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Résumé 

La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) est la principale cause de mortalité et 

de morbidité suite aux greffes de cellules souches hématopoïétiques. Plusieurs patients 

demeurent réfractaires aux traitements actuels ce qui rend nécessaire le développement de 

nouvelles stratégies afin de combattre cette maladie. Dans l’étude qui suit, nous avons 

utilisé un nouvel agent thérapeutique, le TH9402, une molécule photosensible et démontré 

qu’elle permet, lorsqu’exposée à la lumière visible (514 nm), d’éliminer sélectivement les 

cellules T activées in vivo tout en préservant les cellules T au repos et les cellules T 

régulatrices (Tregs). Les Tregs ainsi préservés peuvent abroger la réponse alloréactive par 

la sécrétion d’IL-10 ou par contact cellule-cellule via un mécanisme impliquant le CTLA-4. 

Nous avons découvert que la signalisation du CTLA-4 était associée à une hausse de la 

population Treg in vitro. Cette hausse est due à la conversion de cellules T CD4+CD25- en 

Tregs et non à une prolifération sélective des Tregs. 

Dans la deuxième partie de cette étude, nous avons démontré que la signalisation de 

CTLA-4 était associée à une augmentation de l’expression de la protéine Indoleamine 2,3 

dioxygenase (IDO). Ces effets nécessitent la déplétion du tryptophane ainsi que de la 

protéine de phase aigue GCN2. Finalement, nous avons observé que l’infusion de cellules 

traitées au TH9402 chez des patients souffrant de GVHD chronique est associée à une 

augmentation de la population Treg chez ces patients sans causer de lymphopénie ni de 

diminution de la réponse immunitaire dirigée contre les antigènes viraux. Ces résultats 

suggèrent que le traitement au TH9402 pourrait représenter une approche particulièrement 

intéressante pour le traitement de la GVHD chronique réfractaire aux traitements actuels. 

De plus, l’augmentation de l’expression d’IDO pourrait être utilisée comme valeur 

prédictive de la réponse du patient au traitement. Ceci pourrait permettre d’améliorer la 

qualité de soins ainsi que de la qualité de vie des patients souffrant de GVHD chronique. 

Mots-clés : GVHD chronique, TH9402, Cellule T régulatrice, CTLA-4 IDO, 

GCN2, Cellules dendritiques 
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Abstract 

Graft versus host disease (GVHD) is the primary cause of mortality and morbidity 

following hematopoietic stem cell transplantation. Many patients remain refractory to 

current treatments, emphasizing the need to develop new therapeutic strategies. In the 

present study, we have used a novel therapeutic agent, TH9402, and shown that once 

activated by visible light (514 nm), this photosensitizer becomes specifically cytotoxic 

toward activated T cells while preserving resting T cells and regulatory T cells (Tregs). 

Preserved Tregs can display anti GVHD activity through IL-10 and CTLA-4 dependent 

mechanisms. Furthermore, CTLA-4 signaling was associated with an increased Treg 

population. This increase resulted from FOXP3 induction in CD4+CD25- cells and not 

selective proliferation of Tregs. 

In the second part of this study, we showed that CTLA-4 signaling was associated 

with enhanced expression of indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO). The expression of IDO 

results in the generation of anti GVHD activity and an increase in the Treg population 

following TH9402 treatment. This increased Treg population was mediated by tryptophan 

degradation and implied acute phase protein GCN2 activity. Finally, we show that the 

infusion of TH9402 treated cells in patients suffering from chronic GVHD resulted in an 

increase of the Treg population as early as 8 weeks after treatment initiation without 

causing lymphopenia or hyporesponsiveness toward viral antigens. Furthermore, the 

increase of IDO corresponded to patient response to treatment. These results suggest that 

TH9402 represents a most interesting therapeutic approach for patients with refractory 

chronic GVHD. IDO expression could also be used to predict patient responsiveness to the 

treatment. This could increase the quality of the treatment as well as the quality of life of 

patients suffering from refractory chronic GVHD.  

Keywords : Chronic GVHD, TH9402, Regulatory T cells, CTLA-4 IDO, GCN2, Dendritic 

cells. 
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Introduction 

La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) est la principale cause de mortalité et 

de morbidité suite à une greffe de cellules souches hématopoïétiques. En effet, les 

traitements actuels de cette grave maladie n’ont qu’un effet limité et possèdent des effets 

secondaires importants. De plus, ces traitements peuvent nuire au système immunitaire 

dans sa réponse contre les infections et être associés à une récurrence tumorale (rechute). 

Parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques en développement figure la photophérèse 

extracorporelle. Cette dernière induit la mort par apoptose des lymphocytes du patient ex 

vivo. Une fois réinjectés, ces derniers seront phagocytés par les cellules présentatrices 

d’antigènes qui  arboreront alors un phénotype tolérogénique. Cependant, ce ne sont pas 

tous les lymphocytes qui causent la GVHD. Une manière optimale de combattre la GVHD 

serait d’éliminer uniquement les cellules responsables de la GVHD tout en épargnant les 

cellules au repos capables d’éventuellement s’activer contre les infections et les cellules 

tumorales. Cependant, peu de molécules possèdent ces propriétés.  

