease in SMAdCAM-1 levels, and that these levels are significantly correlated with gut
microbiota diversity assessed by the Shannon diversity index (p=0.006, R?=0.091).
Furthermore, early use of antibiotics with a broad anti-anaerobic spectrum (before day (D) 0
of allo-HCT) is associated with a significant decrease in SMAdCAM-1 levels at DO (median,
3056 versus 4747, p<0.0001). Finaly, patients with lower SMAdCAM-1 levels around
hematopoietic recovery (D20) have significantly longer neutrophil recovery > 0.5 x10%/L (17
versus 15 days, p<0.0001) and platelet recovery > 20 x10°/L (12 versus 10 days, p=0.002). The
D28 cumulative incidence of neutrophil and platelet recovery > 20 x10%/L recovery were also
lower in patients with lower SMAdCAM-1 concentrations at D20, being 96.7% and 85.4%,
respectively, versus 99.2% and 79.7% in patients with higher sMAdCAM-1 concentrations
(p=0.0002 and p=0.046). These results were confirmed in multivariate analyses. Overall, we
found that SMAdCAM-1 is associated with neutrophil and platelet recovery after allo-HCT,
suggesting that microbiota dysbiosis mediates a detrimental effect on haematopoiesis through

modulation of the MAdCAM-1/04p7 axis.

Keywords: allo-HCT, gut microbiota, immune reconstitution, antibiotics, MAAdCAM-1 a4p7,
sMAdCAM-1
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Introduction

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) represents a potentially curative
therapy for numerous malignant and non-malignant hematological diseases. The treatment
relies on intensive chemotherapy facilitating engraftment and eradicating residual tumor cells,
along with the antitumoral immunological effect of the immune cell of the graft, the so-called
graft-versus-tumor effect. However, its effectiveness is hindered by the significant morbidity
and mortality linked to acute graft-versus-host disease (aGvHD), an inflammatory condition
primarily affecting the skin, liver, and intestines.

Chemotherapy and total-body irradiation-based conditioning regimens, together with the use
of broad-spectrum antibiotics during allo-HCT, promotes intestinal monodomination of
pathogenic intestinal species and alters the intestinal barrier, facilitating bacterial translocation.
An extensive literature supports the association between alterations in gut microbiota
composition and a wide array of diseases including solid tumors and hematological
malignancies. It has been shown that low bacterial diversity is associated with poor outcomes
of patients following allo-HCT. In particular, enterococcal expansion is associated with GvHD
and mortality and fecal microbiotherapy was shown to be safe and effective for the treatment
of gastrointestinal (GI) aGvHD.

Furthermore, the interplay between the intestinal microbiome and the hematopoietic system is
now well established. In the setting of allo-HCT, Schluter et al. reported higher neutrophil,
lymphocyte and monocyte counts in patients who received an autologous fecal microbiota
transfer (FMT) in the first 100 days after neutrophil recovery, compared to allo-HCT patients

that did not receive an autologous FMT.

The molecular interaction between the a4f7 integrin (also called Lymphocyte Peyer’s patch
Adhesion Molecule-1 [LPAM-1]) and the MAdCAM-1 plays a crucial role in directing the
trafficking of lymphocytes into Peyer's patches and the intestinal lamina propria, and in
hematopoietic stem cell (HSC) homing and engraftment. It is established that the
MAdCAM-1/ 04B7 axis is implicated in the recruitment of effector donor CD8 T cells to the
recipient intestine and that blocking this axis alleviates GVHD without impairing graft versus
tumor effects. Vedolizumab, a gut-selective anti-a4p7 integrin monoclonal antibody that
reduces gut inflammation by inhibiting migration of GI-homing T lymphocytes, was therefore

shown to be effective for GI aGvHD prophylaxis.
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Interestingly, Fidelle et al. showed recently that antibiotics induced dysbiosis leading to the
disrupted interaction of MAdCAM-1-and its counter receptor a4f7 in non-small cell lung

cancer patients with low soluble MAdCAM-1 (sMAdCAM-1) having a significantly decreased

gut microbiota diversity 3.

Altogether, this suggests that the interplay between the MAdCAM-1/ 0a4p7 axis, the microbiota,
and use of antibiotics warrants investigation in the setting of allo-HCT. We therefore aimed to
investigate the impact of SMAdCAM-1 level on patients’ outcomes after allo-HCT, particularly

GvHD and hematopoietic recovery.

Patients and methods

Patient characteristics

This retrospective study comprised a cohort of 279 consecutive adult patients with a
hematological malignancy who underwent allo-HCT between October 2012 and June 2018 at
Saint-Antoine Hospital (AP-HP, Paris, France). Written informed consent was obtained from

each patient in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki.

Infection prophylaxis, monitoring, and supportive care

All patients received the conditioning regimen as inpatients in private positive-pressure rooms
and remained hospitalized until hematopoietic and clinical recovery. Empiric broad-spectrum
antibiotics were administered if a patient developed a temperature >38.3 °C, or >38 °C for 1
hour, or showed any sign of infection. Antimicrobial prophylaxis consisted of acyclovir or
valacyclovir and trimethoprim-sulfamethoxazole or atovaquone (starting after neutrophil
recovery) for one year, and was extended if CD4+ T cells remained below 0.2 x 10%/L. No
antifungal prophylaxis was administered. We captured exposure to antibiotics with a broad
anti-anaerobic spectrum (piperacillin-tazobactam, imipenem-cilastatin and meropenem [PIM])
in the patients from the start of the conditioning regimen until neutrophil recovery. For each

antibiotic, exposure was defined as administration for > 48 hours.

Serum preparation
Peripheral blood samples were collected in Clot Activator Tubes (CAT tubes, BD Vacutainer®)
prior to allo-HCT (baseline timepoint), the day of allo-HCT (DO0) and at D20, 30, 90 and 360
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after allo-HCT. After collection of the whole blood, it was allowed to clot by leaving it
undisturbed at room temperature for 15-30 minutes. The clot was removed by centrifugation
at 1500 x g for 10 minutes in a refrigerated centrifuge. The resulting supernatant (serum) was

transferred into 0.5 ml aliquots and stored at -80°C.

Stool collection, DNA extraction and 16S sequencing and analysis
Feces were collected according to hospital guidance. In brief, feces were collected in a sterile
fecal collection container, immediately homogenized, and aliquots of 0.2 g were frozen at

-80° C for further analysis. DNA was extracted from the fecal samples, followed by 16S DNA

sequencing, and sequence analysis was performed as part of a previous project ',

SMAdCAM-1 quantification in patients by sandwich enzyme- linked immunosorbent
assay (ELISA)

sMAdCAM-1 was quantified in sera of patients and healthy controls using the Human
MAdCAM-1 DuoSet ELISA kit (Bio-Techne/ R&D Systems) according to the
recommendations of the manufacturer. Other materials and solutions required for the ELISA

were found in the DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2, purchased from R&D Systems.

Outcomes

Recorded clinical outcomes after transplantation included time to neutrophil and platelet
engraftment and time of onset and severity of aGvHD. Time to neutrophil recovery was defined
as the first of 3 consecutive days in which the absolute neutrophil count (ANC) exceeded 0.5
G/L, and time to platelet recovery as the first of 7 consecutive days with a platelet count > 20
or 50 G/L without platelet transfusion. Acute GvHD was evaluated according to the revised

Glucksberg criterial®.

Statistical analysis

All statistical tests were performed using Prism8 (GraphPad, San Diego, CA, USA) and EZR
version 1.37 (Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Japan) which is a graphical
user interface for R (The R Foundation for Statistical Computing; version 3.1.1). EZR is
installed along with R and R commander. All p-values are 2-sided and were considered
significant at p<0.05. Patients were divided according to median sSMAdCAM-1 concentration

(MAdCAM-1 concentration < median or MAdCAM-1 concentration >median).
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The unpaired t test with Welch’ s correction was used to compare two groups. Values are

expressed as median and range. The cumulative incidence (CI) of ANC, platelet recovery and
aGvHD was estimated, and the groups were compared using Gray's test. For aGvHD, the
competitive risks were relapse/progression or death. For multivariable analysis, the Fine-Gray

hazards model for competing risk data was used.

Alpha diversity was estimated by the Shannon diversity index, which is calculated based on
both the number of unique operational taxonomic units and their evenness of distribution. Taxa
were not filtered, and samples were not rarefied prior to calculating alpha diversity. Data
handling employed the phyloseq package (version 1.30.0) throughout!®. The correlation
between the Shannon diversity index and SMAdCAM-1 was evaluated using Spearman’s rank

correlation analysis.

Results

Patients and transplants characteristics

This retrospective analysis included 279 patients who underwent allo-HCT. Patient and
diseases characteristics are detailed in Table 1. Median follow-up among surviving patients
was 58 months (range, 4-93). The median age was 56 years (range, 16-76). The gender
distribution was 169 males (60.6%) and 110 females (39.4%). One hundred and ninety-four
patients (69.5%) had a myeloid malignancy and 85 patients (30.6%) a lymphoid malignancy.
Disease risk index (DRI) was low/intermediate in 178 patients (63.8%), and 101 patients
(36.2%) had a high or very-high DRI. Most patients (n=257, 92.1%) received a peripheral
blood stem cell graft. Allo-HCT was performed from a human leucocyte antigen (HLA)-
matched related donor (n=77, 27.6%), an HLA-matched unrelated donor (n=109, 39.1%) or an
haploidentical donor (n=93, 33.3%). Seventy-four patients (26.5%) received a reduced-
intensity conditioning regimen, 122 patients (43.7%) a myeloablative reduced toxicity
conditioning regimen and 83 patients (29.7%) a sequential conditioning regimen. All but 21
patients received in vivo T cell depletion using anti-thymocyte globulin (ATG,
Thymoglobuline®, Sanofi-Genzyme, Lyon, France). Nineteen patients received post-
transplant cyclophosphamide (PTCy), and 87 patients received both PTCy and ATG. Patients
received either cyclosporine A alone (n=38; 13.6%) or in combination with mycophenolate

mofetil (n=226; 81.0%) or methotrexate (n=15; 5.4%).
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SMAdCAM-1 concentrations decrease during allo-HCT

Because intestinal tissue biopsies are difficult to obtain, we evaluated sMAdCAM-1
concentrations using ELISA in the blood as a surrogate marker for target engagement at the
intestinal site. At baseline, median SMAdCAM-1 concentration in patients’ sera was 8815
pg/ml (n=144, Figure 1A). The level of SMAdCAM-1 significantly decreased following
conditioning, reaching 4234 pg/ml at DO (n=259, p<0.0001), and continued to decline to 3277
pg/ml by D20 (n=246, p<0.0001). At D90 (n=221), while SMAdCAM-1 levels increased
compared to D20, being 4275 pg/ml(p<0.0001), it remained significantly lower compared to
baseline samples (p<0.0001, Figure 1A). Patient age, gender and underlying malignancies
(myeloid versus lymphoid) did not impact sSsMAdCAM-1 concentrations at baseline
(Supplementary Figure 1A-C).

SMAdCAM-1 correlates with bacterial diversity and the use of broad-spectrum
antibiotics during allo-HCT

Fidelle et al. recently reported the relationship between SMAdCAM-1 and gut dysbiosis in
advanced NSCLC patients'®>. Thus, we aimed to investigate the correlation between
sSMAdCAM-1 and bacterial diversity, as represented by the Shannon index in our cohort of
patients. The paired-end 16S sequence data were available for 82 SMAdCAM-1 samples. We
observed a statistically significant correlation between bacterial diversity and sMAdCAM-1
(p=0.006, R*=0.091 Figure 1B). Interestingly, patients with greater bacterial diversity
(Shannon index cut-off=4) had significantly higher sSMAdCAM-1 levels compared to patients
with lower bacterial diversity (median, 6288 versus 4488 pg/ml, p=0.0041, Figure 1C).

We then assessed the impact of antibiotic exposure on sSMAdCAM-1 levels, focussing on
antibiotics with a wide anti-anaerobic spectrum (PIM) and found that patients who received
PIM during conditioning (before D0), had significantly lower sSMAdCAM-1 concentrations at
DO (median, 3056 versus 4747 pg/ml, p<0.0001, Figure 1D). Interestingly, we found that the
use of a sequential conditioning regimen was associated with lower sMAdCAM-1
concentrations at DO (median, 3003 versus 4935 pg/ml, p<0.0001, Figure 1E). Nevertheless,
this finding was related to the use of PIM during conditioning in 35% of patients (n=29/83),
versus only 13% of patients (n=25/196, p<0.0001) that did not receive a sequential
conditioning regimen. There was no difference in sMAdCAM-1 concentrations at D20 between
patients that received or did not receive a sequential conditioning regimen (p=0.25, Figure 1F).

Finally, the use of PIM during the conditioning regimen and neutropenic phase after allo-HCT
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had no impact on sMAdCAM-1 concentrations at D20 (Figure 1G). This may be related to the
low number of patients (n=48/279, 17%) that did not receive PIM.

Soluble MAdCAM-1 has no impact on aGvHD

First, given the MAdCAM-1/ 047 axis is implicated in the recruitment of effector donor CD8
T cells to the recipient intestine, and that blocking this axis alleviates GVHD, we analyzed the
impact of SMAdCAM-1 on the CI of grade II-IV and grade III-IV aGvHD and did not observe
any statistically significant differences between patients with low versus high sMAdCAM-1 at
DO or D20 after allo-HCT (Figure 2A-D). Of note, there were also no differences in the CI of
overall and stage 2-4 GI aGvHD between patients with low versus high sSMAdCAM-1 at DO
(p=0.97 and p=0.70, respectively, data not shown).

SMAdCAM-1 correlates with hematopoietic recovery at D20

Then, considering the role of the MAdCAM-1 and 04p7 integrin in the migration of
hematopoietic progenitors and mature effector cells in the periphery!®, we investigated the
relationship between sSMAdCAM-1 concentrations and hematopoietic recovery. We found that
neutrophil recovery was significantly longer in patients with low SMAdCAM-1 concentrations
at D20, being 17 days (range, 8-53 days), versus 15 days (range, 5-29 days) in those with high
sSMAdCAM-1 concentrations at D20 (p<0.0001, Figure 3A). Similarly, platelet recovery > 20
x10%/L was significantly longer in patients with low versus high sSMAdCAM-1 concentrations
at D20, being 12 days (range, 0-78 days) versus 10 days (range, 0-35 days) respectively
(p=0.002, Figure 3B). Regarding platelet recovery > 50 x10%/L, it was 18.5 days (range, 0-207
days) versus 10 days (range, 0-35 days) in patients with low versus high sMAdCAM-1
concentrations at D20 (p<0.0001, Figure 3C).

The D28 CI of neutrophil recovery (ANC > 0.5 x10°/L) was lower in patients with lower
SMAdCAM-1 concentrations at DO and D20, being 90.8% and 96.7%, respectively, versus
96.1% and 99.2% in patients with higher sSMAdCAM-1 concentrations (p=0.28 and p=0.0002,
respectively, Figure 3D, E). Similarly, the D28 ClIs of platelet recovery > 20 x10%/L and > 50
x10°%/L were significantly lower in patients with lower SMAdCAM-1 concentrations at DO,
being 76.9% and 61.5%, respectively, versus 91.5% and 76.0%, respectively, in patients with
higher sMAdCAM-1 concentrations at DO (p=0.0004 and p=0.0009, respectively, Figure 3F,
G). Finally, the D28 CIs of platelet recovery > 20 x10°/L and > 50 x10°/L were also
significantly lower in patients with lower SMAdCAM-1 concentrations at D20 being 85.4%
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and 69.1%, respectively, versus 93.5% and 79.7%, respectively, in patients with higher
sMAdCAM-1 concentrations at D20 (p=0.0065 and p=0.046, respectively Figure 3H, I).

The multivariate analyses included key factors associated with hematopoietic recovery [patient
age, patient cytomegalovirus (CMV) status, DRI, sex-mismatch, conditioning regimen
intensity, type of donor, use of PTCy, use of PIM and sMAdCAM-1 level]. While DO
sMAdCAM-1 had no impact on the CI of ANC > 0.5 G/L, high D20 sMAdCAM-1 levels were
the stronger predictor of ANC > 0.5 G/L recovery [high versus low, hazard ratio (HR), 1.80,
95% confidence interval (95% CI), 1.40-2.32, p<0.00001). Other parameters associated with
ANC > 0.5 G/L recovery were the use of PTCy (HR 0.56, 95% CI, 0.37-0.86, p=0.008) and
patient CMV seropositivity (HR=0.74, 95% CI, 0.58-0.94, p=0.014). Regarding platelet
recovery, SMAdCAM-1 levels at DO were significantly associated with the CI of platelet
recovery > 20 x10°/L (high versus low, HR=1.56, 95% CI, 1.22-1.99, p=0.0004) and > 50
x10%/L (high versus low, HR= 1.51, 95% CI, 1.15-1.98, p=0.0032) in multivariate analysis.
Other parameters associated with platelet recovery in multivariate analysis were the use of
PTCy (platelets > 20 x10°/L, HR= 0.56; 95% CI, 0.35-0.89; p=0.014 and platelets > 50 x10°/L,
HR=0.54; 95% CI, 0.35-0.84; p=0.007), patient CMV seropositivity (platelet > 20 x10°/L,
HR=0.67; 95% CI, 0.53-0.84; p=0.0007 and platelets > 50 x10°/L, HR= 0.62; 95% CI, 0.48-
0.79; p=0.0001), and DRI (high or very high versus low or intermediate, platelets > 20 x10°/L,
HR= 0.733; 95% CI, 0.55-0.97; p=0.029, and platelets > 50 x10°/L, HR=0.59; 95% CI, 0.43-
0.81; p=0.001). sMAdCAM-1 levels at D20 were not associated with platelet recovery > 20
x10%/L or 50 x10%/L.

Finally, to further investigate the impact of SMAdCAM-1 levels at D20 on hematopoietic
recovery after allo-HCT, we compared cell counts up to D90 after allo-HCT. Overall, we
observed higher counts of haemoglobin, platelets, neutrophils and lymphocytes in patients with
higher sMAdCAM-1 levels at D20 (Figure 4A-D, p=0.03, p=0.01, p=0.02 and p=0.002,

respectively).

Discussion

In this study, we investigated the interplay between the MAdCAM-1/ 047 axis, microbiota,
and the use of antibiotics in a cohort of 279 patients who underwent allo-HCT. Our analysis
included measurements at baseline and at subsequent timepoints following transplantation. At
baseline, SMAdCAM-1 concentrations were at their peak and significantly decreased by half

at DO (transplantation). Further decline was observed by D20 around hematopoietic recovery,
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reaching 3277 pg/ml, and while by D90, sMAdCAM-1 levels had slightly increased to 4275
pg/ml, it remained significantly lower compared to baseline. Remarkably, patient

demographics such as age and gender did not affect SMAdCAM-1 concentrations at baseline.

Furthermore, our analysis revealed a strong correlation between sSMAdCAM-1 levels and
bacterial diversity, with those patients exhibiting higher bacterial diversity showing elevated
sSMAdCAM-1 levels. We also confirmed that exposure to antibiotics with a broad anti-
anaerobic spectrum (PIM) before DO was associated with lower SMAdCAM-1 levels.
Consistent with our findings, Fidelle et al. have shown that a broad-spectrum antibiotic regimen
led to a persistent decrease in the expression of the ileal MAdCAM-1 in both mice and humans
and that low SMAdCAM-1 was identified as a proxy of intestinal dysbiosis 3. This decrease
strongly correlated with reduced expression of ileal Foxp3, IL-17a, and RORyt, as well as a
poor control of tumor size. Therefore, considering the use of broad-spectrum anti-anaerobic
antibiotics, the fact that the subsequent loss of bacterial diversity is associated with GvHD

related outcomes'”-'8

, and that the use of vedolizumab prevents GI aGvHD!?, we then evaluated
the impact of SMAdCAM-1 level on the CI of aGvHD and did not find any differences between
patients with low versus high levels of SMAdCAM-1, including in GI aGvHD. One explanation
for this absence of difference may be that while high MAdCAM-1 expression, particularly by
the ileal venule in the crypt base?, leads to alloreactive donor T cell infiltration and an
increased risk of aGvHD, MAdCAM-1 is downregulated by the use of broad-spectrum
antibiotics'?, which are also associated with increased GvHD mortality!”. Assessment of

MAdCAM-1 expression on gut biopsy in those patients may have shed some light on our

findings, unfortunately, no samples were available to perform such experiments.

Our study sheds light on the role of sSMAdCAM-1 in hematopoietic recovery following allo-
HCT. We found a significant correlation between high sMAdCAM-1 levels at DO and D20 after
allo-HCT and shorter hematopoietic recovery, as evidenced by faster neutrophil and platelet
engraftment. Studies have highlighted the multifactorial nature of hematopoietic reconstitution,
with factors such as patient-specific characteristics, disease status, graft source, conditioning
regimen intensity, and infectious complications playing crucial roles in influencing engraftment
kinetics and long-term outcomes. Nevertheless, our findings were confirmed in multivariate

analysis taking into account the main parameters associated with hematopoietic recovery.
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In the context of hematopoietic recovery, MAdCAM-1 may plays a role in the homing of HSCs
to the bone marrow, where they can differentiate and repopulate the blood cell lineages. The
interaction between MAdCAM-1 and its receptor on HSCs may facilitate the migration of these
cells to the bone marrow niche, which is essential for hematopoietic recovery after conditions
such as bone marrow transplantation or chemotherapy?!. Furthermore, some studies have
shown that MAdCAM-1 expression was upregulated on bone marrow endothelial cells (ECs)

within 24 hours post-lethal irradiation®>%3

, suggesting that the conditioning regimen before
allo-HCT contributes to HSC engraftment through MAJdCAM-1 upregulation on ECs.
Interestingly, in the phase 3 randomized study evaluating vedolizumab for GvHD prophylaxis
after allo-HCT", the median day of neutrophil recovery was delayed in patients that received
vedolizumab being 16.0 (range, 8-35) days in the experimental group versus 15.0 (range, 8-
31) days in the placebo group, suggesting that blockade of the MAdCAM-1/ 04p7 axis after
allo-HCT delayed engraftment.

Previous studies with murine models have shown the interplay between the microbiome and
hematopoiesis. Balmer et a/. used germ-free mice colonized by different species to demonstrate
that the size of the bone marrow myeloid cell pool correlates with the complexity of the
intestinal microbiota via a MyD88 signaling pathway?*. The study by Josefsdottir et al. reported
that antibiotics cause multilineage alterations in murine hematopoiesis, with marked
suppression of multipotent progenitors. In addition, suppression of bone marrow populations
in antibiotic-treated mice results from depletion of the intestinal microbiota, as demonstrated
by hematopoiesis rescue after FMT?. Although the associations between the microbiota and
hematopoiesis are well established, a mechanistic understanding of how the microbiota directly
or indirectly impacts hematopoiesis is still limited. The role of bacteria-derived metabolites on
hematopoietic progenitors remains to be clarified. A recent study reported that butyrate
impacted hematopoiesis in the bone marrow resulting in the accumulation of immature
neutrophils in a model of Pseudomonas aeruginosa infection in the lung, via increased CXCL2
expression by lung macrophages®. Bacterial metabolites may also induce hematopoietic
growth factors by ECs in the bone marrow. Another study identified bacterial taxa and
metabolites involved in protection against acute radiation syndromes. Elevated abundances of
members of the bacterial taxa Lachnospiraceae and Enterococcaceae were associated with
post-radiation restoration of hematopoiesis and GI repair?’. Importantly, in the setting of
allo-HCT, an association between gut microbial taxa and daily changes in white blood count

was reported, further supporting the idea that hematopoiesis and mobilization of HSCs respond
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to the composition of the gut microbiome?®. Of note, neutrophil, lymphocyte and monocyte
counts were higher in patients that received an autologous FMT in the first 100 days after
neutrophil recovery, compared to allo-HCT patients who did not receive this procedure®,
indicating that gut microbiota modulation using FMT may allow enhanced hematopoiesis

recovery after allo-HCT.

In our study, the mechanism of downmodulation of SMAdCAM-1 after antibiotic treatment or
dysbiosis remains to be determined. In the study by Fidelle et al., oral administration of bacteria
of the genus Enterocloster was sufficient to down-regulate MAdCAM-1 expression through its
effects on bile acid metabolism!3. The role of bile acids in the modulation of colonic
MAdCAM-1 expression was previously demonstrated in a murine model of combined
cholestasis and colitis?® . We can hypothesize that bile acid metabolism is also involved in

regulation of MAdCAM-1 expression in allo-HCT patients.

Overall, our study provides valuable insights into the dynamics of sMAdCAM-1
concentrations during allo-HCT and their association with bacterial diversity, patient outcomes,
and hematopoietic recovery. Collectively, these results suggest that if the concentration of
MAdCAM-1 is associated with gut microbiota diversity and is affected by broad anti-anaerobic
spectrum antibiotic treatments, this effect mitigated hematopoietic recovery time. These
findings suggest a potential link between antibiotic exposure, altered microbiota composition,
and hematopoietic recovery in patients undergoing allo-HCT, highlighting the importance of

further investigation into microbiome targeted interventions, such as FMT?’,
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Table 1: Patient and transplant characteristics

All patients (n=279)
Patient age in years, median (range)

Gender

Male

Female

Disease (%)

Myeloid

Acute myeloid leukemia
Myeloproliferative neoplasms
Myelodysplastic syndromes
Lymphoid

Chronic lymphocytic leukemia
Hodgkin lymphomas
Multiple myeloma
Non-Hodgkin lymphomas
Precursor lymphoid neoplasms
DRI

Low

Intermediate

High

Very high

Graft source

Bone marrow

Peripheral blood stem cells
Regimen intensity (%)
RIC

RTC

Sequential

Donor type (%)
Haploidentical donor
Matched sibling donor
Matched unrelated donor
GvHD prophylaxis

CsA

CsA-MMF

CsA-MTX

PTCy

Yes

No

ATG

Median dose (range)

No

Yes

PIM exposure before Day 0
Yes

No

PIM exposure from the start of conditioning

to neutrophil engraftment
Yes
No

56 (16-76)

169 (60.6%)
110 (39.4%)

194 (69.5%)
123 (63.4%)
47 (24.2%)
24 (12.4%)
85 (30.6%)
1 (1.2%)

11 (12.9%)
7 (8.2%)

23 (27.1%)
43 (50.6%)

3 (1.1%)
175 (62.7%)
91 (32.6%)
10 (3.6%)

22 (7.9%)
257 (92.1%)

74 (26.5%)
122 (43.7%)
83 (29.7%)

93 (33.3%)
77 (27.6%)
109 (39.1%)

38 (13.6%)
226 (81.0%)
15 (5.4%)

106 (38.0%)
173 (62.0%)

5 mg/kg (2-12.5)

21 (7.5%)
258 (92.5%)

79 (28.3%)
200 (71.7%)

231 (82.8%)
48 (17.2%)
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Abbreviations: DRI is for disease risk index; RIC, reduced intensity conditioning; RTC,
reduced toxicity conditioning; GvHD, graft-versus-host disease; aGvHD, acute GvHD;
cGvHD, chronic GvHD; PIM, piperacillin-tazobactam, imipenem-cilastatin and meropenem.
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Figure 1: Serum MAdCAM-1 is an indicator of gut dysbiosis.

(A): Dynamics of sSMAdCAM-1 concentrations at baseline (n=144), day 0 (n=259), day 20 (n=
246) and day 90 (n=221) post allo-HCT. (B): Correlation between sMAdCAM-1
concentrations at day 0 and day 20 and microbiota diversity represented by Shannon index
(Pearson correlation, n=82, r=0.29, p=0.006). (C): sSMAdCAM-1 concentrations in patients
with low (n=51) vs high Shannon diversity (n=31) (p=0.0041). (D): sMAdCAM-1
concentrations at day 0 in patients exposed (n=72) vs unexposed (n=187) to anaerobic
antibiotics (PIM) (p<0.0001). (E): sMAdCAM-1 concentrations at day 0O in patients treated
with sequential conditioning (n=77) vs other types of conditioning (n=182) (p<0.0001).

(F): sSMAdCAM-1 concentrations at day 20 in patients treated with sequential conditioning
(n=68) vs other types of conditioning (n=178) (p<0.0001). (G): sMAdCAM-1 concentrations
at day 20 in patients exposed to anaerobic antibiotics PIM (n=206) vs unexposed to anaerobic
antibiotics (PIM) (n=40) (p=0.9993). Each dot represents a single patient; error bars represent
median with interquartile range.
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Figure 2
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Figure 2: Impact of sSMAdCAM-1 levels on aGvHD

(A-B): Cumulative incidence (CI) of aGvHD II-IV and III-IV in allo-HCT patients (n=259)
according to SMAdCAM levels at day 0 (sMAdCAM DO < median or sMAdCAM D0O>median)
(p=0.77 and p=0.81, respectively). (C-D): Cumulative incidence of aGvHD II-1V and III-IV
in allo-HCT patients (n=246) according to sSsMAdCAM levels at day 20 post-transplantation
sSMAdCAM D20 < median or sMAdCAM D20>median (p=0.77 and p=0.81 respectively).
Groups were compared using Gray's test.
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Figure 3
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Figure 3: sSMAdCAM-1 correlates with hematopoietic recovery at D20.

Number of days to (A) absolute neutrophil count (ANC) recovery (>0.5 G/L) and (B) platelet
recovery (>20 G/L) and (C) platelet recovery (>50 G/L) according to SMAdCAM-1 levels at
day 20 (sMAdCAM D20 < med or sSMAdCAM D20>med), (p<0.0001, p=0.0023 and p<0.0001
respectively). (D-F-G): Cumulative incidence of neutrophil recovery (0.5G/L), platelet
recovery (20G/L) and platelet recovery (50G/L) respectively according to SMAdCAM-1 levels
at day 0 (sSMAdCAM DO < median or sSMAdCAM DO > median) (p=0.28, p=0.0004, p=0.0009
respectively). (E-H-I): Cumulative incidence of neutrophil recovery (0.5G/L), platelet
recovery (20G/L) and platelet recovery (50G/L) respectively according to SMAdCAM-1 levels
at day 20 (sMAdCAM D20 < median or sSMAdCAM D20 > median) (p=0.0002, p=0.007,
p=0.046 respectively). For cumulative incidence of neutrophil and platelet recovery, groups
were compared using Gray's test. Abbreviation: med, median; alloHCT, allogeneic
hematopoietic cell transplantation.
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Figure 4
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Figure 4: Haemoglobin, platelet and neutrophil counts increased in patients with high
SMAdCAM-1 levels at day 20.

Weekly median absolute counts of (A) haemoglobins, (B) platelets, (C) neutrophils and (D)

lymphocytes in 246 allo-HCT patients according to sMAdCAM-1 levels (p=0.03, p=0.01,
p=0.02, p=0.002 respectively).
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Supplemental data

Supplementary Figure 1
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Supplementary figure 1: Impact of patients’ age, gender and of the underlying
malignancy on baseline SMAdCAM-1 level.

(A): Impact of patients’ age on SMAdCAM-1 level.

(B): Impact of patients’ gender on SMAdCAM-1 level.

(C): Impact of underlying malignancy (myeloid versus lymphoid) MAdCAM-1 level.
Abbreviation : BL, baseline.
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Deuxiéme partie : Analyse des interactions entre les IgA/IgG et les bactéries chez les
patients traités par allo-CSH

La symbiose entre le microbiote intestinal et le systétme immunitaire revét une importance
capitale dans la santé et la maladie, en particulier chez les patients ayant subi une allo-CSH.
L'équilibre fragile entre la diversité microbienne et la réponse immunitaire, notamment a
travers les anticorps IgA et IgG, souléve des interrogations quant a son influence sur les
résultats cliniques apres la greffe. Par conséquent, cette partie de notre travail vise a explorer
les intrications complexes entre la dysbiose intestinale, les réponses immunologiques
spécifiques et les conséquences cliniques chez les patients allo-CSH, dans le but d'apporter des
éclaircissements essentiels a la prise en charge de ces patients. Tous les objectifs initiaux n'ont
pas pu étre pleinement explorés, et c'est dans ce contexte que nous présentons les résultats

préliminaires de ce projet.

Matériels et méthodes
Patients et méthodes

Les sérums de 150 patients traités par allo-CSH pour une leucémie aigiie my¢loide dans le
service d’Hématologie clinique de I’Hopital Saint-Antoine pendant la période allant de 2015 a
2020 ont été congelés en pré-greffe, a JO, J20, 1 mois, 3 mois et 1 an post-greffe. Parmi les 150
patients, les selles de 71 patients ont été congelées a JO et séquencées pour une étude

précédente [279]. Les caractéristiques des patients sont détaillées dans le Tableau 5.

Purification des échantillons fécaux

140 échantillons de selles de patients et 16 échantillons de selles de donneurs sains ont été
purifiés. Les selles sont homogénéisées dans 5 ml de PBS et centrifugées une premicre fois a
4600 g pendant 15 min a 4°C. Apres cette étape, 2 ml de surnageant correspondant a I’eau
fécale ont été récupérés et conservés a -80°C. Les surnageants et culots sont ensuite
homogénéisés dans 50 ml de PBS puis centrifugés une deuxiéme fois a 1000 g pendant 10 min
a 4°C afin d’éliminer les débris. Les surnageants sont centrifugés une dernicre fois a 4600 g
pendant 20 min et les culots contenant les bactéries sont conservés dans du PBS contenant 10%

de glycérol a -80°C.
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Dosage des IgA et IgG par ELISA

Les concentrations en IgA et IgG dans les sérums des patients sont dosées par ELISA en
utilisant des anticorps de capture et détection (Bethyl laboratory) selon les recommandations
du fabricant. Les sérums sont dilués 1/10000 pour le test ELISA. Les échantillons sont ensuite
normalisés a 20 pg/ml en IgA/IgG pour leur utilisation ultérieure dans les expériences de

cytométrie de flux. Le dosage des IgA dans les eaux fécales a été réalisé de la méme maniére.

Détection des IgA/IgG fixées aux bactéries provenant des échantillons de selles des
patients en cytométrie de flux

Les bactéries provenant des échantillons de selles et fixées aux anticorps sont détectées par
cytométrie en flux. Deux microlitres d’échantillon de selle purifiée sont incubés avec des
anticorps anti-IgA FITC et anti-IgG DL405 dilués au 1/400 (Jackson laboratory) pendant 20
min puis apres lavage, les échantillons sont fixés dans 200puL de PBS contenant 2 % de
paraformaldéhyde. Les échantillons sont analysés au cytometre de flux Cytoflex (Beckman

Coulter).

Etude de ’interaction entre les IgA /IgG sériques et les bactéries intestinales

Les échantillons de selles purifiées (1puL) sont incubés avec 25uL de sérum du patient normalisé
a 20pg/ml en IgA/IgG pendant 30 minutes a 4°C. Apres lavage, les échantillons sont incubés
avec 25uL de I’anticorps secondaire anti-IgA FITC ou anti-IgG DL405 (Jackson) dilués a
1/400, pendant 20 minutes a 4°C. Aprées lavage, les échantillons sont fixés dans 200uL de PBS
contenant 2 % de paraformaldéhyde. Les échantillons sont analysés au cytometre de flux

Cytoflex (Beckman Coulter).
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Tableau 5: Caractéristiques des patients

Patient age in years (median)

Gender

Male

Female

Disease (%)

Myeloid

Acute myeloid leukemia
Graft source

Bone marrow

Peripheral Blood Stem Cells

Umbilical cord
Regimen intensity (%)
MAC

NMA

RIC

RTC

Donor type (%)
Haploidentical donor
Matched sibling donor
Matched unrelated donor
Umbilical cord blood
GvHD

aGvHD

YES

NO

c¢GvHD

YES

NO

GvHD prophylaxis
CsA

CsA-MMF

CSA-MTX
CsA-MTX-MMF
PTCy

YES

NO

Antithymocyte globulin (ATG)

Median dose (range)
NO

YES

GVvHD 2-4 (%)
GvHD 3-4 (%)
Relapse (%)

All patients (n=150)
56 (19-73)

84 (56,0 %)
66 (44,0 %)

150 (100 %)
150 (100 %)

13 (8,7 %)
130 (86,7 %)
7 (4,6 %)

11 (7,3%)

2 (1,3 %)
21 (14,0 %)
116 (77,4%)

60 (40,0 %)
30 (20,0 %)
53 (35,4 %)
7 (4,6 %)

95 (63,3 %)
55 (36,7 %)

54 (36,0 %)
96 (64,0 %)

17 (11,0 %)
126 (84,0 %)
6 (4,0 %)
1 (1,0 %)

68 (45,3 %)
82 (54,7 %)

2 (1-3)
12 (8 %)
138 (92 %)
43 (29 %)
12 (8 %)
51 (34 %)
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Résultats préliminaires
Les IgA et IgG sériques diminuent de facon significative apres allo-CSH

Avant la greffe, la plupart des patients présentent des concentrations normales en IgA (0,7-4
g/L) et IgG (5,6-18 g/L) sériques, avant de diminuer de fagon significative aux différents temps
ou les IgG et IgA ont été dosées apres la greffe (Figure 1 A-B). Les concentrations en IgG et

IgA sont alors généralement inférieures aux valeurs normales, y compris a 1 an post allo-CSH.

Dosage des IgA dans I’eau fécale

Les concentrations en sIgA sont mesurées dans les eaux fécales de 16 contrdles sains, et 93
patients a différents moments avant et apres allo-CSH (prégreffe, n=4 ; JO, n=48 : J20, n=38 ;
J30, n=25;J90, n=23 ; J360, n=2).

La concentration en sIgA est inférieure chez les controles sains (médiane, 8992 ng/ml ;
minimum (min)-maximum (max): 1950-76201), par rapport aux patients aux différents
temps : prégreffe, médiane 33166 ng/ml (min-max : 10805- 47735 ; p=NS); JO, médiane
32694 ng/ml (min-max, 0- 198262 ; p=0.0016) ; J20, médiane 32170 ng/ml (min-max : 926-
223682, p=0.0026) ; J30, médiane 2649 ng/ml (min-max : 0- 87656 ng/ml, p=NS) ; J90
médiane 18934 ng/ml (min-max : 1120-123865 ng/ml, p=NS) et J360, médiane, 34222 ng/ml
(min-max, 11601- 56843, p=NS) (Figure 2A). La différence est statistiquement significative
seulement a JO et J20 probablement en lien avec un manque de puissance aux autres temps
analysés. L’age, le sexe des patients et I’utilisation ou non de sérum anti-lymphocytaire n’a pas
d’impact sur les concentrations de sIgA au JO de 1’allo-CSH (p=0.3069, p=0.4356 et p=0.5518

respectivement, Figure 2B-D).

Bactéries fécales liées aux IgA/IgG

Le pourcentage des bactéries fécales liées aux sIgA et IgG est mesuré par cytométrie de flux.
Nous disposons de 16 échantillons de controles sains (HC, healthy controls) et de 93 patients
(prégrefte n=4 ; 48 échantillons a JO, 38 échantillons a J20, 25 échantillons a J30 et 23
¢chantillons a J90).

Le pourcentage des bactéries liées aux sIgA chez les patients est significativement supérieur a
celui des contrdles sains, médiane 19,33% (min-max : 0.36-80.5) versus 7.625% (min-max :
0.57-39.21) respectivement (p=0.0165, Figure 3A). En revanche, il n’y avait pas de différence
au niveau du pourcentage des bactéries reconnues par les IgG entre les controles sains (médiane

0.23%, min-max : 0.010-8.230) et les patients (médiane 0.15%, min-max 0-13, p=0.2322,
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Figure 3B). De plus, on voit une tendance a la diminution du pourcentage des bactéries liées
aux sIgA aux temps précoces apres allo-CSH jusqu’a J30, avant une augmentation, sans que

ces différences ne soient significatives (Figure 3C).

On ne met pas en évidence d’impact de 1’age et du sexe des patients sur la fixation des sIgA
aux bactéries au JO de 1’allo-CSH (p=0.9282 et p= 0.9915 respectivement, Figure 3D-E). De
plus, nous avons trouvé que les patients traités par du PTCy, avaient un pourcentage de
bactéries lies aux sIgA significativement supérieur a celui des patients qui n’ont pas regu du

PTCy (p=0.0162, Figure 3F).

Incubation des selles des patients avec leur sérum autologue

Afin de savoir si les IgG et les IgA sériques reconnaissent les bactéries intestinales, les selles
des patients sont incubées avec leurs sérums autologues, et un marquage anti-IgG et anti-IgA
est réalisé afin d’identifier les bactéries liées aux IgG et aux IgA sériques. Seuls les résultats
pour les IgG sont disponibles.

Nous avons mis en évidence une grande variabilité du pourcentage de bactéries fécales
reconnues par les IgG sériques (médiane, 8.35 % ; min-max : 1.1-57.98, Figure 4A), etiln’y
a pas de différence significative en fonction du temps par rapport a la greffe, Figure 4B). Les
patients qui ont un pourcentage de bactéries fécales reconnues par les IgG sériques supérieur a
la médiane a J30 avaient une tendance d’une meilleure DFS (p=0.0642) et une tendance de

moins de rechute (p=0.0847, Figure 4C-D).
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Figure 1 : Les IgA et les IgG sériques diminuent de fagon significative apres la greffe.
Dosage des IgA (A) et des I1gG (B) sériques des patients a différents temps apres la greffe. IgA
(Baseline, n=94; D30, n=131; D90, n=129; D360, n=71). IgG (Baseline, n=95; D30, n=135;
D90, n=131; D360, n=69). Les traits pointillés correspondent aux concentrations sériques des
IgA et des IgG chez un individu sain (IgA : 0,7-4 g/L;IgG: 5,6-18 g/L).
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Figure 2
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Figure 2 : (A) : Concentrations en sIgA dans les eaux fécales de 16 contrdles sains, et 93
patients a différents moments avant et apres allo-CSH (pré-greffe, n=4 ; JO, n=48 : J20, n=38 ;
J30, n=25; J90, n=23; J360, n=2). Impact de ’age (B), du sexe des patients (C), et de
I’utilisation ou non de sérum anti-lymphocytaire (D), sur les concentrations de sIgA au JO de
I’allo-CSH (p=0.3069, p=0.4356 et p=0.5518 respectivement).
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Figure 3
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Figure 3 : Pourcentage de bactéries fécales liées aux sIgA (A) et IgG (B) chez n=16 controles
sains (HC, healthy controls) et n=93 patients (prégreffe n=4 ; 48 échantillons a JO, 38
¢chantillons a J20, 25 échantillons a J30 et 23 échantillons a J90).

(C) : Pourcentage des bactéries liées aux sIgA chez 16 controles sains, et 93 patients a différents
moments avant et apres allo-CSH.

Impact de 1’age (D) et du sexe des patients (E) sur la fixation des sIgA aux bactéries au JO de
I’allo-CSH (n=48).

(F) : Impact du PTCy sur la fixation des sIgA aux bactéries au J20 de 1’allo-CSH (n=38).
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Figure 4
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Figure 4 : (A) : Pourcentage de bactéries fécales reconnues par les IgG sériques (n=54).

(B) : Pourcentage de bactéries fécales reconnues par les IgG sériques a différents moments
avant et aprés allo-CSH (4 échantillons en pré-greffe, 25 échantillons a J30, 23 échantillons a
J90 et 2 échantillons a J360).

(C) : Analyse Kaplen-Meier pour la survie sans survenue de maladie (DFS) des patients allo-
CSH en fonction du pourcentage des bactéries fécales reconnues par les IgG sériques par
rapport a la médiane a J30 (n=24, p=0.0642).

(D) : Incidence cumulée de rechute selon le pourcentage des bactéries fécales reconnues par
les IgG sériques par rapport a la médiane a J30 (n=24, p=0.0847).
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DISCUSSION



Les niveaux bas de SMAdCAM-1 ont été rapportés comme un indicateur de dysbiose intestinale
et un fort prédicteur d’une diminution de la survie globale et de la survie sans progression de
la maladie chez les patients atteints de cancers des reins, de la vessie et des poumons recevant
une immunothérapie avec des anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 (Figure 17) [190]. Dans notre
¢tude et sur la base des études antérieures [280], nous avons étudié la pertinence clinique de
SMAdCAM-1 et examiné l'interaction entre l'axe MAJCAM-1/04B7, le microbiote et

l'utilisation d'antibiotiques dans une cohorte de 279 patients ayant subi une allo-CSH.
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Figure 17: Dysbiose intestinale et expression de MAdCAM-1 dans les cancers solides

M Chelvanambi et J Wargo, Trends in immunology, 2023

En prégreffe, les niveaux de SMAdCAM-1 étaient au maximum, diminuant de moitié¢ a JO, le
jour de I’allo-CSH. Ils ont chuté davantage vers J20, puis 1égérement augmenté a J90, restant
significativement inférieurs aux valeurs de sSMAdCAM en prégreffe. L'dge et le sexe des
patients n'ont pas affecté les niveaux de SMAdCAM-1 en prégreffe. Néanmoins, d'autres études
ont mis en évidence une diminution importante liée a 1'age du potentiel de migration des
immunoblastes IgA, principalement due a une baisse de l'expression de MAdACAM-1 et des

intégrines a4B7 observée chez des rats agés [181]. De plus, une étude menée par Goode et ses
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collaborateurs a montré que les hormones sexuelles (progestérone et cestrogene) influengaient
les niveaux de sMAdCAM-1-1 chez les macaques rhésus ; des niveaux plus faibles de
sMAdCAM ont été observés chez les macaques traités par (progestérone et cestrogene) par
rapport aux témoins [281]. Toutefois, aucune é¢tude menée chez 'homme n'a montré I'influence
des caractéristiques démographiques des patients, telles que 'age et le sexe, sur les niveaux de

sMAdCAM-1.

Par ailleurs, notre étude a révélé une forte corrélation entre les niveaux de SMAdCAM-1 et la
diversité bactérienne, avec les patients présentant une plus grande diversité bactérienne
montrant des niveaux de sSMAdCAM-1 ¢levés. Nous avons également confirmé que
l'exposition aux antibiotiques a large spectre anti-anaérobie (PIM) avant JO était associée a des
niveaux plus faibles de SMAdCAM-1 a JO. Conformément a nos résultats, Fidelle et a/. ont
montré que [’antibiothérapie a large spectre entrainait une diminution persistante de
l'expression iléale de MAdCAM-1 chez les souris et ’homme, et que des faibles concentrations
de SMAdCAM-1 ¢étaient identifiés comme un indicateur de dysbiose intestinale [190]. Cette
diminution était fortement corrélée a une réduction de I'expression de I'lL-17a et du RORyt de
I'iléon, ainsi qu'a un mauvais contrdle de la taille de la tumeur (Figure 17). Ainsi, MAdCAM
iléale émerge comme un axe mécanistique par lequel la dysbiose intestinale peut atténuer
'immunité antitumorale systémique pendant le blocage des points de contrdle immunitaire,

offrant ainsi des opportunités pour le pronostic potentiel et le ciblage thérapeutique.

Etant donné que l'utilisation d'antibiotiques & large spectre anti-anaérobique entraine une perte
de la diversité bactérienne, et en tenant compte de la corrélation entre cette diminution de la
diversité bactérienne et les résultats associés a la GvHD [84], [282], ainsi que de I'effet
préventif du vedolizumab sur la GvHD aigué gastro-intestinale [194], nous avons ensuite
examiné l'impact des niveaux de SMAdCAM-1 sur l'incidence cumulée de la GvHD aigué.
Nous n'avons pas observé de différences entre les patients présentant des niveaux bas ou élevés
de sSMAdCAM-1, y compris dans le cas de la GvHD aigué gastro-intestinale. En fait, malgré
qu’une expression élevée de MAdCAM-1 au niveau de la veine iléale a la base de la crypte
intestinale, entraine une infiltration des lymphocytes T allo-réactifs du donneur et un risque
accru de GvHD aiguég, I'utilisation d'antibiotiques a large spectre, qui sont ¢galement associés
a une mortalit¢ accrue due a la GvHD, pourrait réguler a la baisse ’expression de

MAdCAM-1 et atténuer cet effet. L'analyse de 1'expression de MAdCAM-1 sur des biopsies
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intestinales aurait pu apporter des éclaircissements, cependant, malheureusement aucun

¢échantillon n'était disponible.

De plus, des niveaux faibles de SMAdCAM-1 a JO et J20 étaient corrélés a une récupération
retardée des neutrophiles et des plaquettes. Des taux plus élevés d'hémoglobine, de
neutrophiles, de plaquettes et de lymphocytes ont été observés chez les patients présentant des
niveaux de SMAdCAM plus élevés a J20. Tout cela suggére que la dysbiose entraine un retard
de la récupération hématopoiétique apres allo-CSH via l'axe MAdCAM-1/a4p7.

La recherche sur la récupération hématopoiétique a connu une croissance exponentielle au
cours des derniéres décennies. Nos résultats ont été confirmés dans une analyse multivariée
prenant en compte les principaux parametres associés a la récupération hématopoiétique.
D’autre part, il a été démontré que le blocage de I'axe MAdCAM-1/a4B7 apres allo-CSH
retardait la récupération hématopoiétique [159], [162], [194], [283].

Plusieurs études ont mis en évidence l’implication du microbiote dans la récupération
hématopoiétique. Guo et al. ont montré que I1’abondance de Lachnospiraceae et
Enterococcaceae étaient associées a la restauration post-irradiation de I'hématopoiese et a la
réparation du tractus gastro-intestinal chez les souris [105]. En effet, ces bactéries étaient
abondantes chez les patients atteints de leucémie subissant une radiothérapie, qui avaient une

dysfonction gastro-intestinale plus légere.

Plusieurs ¢études ont également montré le réle du microbiote intestinal dans 1’hématopoiése
normale. Ainsi, certaines pathologies humaines associées a une modification des populations
bactériennes, telles que le syndrome inflammatoire de 1'intestin ou I’exposition prolongée aux
antibiotiques sont associées a des effets hématologiques indésirables, notamment l'anémie et la
neutropénie. Chez la souris, les souris Germ-Free présentent des CSH plus petites, un nombre
anormal de cellules myéloides au niveau de la rate et une altération de la fonction des
lymphocytes T par rapport aux souris SPF [102]. De méme, le traitement des souris SPF par
des antibiotiques pendant une semaine ou plus retarde la prise de greffe des cellules souches,

montrant ainsi le rdle important que joue le microbiote dans la transplantation des CSH [284].

Dans notre étude, le mécanisme de la régulation a la baisse de SMAdCAM-1 reste a élucider.

/-

Gao et ses collaborateurs ont montré dans un modele de souris Mdr2”- qui développent

spontanément une lésion hépatique cholestatique et une fibrose qui reflétent la cholangite
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sclérosante primitive humaine, des altérations dans la composition des acides biliaires fécaux
et une susceptibilité accrue a la colite avec une expression augmentée de MAdCAM-1. In vitro,
le co-traitement a l'acide ursodésoxycholique (UDCA) a entrainé une atténuation dose-
dépendante de I'expression de MAdCAM-1 endothéliale induite par le TNF-a. Dans le mod¢le
combiné Mdr2~"/DSS, la supplémentation en UDCA a atténué la gravité de la colite et régulé
a la baisse I'expression de MAdCAM-1 intestinale [285]. Dans 1'é¢tude de Fidelle et al., il a été
montré que l'administration orale de bactéries du genre Enterocloster a été suffisante pour
diminuer 'expression de MAdCAM-1 par ses effets sur le métabolisme des acides biliaires. De
plus, 'acide cholique lithocholique (LCA) et 'UDCA ont atténué¢ les niveaux d'expression
génique de MAdCAM-1 dans 1'iléon, les plaques de Peyer et dans les ganglions lymphatiques
mésentériques in-vivo [190], en accord avec d’autres études [286]. Sur la base de ces études,
nous pouvons donc émettre I'hypothése que le métabolisme des acides biliaires est également
impliqué dans la régulation de l'expression de MAdCAM-1 chez les patients recevant une allo-

CSH.

D'un autre coté, les données de la littérature montrent I’importance d’identifier les spécificités
des IgA et des IgG dans un contexte de microbiote perturbé. Dans le cas des patients allo-CSH
présentant une diminution de la diversit¢é microbienne, il convient de se demander si les
altérations du microbiote chez ces patients sont associées a des perturbations des réponses [gA

et IgG, et quel impact cela pourrait avoir sur les événements cliniques post-greffe.

Dans une cohorte de 150 patients traités par allo-CSH pour une leucémie myéloide aigué
(LAM), nous avons trouvé que les concentrations en IgA et IgG sériques étaient normales en
pré-greffe avant de diminuer significativement aux jours 30, 90 et 360 post-greffe tout en
restant dans les taux normaux. Bien que les lymphocytes B matures soient efficacement
¢liminés pendant le conditionnement, les niveaux des IgG circulants diminuent lentement
[287], [288]. Ceci est di a la longue demi-vie des IgG dans le sérum [289] et a la survie de

nombreux plasmocytes apres la myélodéplétion [290].

Quant aux concentrations de sIgA dans les eaux fécales, elles étaient plus élevées chez les
patients que chez les contrdles sains, avec une différence significative a JO et a J20. Aucune
différence dans les concentrations de sIgA a JO n’était observée en fonction de I’age, du sexe
des patients ou leur exposition ou pas au sérum anti-lymphocytaire. Les sIgA, sont utilisés

comme des marqueurs de I'immunité de la muqueuse intestinale. En raison de leurs propriétés
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telles que la résistance a la dégradation enzymatique et la capacité a survivre aux conditions
difficiles du tractus gastro-intestinal, ainsi que de sa forme dimérique permettant le pontage et
la liaison aux bactéries, la forme sécrétoire des IgA joue un rdle crucial dans l'immunité
muqueuse et protége contre les micro-organismes potentiellement pathogenes. Ainsi, les
niveaux plus élevés de sIgA chez les patients allo-CSH peuvent étre associés a un microbiote
intestinal déséquilibré, pauvre en bactéries commensales, et peuvent indiquer une inflammation
et une infection du tractus digestif. D’autres études ont montré que la dysbiose rencontrée chez
les patients atteints de MICI n’altére pas la spécificité des IgA se liant aux bactéries. Les
altérations du microbiote ne se traduisent pas rapidement par des changements majeurs du
répertoire des plasmocytes [222], [291]. Roll et al. ont montré que les patients traités par du

sérum anti-lymphocytaire présentaient une reconstitution des lymphocytes B naifs

CD197CD21MEhCD27™ et mémoires CD191CD27" significativement inférieure aux patients
ne recevant pas du sérum anti-lymphocytaire dans le premier mois aprés allo-CSH, soulignant
I’impact délétére du sérum anti-lymphocytaire sur la reconstitution des lymphocytes B [292].
Néanmoins, seulement 8 % des patients de notre cohorte n’ont pas recu du sérum anti-

lymphocytaire.

M. Jendraszak et al. ont montré que dans une cohorte composée d'adultes agés de 18 a 74 ans,
la concentration médiane en IgA dans les selles était normale et corrélée a I’age, contrairement
a ce que nous avons trouvé : ils ont montré que dans le groupe de plus de 55 ans, les
concentrations en sIgA étaient plus faibles et ont émis 1'hypothése que des niveaux de sIgA

altérés pourraient étre liés aux changements du microbiote qui surviennent avec 1’age [293].

De plus, nos résultats montrent que le pourcentage de bactéries liées aux sIgA chez les patients
est significativement supérieur a celui des contrdles sains et qu’il existe une variabilité inter-
individuelle du pourcentage de bactéries liées aux IgA. En revanche, il n’y avait pas de
différence au niveau du pourcentage des bactéries reconnues par les IgG entre les contrdles
sains et les patients. Ces résultats sont en concordance avec ceux de Fadlallah et al. [241].
Aucun impact de 1’age et du sexe des patients sur la fixation des sIgA aux bactéries au JO de
I’allo-CSH n’a ét¢ identifié. Nous avons également trouvé que les patients traités par du PTCy
avaient un pourcentage de bactéries liées aux sIgA plus €élevé que ceux qui n'avaient pas regu

ce traitement.
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D’autre part, I’incubation des sérums des patients avec leurs selles autologues, a montré que
les IgG sériques se fixent aux bactéries, avec des variations au niveau du pourcentage des
bactéries liées aux IgG entre les patients. Aucune différence significative n’a été observée en
en fonction du temps par rapport a la greffe. Les patients qui avaient un pourcentage plus élevé
de bactéries fécales reconnues par les IgG sériques a J30 avaient tendance a avoir de meilleurs
résultats en termes de survie sans survenue de maladie et de réduction de la rechute. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que le revétement en Ig d'une espece bactérienne donnée peut
entrainer soit l'extinction/perte des bactéries revétues par les Ig, généralement observée
uniquement pour les agents pathogénes soit aucun effet détectable sur les niveaux de

colonisation, voire une augmentation de la colonisation [242], [294], [295], [296], [297].

Il a récemment été découvert que les interactions entre les sIgA et les micro-organismes
commensaux sont bidirectionnelles, et les bactéries bénéfiques peuvent moduler la distribution
des sIgA et réguler I'immunité adaptative en fournissant un faible niveau de stimulation
immunitaire [296], [298], [299], [300], [301]. La sécrétion locale des IgA prévient l'invasion
bactérienne [302], [303]. Le systéme immunitaire adaptatif régule la composition du
microbiote intestinal, notamment par la sécrétion des IgA par les lymphocytes B activés ou les
plasmocytes. Les IgA liées aux bactéries, protégent I'épithélium des toxines bactériennes et des
agents pathogenes invasifs. Il est intéressant de noter que la fixation des IgA aux bactéries peut
varier pendant des conditions pathologiques. En effet, il existe un niveau de revétement en IgA
différentiel de sous-ensembles bactériens spécifiques chez les patients atteints de rectocolite
hémorragique (RCH), par rapport aux témoins sains [304]. Un traitement anti-inflammatoire
tel que l'anti-TNF-o peut également modifier les propriétés de revétement en IgA [304]. De
plus, il a été montré que les IgA peuvent étre dégradées par des especes bactériennes

spécifiques, et ainsi le microbiote peut directement modifier les niveaux des IgA [305].

Les données de Kabbert et a/. montrent que la liaison des IgA et des IgG au microbiote se
produit aussi bien dans des conditions saines et inflammatoires. De méme, ils ont montré que
les IgA et IgG dérivés des plasmablastes/plasmocytes intestinaux chez les adultes humains
peuvent se lier a une grande proportion de bactéries fécales. Cette capacité de liaison au
microbiote était observée dans des échantillons murins ainsi que des échantillons humains
obtenus a la fois de contrdles sains et de patients atteints de MICI [300] et cela pourrait
constituer un mécanisme important pour réguler le microbiote intestinal et l'intégrité de la

muqueuse intestinale.
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Dans la continuité de nos travaux, nous envisageons d'é¢tudier de manicre approfondie la
spécificité des IgG sériques par rapport a certaines bactéries identifiées comme étant déléteres
ou protectrices dans le contexte de 1’allo-CSH, telles que E.faecalis, Akkermansia muciniphila
et Blautia. 11 a été rapporté que la domination fécale par Enterococcus au début de la période
post-transplantation (jour 0 a +21) était associ¢e a une survie globale significativement réduite
et a une mortalité accrue liée a la GVHD chez I’homme et la souris [90]. Des études ont montré
que Blautia est associée a une protection contre la mortalité liée a la GVHD [89] et corrélée a
un ratio accru de cellules Treg/Th17, ce qui pourrait maintenir 1'équilibre entre les réponses
anti-inflammatoires et pro-inflammatoires au cours de la GvHD [306], [307]. En outre, il a été
montré dans un modele murin que, 1’antibiothérapie est associée a une augmentation de
'abondance d'Akkermansia muciniphila, contribuant a la dégradation de la couche de mucus

dans le colon, ce qui pourrait contribuer a la survenue de la GvHD chez la souris [84].

Enfin, nous prévoyons de réaliser du tri MACS (tri cellulaire par séparation magnétique) et du
séquencage 16S afin d’identifier les bactéries fixées aux IgA et celles qui ne le sont pas. Il serait
¢galement intéressant d'identifier les bactéries qui sont ciblées a la fois par les sIgA et les IgG
sériques, et d'étudier les caractéristiques cliniques post-greffe de ces patients (survie globale
(OS), survie sans survenue de la maladie (DFS), survie sans GVHD et sans rechute (GRFS),

mortalité non liée a la rechute (NRM), rechute, GVHD ...).

En conclusion, nos études soulignent I'importance cruciale du microbiote intestinal dans la
récupération hématopoiétique post-allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Les
résultats mettent en évidence le rdle clé de I'axe MAACAM-1/04p7, 1'impact des antibiotiques
sur la dysbiose, ainsi que des altérations spécifiques du microbiote et des réponses
immunitaires post-greffe. Ces découvertes ouvrent la voie a des interventions thérapeutiques

ciblant le microbiote pour améliorer les résultats cliniques des patients traités par allo-CSH.
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Abstract

We evaluated the impact of early recovery of mucosal-associated invariant T cells (MAIT) and gamma-delta (y3) T cells,
especially V82* T cells, on the clinical outcomes of 76 patients who underwent allogeneic hematopoietic cell transplan-
tation (allo-HCT). MAIT cells were identified at day 20-30 post-transplant using flow cytometry and defined as CD3*
TCRVa7.2*CD161*. Two subsets of V82* T cells were analyzed according to the expression of CD26. The cytotoxicity
profile of MAIT and V82" T cells was analyzed according to the intracellular expression of perforin and granzyme B, and
intracellular IFN-y was evaluated after in vitro activation. CD26YV82* T cells displayed higher intracellular levels of IFN-y,
whereas CD26~ V82" T were found to be more cytotoxic. Moreover, MAIT cell frequency was correlated with the frequency
of V82" T cells with a better correlation observed with V82*CD26* than with the V82*CD26™ T cell subset. By using the
composite endpoint graft-versus-host disease (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 acute GVHD (aGvHD). These results suggest that MAIT cell reconstitution
may provide mitigating effects early after allo-HCT depending on their activation markers and functional status. Patients
with a high frequency of V82*CD26" T cells had a significantly higher GRFS, OS and DFS, but there was no impact on
cumulative incidence of grade 2-4 aGVHD, non-relapse mortality and relapse. These results revealed that the impact of
V82" T cells on the success of allo-HCT may vary according to the frequency of the CD26" subset.

Keywords Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) - Mucosal-associated invariant T cells (MAIT) - V82+
T cells - Acute graft-versus-host disease

Introduction reconstitution after allo-HCT is a critical parameter for suc-

cessful transplantation. Unconventional T cells may have

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) is
the only curative treatment for many patients with malig-
nant and non-malignant hematological diseases. Immune
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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 major histocompatibility complex
(MHC) molecules, unconventional T cells recognize lipid
and metabolite antigens presented by non-conventional con-
served antigen-presenting molecules [2]. Mucosal-associated
invariant T (MAIT) cells express the semi-invariant T cell
receptor (TCR) Va7.2 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 the CD69 activation marker, the production
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of cytotoxic granules such as perforin and granzyme, and
the secretion of pro-inflammatory cytokines [2, 4]. Another
type of unconventional T cell is y8 T cells, among them,
V&82* T cells are predominant in the peripheral blood in
most adults. V827 T cells are activated by phosphoantigens
associated with butyrophilin [5]. In the context of allo-HCT,
it has been reported that an increased number of MAIT cells
in perfused grafts was 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, yo T
cells play an important role after allo-HCT. y3 T cells recon-
stitute early after allo-HCT and are influenced by infections
and viral reactivation [8]. We previously reported that early
reconstitution of V82* T cells was significantly reduced by
post-transplant cyclophosphamide which induced a delayed
recovery following haploidentical HCT. Patients having the
lowest y8 and V82* T cell counts at day 30 after allo-HCT
had a significantly higher risk of Epstein-Barr virus (EBV)
viremia [9]. The anti-tumor activity of yd T cells predicts a
protective role after allo-HCT with respect to relapse. Thus,
enhanced y3 T cell reconstitution 2 months after transplanta-
tion was associated with a reduced cumulative incidence of
relapse and improved overall and relapse-free survival [10].
The link between y8 T cells and acute GvHD (aGvHD) has
also been examined and higher numbers of y8 T cells or only
V32 T cells subset on day 28 post-transplant was associated
with a lower risk of aGvHD [10]. A recent study identified
two subsets of V82* T cells according to CD26 expression,
which is an enzyme that participates in T cell activation.
V82" T cells that express CD26 are characterized by higher
cytokine production, whereas V527CD26™ T cells are ori-
ented to a cytotoxic profile [11].

In this context, we evaluated the influence of early recov-
ery of MAIT and V82* T cells according to CD26 expres-
sion 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 undergo-
ing allo-HCT with frozen peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) collected at day 20-30 after allo-HCT and
no history of aGvHD before PBMC sampling. The original
population size was 97 patients, we excluded 21 patients
who had developed GvHD before the date of PBMC sam-
pling. Median follow-up time among surviving patients was
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Table 1 Patients’ characteristics
All patients
n=76
Median age in years (range) 56 (19-73)
Sex
Male 39 (51%)
Female 37 (49%)
Disecase (%)

Myeloid 58 (76%)
Acute myeloid leukemia 44 (58%)
Myelodysplastic syndrome 5(6%)
Myeloproliferative neoplasm 9 (12%)

Lymphoid 16 21%)
Precursor lymphoid neoplasm 10 (13%)
Non-Hodgkin lymphoma 4 (6%)
Hodgkin lymphoma 1(1%)
Chronic lymphocytic leukemia 1(1%)

Aplastic anemia 2 (3%)

Graft source (%)

Bone Marrow 7 (9%)

Umbilical Cord Blood 2 (3%)

Peripheral Blood Stem Cells 67 (88%)

Conditioning intensity (%)

RTC 56 (74%)

RIC 13 (17%)

MAC 4(5%)

NMA 3 (4%)

Donor type (%)

Matched sibling donor 27 (36%)

Matched-unrelated donor 36 (47%)

Haploidentical donor 11 (14%)

Umbilical cord blood 2 (3%)

GvHD prophlyaxis

CsA alone 15 (20%)

CsA-MTX 6 (8%)

CsA-MMF 55 (72%)

PTCy
No 63 (83%)
Yes 13 (17%)
Antithymocyte globulin

Median (range) 5(2.5-12.5)

No 3 (4%)

Yes 73 (96%)

CMV serostauts donor-recipient pair

Positive/Negative 9 (12%)
Negative/Positive 14 (18%)
Positive/Positive 39 (51%)
Negative/Negative 14 (18%)
GvHD grade 2-4 (%) 23 (30%)
Relapse (%) 13 (17%)

CsA, cyclosporine A; MMF, mycophenolate mofetil; MTX, metho-
trexate; PTCy, post-transplant cyclophosphamide; RIC, reduced
intensity conditioning; RTC, reduced toxicity conditioning; MAC,
myeloablative conditioning; NMA, non-myeloablative; GvHD, graft-
versus-host disease

PTCy 50 mg kg™! day™" at day 3 and day 5 (5 patients received PTCy
at day 3 only)
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134 months (range 30-236). The demographics, population
and disease characteristics are described in Table 1. The
median age was 56 years (range 19-73). The gender distri-
bution was 39 men (51%) and 37 women (49%). Fifty-eight
patients (76%) had myeloid malignancies, 16 patients (21%)
lymphoid tumors, and 2 (3%) aplastic anemia. The major-
ity (88%) of patients received a peripheral blood stem cell
(PBSC) graft. Twenty-seven patients had a matched related
donor, 36 a matched unrelated donor and 11 a haploidentical
donor. The majority of patients received a fludarabine busul-
fan based reduced toxicity conditioning regimen (n =56,
74%). 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 aGvHD onset. Abso-
lute counts of T cells, MAIT and y8 T cells are provided
in Supplemental Table 1. Absolute values were only avail-
able for 65 allo-HCT patients. MAIT cells were identified at
day 20-30 post-transplant using flow cytometry and defined
as CD3* TCRVa7.2* CD1617" as previously described
(Fig. 1A). We observed a significant lower percentage of
MAIT cells among CD3* T cells at day 20-30 post-trans-
plant compared with healthy controls (Fig. 1B, p=0.033).
The majority of MAIT cells from patients were CD8* (Sup-
plemental Fig. 6A) and we did not observe differences in the
percentage of double-negative CD4~CD8™, double positive
CD4*CD8*, CD4* or CD8* MAIT cells between patients
and healthy controls (Supplemental Fig. 6B-E, p=0.1,
p=0.8,p=0.7, p=0.3). 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, respectively), suggest-
ing 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
higher expression of CD69 in 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 lower percentage of CD69 in patients
who developed grade 2—4 aGvHD as compared to patients
with grade 0-1 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,
respectively). Finally, we looked at the percentage of CD69*
in MAIT cells at day 20-30 in allo-HCT patients according

to recipient/donor CMV serological status and did not
observe a significant difference in the percentage of CD69
in MAIT cells between R* versus R~ (Supplemental Fig. 7B,
p=0.2) and between R*/D~ versus all others (Supplemental
Fig. 7A p=0.1). In addition to CMV serological status, we
also investigated the impact of CMV reactivation and did not
find any impact on the percentage of CD69* in MAIT cells
at day 20-30 post-transplantation (Supplemental Fig. 7C,
p=0.7). These results show that MAIT cells in allo-HCT
patients at day 20-30 after transplantation presented an acti-
vated 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 performed an analysis of their impact
on the outcome of allo-HCT using the composite endpoint
GRES as the primary endpoint. A receiver operating charac-
teristic (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 outcome. We
observed that patients with a higher MAIT cell frequency at
day 20-30 (cut-off value=0.75% of CD3* cells) had a signifi-
cantly increased GRFS (Fig. 2A, p=0.0026), a better overall
survival (OS) (Fig. 2B, p=0.015) and disease-free survival
(DFES) (Fig. 2C, p=0.0036). Furthermore, in patients with a
higher MAIT cell frequency at day 20-30 there was also a
tendency toward lower cumulative incidence of relapse and
NRM (Supplemental Fig. 2A-B, p=0.16 and p=0.08 respec-
tively), while, we did not observe an influence of the percent-
age of MAIT cells on the cumulative incidence of grade 2—4
aGvHD (Supplemental Fig. 2C, p=0.92), grade 3—4 aGvHD
(Supplemental Fig. 8A, p=0.3) and gastro-intestinal aGvHD
(GI-aGvHD) (Supplemental Fig. 10A, p=0.2). We then ana-
lyzed the impact of the absolute numbers of MAIT cells at day
20-30 after allo-HCT on the clinical outcome in allo-HCT
patients. Similarly to what we found when we use MAIT cell
frequency, we found that patients with a higher concentration
of MAIT cells (cut-off value =2.39 MAIT cell/ul) have a ten-
dency toward higher GRFS, better OS and higher DFS (Sup-
plemental Fig. 11A-C, p=0.1, p=0.2, p=0.1 respectively).
This lack of significance is likely due to the loss of statisti-
cal power as we have absolute values for only 65 patients.
In addition, we observed that CD69 expression by MAIT
cells had an impact on outcome. The group of patients with
alow CD69 expression (cut-off value=21% of MAIT cells)
had an increased cumulative incidence of grade 2-4 aGvHD
(Fig. 2D p=0.04), while we did not observe an influence of
the CD69 expression by MAIT cells on the cumulative inci-
dence of grade 3—4 aGvHD (Supplemental Fig. 8B, p=0.3),
and GI-aGvHD (Supplemental Fig. 10B, p=0.2). We did
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«Fig.1 Frequency, activation, and cytotoxicity profile of MAIT
cells in allo-HCT patients and healthy controls. (A) A representa-
tive density plot 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, respec-
tively). (E) Percentage of CD69" in MAIT cells for allo-HCT patients
(n=71) and HC (p=0.0001). (F) Percentage of CD69" in MAIT
cells according to GVHD grade of allo-HCT patients at day 20-30
post-transplantation (n=71, p=0.008). Samples from healthy con-
trols serve as baseline reference (HC n=11). Each dot represents a
single patient; error bars represent median with interquartile range

not find differences in OS, GRFS, DFS, and cumulative inci-
dence of NRM and relapse depending on CD69 expression
(data not shown). Given the impact of PTCy on aGVHD, and
since frequency of CD69 in MAIT cells is associated in uni-
variate analysis with the CI of grade 2—4 aGVHD, we evalu-
ated the impact of PTCy on frequency of CD69 expression
by MAIT cells at day 20-30 after allo-HCT. We found that
the frequency of CD69 expression by MAIT cell is lower in
patients treated with PTCy compared to those who did not
receive PTCy (Fig. 2F, p=0.03). In addition, we performed
a multivariate analysis taking into account the frequency of
MAIT cells expressing CD69 and the use of PTCy and confirm
that patients with higher frequency of MAIT CD69* cells had
alower CI of grade 2-4 aGVHD (p=0.042).

Finally, the analysis of the influence of the cytotoxicity
profile of MAIT cells on the outcome of allo-HCT revealed
that the group of patients having granzyme B above the
ROC threshold (cut-off value =15% of MAIT cells) had
lower cumulative incidence of grade 2—4 aGvHD (Fig. 2E
p=0.01), and a higher relapse but no impact was observed
on NRM and cumulative incidence of grade 3—4 aGvHD
(Supplemental Fig. 2D, E, p=0.05, p=0.51, supplemen-
tal Fig. 8C p=0.3, respectively). In contrast, we found that
patients having perforin above the ROC threshold had lower
cumulative incidence of grade 3—4 aGvHD (Supplemen-
tal Fig. 8D, p=0.03), whereas no impact of perforin was
observed on cumulative incidence of grade 2—-4 aGvHD,
NRM and relapse (cut-off value=50.1% of MAIT cells)
(data not shown). These results suggest that MAIT cell
reconstitution may provide mitigating effects early after allo-
HCT depending on their activation markers and functional
status.

V82* 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 y3 T cells, in particular, the most frequently represented

in the periphery the V821 T cell subset, early after allo-
HCT. We did not observe a significant difference in the
frequency of V82" 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 V&2* T cells. In fact,
the expression of CD26 by yd T cells has previously been
shown to discriminate two functional subsets, those express-
ing CD26 producing higher levels of cytokines and the
CD26™ subset being more cytotoxic [11]. Thus, the analysis
of CD26 expression revealed a significant higher percent-
age of V82" T cells expressing CD26 (Fig. 3C, p=0.0004)
at day 20-30 post-transplant compared to healthy controls.
We then examined (by flow cytometry) the intracellular
expression of perforin and granzyme B by V52* T cells.
As expected, a significant higher perforin and granzyme B
expression was detected in V82TCD26™ T cells compared
to V82*CD26" T cells (Fig. 3D, E, p=0.03, p=0.024,
respectively). Conversely, we observed a lower intracellular
expression of INF-y in V82TCD26™ T cells as compared to
V82*CD26™ T cells (Fig. 3F, p=0.003). Perforin and gran-
zyme B expression were significantly higher in both subsets
of V827 T cells from allo-HCT patients compared to healthy
controls (Fig. 3G, H, 1, J, p=0.0062, p=0.0001, p=0.0003,
p<0.0001, respectively). However, INF-y expression
by V82* T cells between allo-HCT patients (n=18) and
healthy controls was not significantly different (Supplemen-
tal Fig. 3A, B, p=0.5, p=0.6 respectively). These results
suggest the presence of functionally different subsets of
V82" T cells early after allo-HCT according to the expres-
sion of CD26, V82TCD26™ T cells having a profile oriented
towards a high cytokine secretion and cytotoxic capacity.
Finally, we also found that MAIT cell frequency was cor-
related with the frequency of V82 T cells (Fig. 4A, r=0.49,
p<0.0001). Moreover, the correlation was stronger between
MAIT cell frequency and the subset of V82*CD26" T cells
(Fig. 4B, r=0.49, p <0.0001) compared to V82*CD26~ T
cells (r=0.32, p=0.0008) (data not shown), in line with
the previous work showing a similar transcriptional profile
between MAIT and V52*CD26™ T cells, suggesting that
these cells are triggered by related activation signals [11].

Circulating V62* T Cell Frequency Early After
allo-HCT was Associated with Better Clinical
Outcome and a Lower Risk of Relapse

We also evaluated the impact of V82* T cells at day 20-30 on
clinical events in allo-HCT patients, especially V52*CD26%
T cells. As for MAIT cells, we used the composite endpoint
GREFS as the primary endpoint. ROC curve analysis was per-
formed to determine the threshold. We observed that patients
with a frequency of V82*CD26™ T cells above the ROC
threshold at day 20-30 (cut-off value=3.23% of CD3" cells)
had a significantly better GRFS (Fig. 5A, p=0.004), OS
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Fig.2 Circulating MAIT cells early after allo-HCT were associated
with clinical outcome. (A, B, C) Kaplan-Meier analysis of GRFS,
OS, DFS of allo-HCT patients according to MAIT cell frequency
(n=176, p=0.0026, p=0.015, p=0.0036, respectively). (D) Cumu-
lative incidence of aGvHD in allo-HCT patients according to CD69
expression by MAIT cells (n=71, p=0.04). (E) Cumulative inci-
dence of aGvHD in allo-HCT patients according to the granzyme B
expression by MAIT cells (n=51, Gray’s test p=0.01). (F) Percent-
age of CD69" in MAIT cells according to the PTCy treatment of allo-
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HCT patients at day 20-30 post-transplantation (n=71, p=0.03). 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 AUC. NRM: non-relapse mortality, OS: overall sur-
vival, DFS: disease-free survival, GRFS: GvHD-free, relapse-free
survival, aGvHD: acute graft-versus-host disease. Each dot represents
a single patient; error bars represent median with interquartile range
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(Fig. 5B, p=0.05) and DFS (Fig. 5C, p=0.03). Furthermore,
although patients with a higher frequency of V62*CD26* T
cell have a tendency toward a lower cumulative incidence of
NRM, and relapse (Fig. SE-F, p=0.25 and p=0.24 respec-
tively), there was no difference in the cumulative incidence of
grade 2—4 aGvHD (Fig. 5D, p=0.99), cumulative incidence
of grade 3—4 aGvHD (Supplemental Fig. 9A, p=0.1) and
GI-aGvHD (Supplemental Fig. 10D, p=0.5). Furthermore,
we evaluated the impact of absolute concentration of V82
CD26"T cells at day 20-30 (cut off value of V&2 CD26*T
cells 2.1 cell/ul) on clinical events in allo-HCT patients.
Similarly to what we found when we use V82*CD26" T
cell frequency, we observed that patients with a higher abso-
lute concentration of V82*CD26" T cells at day 20-30 had
a tendency toward a higher GRFS, OS and DFS (Supple-
mental Fig. 11, D-F p=0.1, p=0.3, p=0.1 respectively).
This lack of significance is likely due to the loss of statistical
power as we have absolute values for only 65 patients. We
also evaluated the impact of V82* T cells, independently of
CD26 expression, on clinical events in allo-HCT patients.
We observed that patients with a frequency of V82 T cells
above the ROC threshold at day 20-30 (cut-off value=3.72%
of CD3* cells) had a significantly better GRFS (Supplemen-
tal Fig. 4A, p=0.008), OS (Supplemental Fig. 4B, p=0.03)
and DFS (Supplemental Fig. 4C, p=0.01), and a significant
lower relapse (Supplemental Fig. 4D, p=0.04). However, we
did not observe an impact of V82* T cell frequency on the
cumulative incidence of grade 2—4 (Supplemental Fig. 4E,
p=0.5), grade 3—4 aGvHD (Supplemental Fig. 4G, p=0.1)
and GI-aGvHD (Supplemental Fig. 10C, p=0.8), as well as
NRM in allo-HCT patients (Supplemental Fig. 4F, p=0.4).
Finally, the analysis of the influence of the cytotoxicity pro-
file of V82* T cells on the outcome of allo-HCT revealed
that the group of patients having perforin or granzyme B
above the ROC threshold (cut-off value of perforin=74%
of V82* T cells, cut-off value of granzyme B =65.9% of
V&2* T cells) had a lower 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 grade 2-4aGvHD and GI-aGvHD
in allo-HCT patients (data not shown). In contrast, we found
that patients having granzyme B above the ROC threshold,
had lower cumulative incidence of grade 3—4 aGvHD (Sup-
plemental Fig. 9B p=0.04), whereas no impact of perforin
was observed (Supplemental Fig. 9C p=0.06). Finally,
regarding the impact of absolute numbers of V82* T cells,
we observed that patients with a higher absolute concentra-
tion V&2* T cells above the ROC threshold at day 20-30
(cut-off value=1.3 cell/ul) had a tendency toward a higher
GREFS, OS, DFS (Supplemental Fig. 11, G-I p=0.1, p=0.5,
p=0.3 respectively). These results revealed that the impact of
V82" 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
V32 T cells in allo-HCT patients has indicated that these
T cells may impact post-transplant outcomes. We demon-
strated that both populations were involved in patient out-
come. In particular, we found that patients with a higher
MAIT cell frequency had an improved OS, in accordance
with previous studies. In a mouse model, recipient MAIT
cells can prevent GVHD in the colon by promoting intes-
tinal barrier function and regulating gut microbiota com-
position [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 cor-
relate with a lower gut GvHD [6]. In addition, it appears
that MAIT cell reconstitution is linked to the intestinal
microbiota [6, 7, 15]. A recent study reported that MAIT
cell frequency early after allo-HCT was associated with
the diversity of the intestinal microbiome and correlated
with a favorable outcome with less aGvHD [1]. In our
study, we found a lower expression of CD69" in MAIT
cells in patients who experienced grade 2—4 aGvHD as
well as an increased cumulative incidence of grade 2—4
aGvHD for patients below the threshold for CD69 in
MAIT cells. These data suggest that a high frequency of
activated markers in MAIT cells may be protective against
aGvHD. The mechanism by which MAIT cells may protect
against aGVHD remains to be clarified. In fact, CD69 has
been 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 media-
tors and cytokines upon activation, such as perforin and
granzymes, IFNy, TNF-a, and IL-17, although the latter
is not considered to be produced in abundance by circulat-
ing MAIT cells in the steady state [16]. In the context of
aGVvHD, 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. Of note, Bhattacharyya et al.
previously reported that the majority of peripheral blood
MAIT cells were of donor origin at 1 month after allo-
HCT [7], and while we were not able to assess specifically
MAIT cell chimerism in our study, 74 patients (97%) had
full donor whole blood chimerism at time of MAIT cells
analysis, while the remaining 2 patients (3%) had a mixed
chimerism. Furthermore, our results showing a decrease
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«Fig.3 Frequency, activation, and cytotoxicity profile of V82" T cells
in allo-HCT patients and healthy controls. (A) A representative den-
sity plot analysis of V82" 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 V82* T cells among
peripheral CD3* T lymphocytes of allo-HCT patients (n=76) and
healthy controls (HC) (p=0.9). (C) Frequency of V§2*CD26" T
cells from allo-HCT patients (n=76) and HC (p=0.0004). (D) Per-
centage of perforin* in CD26% or CD26~ V82 T cells from allo-HCT
patients (n=48, p=0.03). (E) Percentage of granzyme B¥ in CD26"
or CD26™ V&2* T cells from allo-HCT patients (n=48, p=0.024).
(F) Percentage of IFN-y* in CD26" or V&2*CD26™ T cells from
allo-HCT patients (n=18, p=0.0003). (G) Percentage of perforin®
among V82YCD26™ T cells from allo-HCT patients (n=48) or HC
(p=0.0062). (H) Percentage of granzyme B* among V52¥CD26™ T
cells from allo-HCT patients (n=48) or HC (p=0.0001). (I) Per-
centage of perforint among V82TCD26" T cells from allo-HCT
patients (n=48) and HC (p=0.0003). (J) Percentage of granzyme B*
among V82*CD26™ T cells from allo-HCT patients (n=48) and HC
(p<0.0001). Samples from healthy controls serve as baseline refer-
ence (HC, n=11). Each dot represents a single patient; error bars rep-
resent median with interquartile range

in the frequency of MAIT cells in allo-HCT patients com-
pared to healthy controls at day 20-30 post-transplanta-
tion are in line with data previously reported by Solders
et al. [13]. However, our study showing that MAIT cells
were in great majority CD8™ as for healthy controls, con-
trasts with the data previously published by Solders et al.
where a greater proportion of CD4~CD8~ MAIT cells
was reported [13]. This discrepancy could be explained
by the number of patients analyzed (76 patients in our
cohort versus 10 patients for Solder’s study) or by different
clinical parameters. In this study, we also investigated the
role of V82* T cells in allo-HCT patients, and we focused
on CD26 expression by V82" T cells given their related
phenotype and function to MAIT cells [11]. We showed
an increase in V82% T cells expressing CD26 in patients
compared to healthy controls, probably due to the condi-
tion of patients after allo-HCT where they can be triggered
by infections during the first months after transplantation.
In this study, we confirmed the positive impact of a high
frequency of V82* 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 V527 CD26" T cells on
the success of allo-HCT may be due to the anti-infection
and anti-tumoral effects already reported. As for MAIT
cells, V82" T cell frequencies were reported to correlate
with peri-engraftment intestinal a-diversity after allo-HCT
when matched stool samples were analyzed [1]. Unfortu-
nately, we were not able to correlate our data frequencies
with the intestinal microbiota in the absence of matched
stool samples. It would be interesting to analyze whether
MAIT cells and V827 T cells could be restored and cor-
related with microbiota diversity restoration after fecal

microbiota transplantation for the treatment of corticoid
resistant aGvVHD patients.

Our study has several limitations, in particular regarding
the heterogeneity of the population in term of conditioning
regimen, stem cell and donor source and immunosuppres-
sion. Importantly, we did not find any effect of conditioning
regimen intensity or stem cell source on MAIT CD69" cells
and CD26%V827 T cells. In contrast, patients that received
PTCy have lower number of MAIT CD69" cells. Neverthe-
less, multivariate analysis taking into account MAIT CD69*
cells and use of PTCy and confirm that patients with higher
expression of CD69" in MAIT cells had a lower CI of grade
2—4 aGVHD. Overall, while it seems important to confirm
our finding in a larger cohort of patients, our results strongly
suggest an impact of MAIT CD69" cells and CD26YV82+ T
cells on patients’ outcome irrespective of donor source and
immunosuppression.

This study provides new information on the influence of
MAIT and V827 T cells in the 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 an
allo-HCT with a PBSC or bone marrow 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 Francais du Sang (EFS, Paris Saint-
Antoine-Crozatier, Paris, France)] was established to serve
as a baseline reference group. 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. PBMC were isolated using
Iymphocyte 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 receptor blocking
agent (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) 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
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Fig.5 Frequency of circulating V82¥*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 V82" T cells (n=76, p=0.004,
p=0.05, p=0.03, respectively). (D) Cumulative incidence of aGvHD
according to CD26 expression by V82* T cells in allo-HCT (n=73,
p=0.99). (E) Cumulative incidence of NRM according to CD26
expression by V82" T cells in allo-HCT (n=74, p=0.25) (F) Cumu-

(FITC), anti-CD8 (AA700), anti-TCR Va7. 2 (APC), anti-
CD45 (BV605), anti-CD4 (BV650), anti-CD69 (BV785)
(BioLegend, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France);
anti-TCR y8 (PECyS5. 5), anti-CD3 (AA750), anti-TCR
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lative incidence of relapse according to CD26 expression by V52*
T cells in allo-HCT (n=74, p=0.24). 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 AUC. NRM: non-relapse mortality,
OS: overall survival, DFS: disease-free survival, GRFS: GvHD-free,
relapse-free survival, aGvHD: acute graft-versus-host disease

V&2 (PB) anti-CD8 (KRO) (Beckman Coulter, Villepinte,
France); and anti-CD161(PE) (Miltenyi Biotec). For intra-
cellular flow cytometry analysis, surface staining was per-
formed as described above according to the following panel:
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Anti-CD26 (FITC), anti-CD8(AA700), anti-TCR Va7. 2
(PE /Dazzle 594), anti-CD45 (BV605), anti-CD4 (BV650),
anti-CD69 (BV785) (BioLegend); anti-TCR y& (PECyS5. 5),
anti-CD3 (AA750), anti-TCR V&2 (PB) (Beckman Coul-
ter, Villepinte, France); anti-CD161 (PE) (Miltenyi Biotec).
Cells were then fixed and permeabilized with BD Cytofix/
Cytoperm (BD Biosciences) 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 min at 4°C. Ultra-
Comp eBeads (Invitrogen) were used for antibody compen-
sation. Data were acquired on a Cytoflex flow cytometer
(Beckman Coulter) and analyzed using Kaluza Analysis
software v2.1 (Beckman Coulter). At least 100 000 events
in total were acquired for each sample and we defined a
threshold of 300 events for CD3 to analyze MAIT and V62 T
cells. All patients (n="76) fulfill these 300 events thresholds.

Stimulation of PBMCs

After thawing of PBMCs, they were cultured in complete
medium at 2 x 10%mL and stimulated with 50ng/ml IL-12
and IL-18 for 24 h with the addition of BD GolgiStop and
BD GolgiPlug (BD Biosciences) after 8 h. For cytokine
analysis, activated cells were stained with the following
antibody panel for 20 min at 4°C: anti-CD26 (FITC), anti-
CD8(AA700), anti-TCR Va7. 2 (BV421), anti-TCR V&2
(BV605), anti-CD8 (BV650), anti-CD69 (BV785), CD161
(PC7) (BioLegend); anti-TCR y8 (PECyS5. 5), anti-CD3
(AA750), (Beckman Coulter). Cells were then fixed for and
permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences)
staining buffer kit according to the manufacturer's instruc-
tions. Intracellular cytokine analysis was performed using
anti-TNF-a (AA700) (Beckman Coulter), IL-17 (APC) (Bio-
Legend) and anti-INF-y (PE) (Miltenyi Biotec) antibodies
for 30 min 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 the Mann-Whitney Test. For analysis of two groups,
the Wilcoxon matched pairs test was employed. The cumu-
lative incidence of aGvHD, relapse, and NRM was esti-
mated, and the groups were compared using Gray's test.
Relapse was defined as the competitive risk for 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. DFS was calculated from the date of allo-HCT to the
time of relapse, progression or death whichever occurred
first. Refined GRFS was defined as a combination of sur-
vival without evidence of relapse/progression, grade 3—4
aGVvHD, and extensive chronic GvHD [17]. 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 day 20-30 after allo-
HCT were evaluated by constructing ROC curves and then
calculating the area under the ROC 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 inter-
face for R (The R Foundation for Statistical Computing;
version 3.5.0).

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s10875-024-01741-6.
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Résumé : L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) est un traitement curatif pour
diverses hémopathies, mais son impact sur le microbiote intestinal et la récupération hématopoiétique
post-greffe suscite un intérét croissant. Dans notre premiére partie, nous avons étudié la relation entre
les niveaux de MAdCAM-1 soluble (sMAdCAM-1), la dysbiose et la récupération hématopoiétique
chez 279 patients traités par allo-CSH. Nous avons observé une diminution significative de
sMAdCAM-1 post-greffe, corrélée a la diversité du microbiote, notamment chez les patients recevant
des antibiotiques anti-anaérobiques avant le jour 0. Les patients avec des niveaux plus bas de
sMAdCAM-1 ont montré un retard dans la récupération des neutrophiles et des plaquettes. Ces résultats
soulignent l'importance de l'axe MAJCAM-1/04B7 et suggerent un lien entre l'exposition aux
antibiotiques, la dysbiose et la récupération hématopoiétique post-allo-CSH, mettant en avant l'intérét
des interventions ciblant le microbiote, comme le transfert de microbiote fécal (TMF). Dans notre
seconde étude préliminaire portant sur 150 patients traités par allo-CSH pour une leucémie aigué
my¢loide, nous avons examiné les altérations du microbiote et la réponse immunitaire IgA et IgG post-
greffe. Les concentrations des IgA et IgG, ont diminué aprés allo-CSH et sont demeurées basses a un
an post-greffe. Les patients présentaient des niveaux €levés de sIgA et de bactéries ciblées par les sIgA
par rapport aux controles sains, cependant aucune différence n’a été observée pour les IgG. Les patients
traités au cyclophosphamide post-greffe (PTCy) avaient plus de bactéries ciblées par les sIgA par
rapport aux patients n’ayant pas recus du PTCy. D’autre part, il y avait une grande variabilit¢ du
pourcentage de bactéries fécales reconnues par les IgG sériques. Les patients qui ont un pourcentage de
bactéries fécales reconnues par les IgG sériques supérieur a la médiane a J30 avaient une tendance d’une
meilleure survie sans survenue de la maladie et une tendance de moins de rechute. Enfin, 'analyse de
la spécificité des IgG sériques vis-a-vis de E.faecalis a montré une fixation variable de ces anticorps sur
ce pathogene entre les patients.

Mots clés : allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, microbiote intestinal, antibiotiques,
récupération hématopoiétique, SMAdCAM-1, MAdCAM-1/04p7, transfert de microbiote fécal, IgA,
IgG

Abstract: Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a curative treatment for
various hematological disorders, but its impact on the intestinal microbiota and hematopoietic recovery
post-transplantation is of growing interest. Firstly, we investigated the relationship between levels of
soluble MAdCAM-1 (sMAdCAM-1), dysbiosis, and hematopoietic recovery in 279 patients
undergoing allo-HSCT. We observed a significant decrease in SMAdCAM-1 post-transplantation,
correlated with microbiota diversity, particularly in patients receiving anti-anaerobic antibiotics before
day 0. Patients with lower levels of SMAdCAM-1 showed delayed recovery of neutrophils and platelets.
These findings underscore the importance of the MAdCAM-1/04p7 axis and suggest a link between
antibiotic exposure, dysbiosis, and hematopoietic recovery, highlighting the potential benefits of
interventions targeting the microbiota, such as fecal microbiota transplantation (FMT). In a separate
exploratory analysis involving 150 patients undergoing allo-HSCT for acute myeloid leukemia (AML),
we investigated the alterations in microbiota composition and the immune response, focusing on IgA
and IgG levels post-transplantation. Levels of IgA and IgG decreased after allo-HSCT and remained
low at one-year follow-up. Interestingly, patients displayed heightened levels of secretory IgA (sIgA)
and bacteria targeted by sIgA compared to healthy controls, with no significant differences observed
for IgG. Patients treated with post-transplant cyclophosphamide (PTCy) exhibited higher levels of
bacteria targeted by sIgA compared to those not receiving PTCy. Furthermore, there was substantial
variability in the percentage of fecal bacteria recognized by serum IgG. Patients with serum IgG
recognizing fecal bacteria above the median at day 30 showed a trend towards improved disease-free
survival and lower relapse rates. Lastly, the analysis of serum IgG specificity against E. faecalis
highlighted diverse binding patterns of these antibodies to the pathogen across patients, suggesting
individualized immune responses post-transplantation.

Keywords: allogeneic hematopoietic stem cell transplantation intestinal microbiota, antibiotics,
hematopoietic recovery, SMAdCAM-1, MAdCAM-1/047, fecal microbiota transplantation, IgA, IgG