C’est dans cette optique qu’avec le TH9402, retenu préférentiellement dans les 

cellules T activées (potentiellement les cellules responsables de la GVHD), nous avons 

voulu mieux comprendre les mécanismes d’action de cette stratégie cellulaire et développer 

de nouveaux outils pour combattre la GVHD. En effet, nous avons postulé que le TH9402 

pouvait éliminer préférentiellement les cellules alloréactives générées chez le patient en 

post-greffe de cellules souches, tout en préservant les cellules T au repos. Ceci pourrait 

entraîner un effet anti-inflammatoire chez le patient et induire une réponse clinique. 

De plus, d’autres populations sont capables de contenir la GVHD telles que les 

cellules T régulatrices. Ces populations étant souvent altérées lors de la GVHD, il serait 

alors important de décrire l’effet du traitement au TH9402 sur ces populations. 
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Nouveauté de la recherche 

Bien que la capacité d’élimination sélective des cellules T alloréactives  tout en 

préservant les cellules T au repos aie été identifié, l’effet du TH9402 sur les Tregs demeure 

un mystère. Dans cette thèse, nous sommes les premiers à identifier le mécanisme d’action 

du TH9402 qui permet non seulement l’élimination des cellules T alloréactives, mais 

préserve les Tregs et diminuant ainsi la GVHD.  De plus, les cellules traitées au TH9402 

ont la capacité d’induire le phénotype Treg dans les cellules T conventionnelles, un 

processus dépendant de l’activité de CTLA-4. 

Une des principales limitations potentielles de l’utilisation de la photophérèse 

extracorporelle est le bas taux de cellules présentatrices d’antigène (APC) retrouvées chez 

les patients souffrant de GVHD. Dans le contexte de la GVHD chronique, en présence d’un 

taux très bas d’APC, nous avons découvert que les Tregs peuvent exprimer la molécule 

immunosuppressive indoléamine 2,3 dioxygenase (IDO) et induire eux-même le phénotype 

Treg dans les cellules T conventionnelles. 
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1. Les cancers hématologiques 

Les cellules sanguines proviennent d’une population de cellules souches résidant 

dans la moelle osseuse : les cellules souches hématopoïétiques (HSC). Suite à une série de 

divisions et différents processus de différenciation, les HSC produisent les cellules 

retrouvées dans le sang, soit les érythrocytes, les neutrophiles, les basophiles, les 

éosinophiles, les monocytes et les plaquettes formant la lignée dite myéloïde ainsi que les 

cellules B, les cellules T et les cellules NK qui forment la lignée dite lymphoïde. Les 

cancers hématologiques sont des désordres malins du développement des cellules 

sanguines. Ces maladies peuvent originer de la moelle osseuse qui est le siège de 

l’hématopoïèse, ce qui peut entraîner des leucémies. Lorsqu’il s’agit de désordres 

provenant d’organes lymphoïdes, il est alors question de lymphomes ou de myélomes 

multiples. 

Les cancers hématologiques se définissent selon le stade de développement des 

cellules impliquées. Ainsi, lorsque les cellules leucémiques ont un stade de développement 

primitif, elles sont dites aigües
1
. Les cellules leucémiques sont habituellement retrouvées 

dans le sang et dans la moelle. Elles possèdent un phénotype immatures (ou blastes). Les 

leucémies aigües présentent un blocage dans la différenciation des cellules 

hématopoïétiques à partir des HSC. Ces cellules prolifèrent beaucoup et sont généralement 

résistantes à l’apoptose
2
. L’entrée dans la circulation de ces cellules immatures se fait au 

détriment des cellules matures saines, ce qui résulte en une perte des cellules matures et 

donc en l’incapacité de celles-ci d’exercer leur fonction. Plus le blocage est situé tôt dans la 

différenciation des cellules hématopoïétiques, plus les cellules du sang s’apparentent alors 

aux HSC, entraînant un déficit au niveau de la descendance de ces lignées dans le sang. Les 

leucémies sont également classées selon le type de cellules impliquées. Ainsi la présence de 

myéloblastes ou de cellules myéloïdes indique une leucémie de la lignée myéloïde alors 

que la présence de lymphoblastes ou de cellules lymphoïdes indique une leucémie de la 

lignée lymphoïde. Par contre, lorsque les cellules retrouvées dans le sang ont une 

progression plus lente, cette leucémie est dite chronique
3
. Les cellules malignes retrouvées 
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dans le sang ont alors souvent un aspect mature. L’évolution des leucémies chroniques 

peut se faire sur plusieurs mois voire des années. 

Les lymphomes sont des désordres malins ayant pour origine les organes 

lymphoïdes. Ce sont des cancers des cellules lymphoïdes matures. Lors des stades primitifs, 

les lymphomes n’atteignent qu’un seul ganglion lymphatique et, lors de l’évolution de la 

maladie, le lymphome peut se disséminer aux autres organes lymphoïdes et aux tissus, 

incluant la moelle osseuse. Selon l’organisme mondial de la santé, il existe plus de 60 types 

de lymphomes, dont cinq sont de type Hodgkinien. Les lymphomes Hodgkiniens sont 

caractérisés par la présence de cellules de Reed-Sternberg, cellules multinucléées dérivées 

des cellules B, habituellement CD15 et CD30 positives et sont généralement plus sensibles 

aux agents chimiothérapeutiques
4
. Inversement, l’absence de ce type cellulaire ainsi que 

des caractéristiques morphologiques distinctes sont associées à la présence d’un lymphome 

de type non-Hodgkinien. Les lymphomes sont également classés selon la lignée des cellules 

malignes et peuvent donc être de type B ou T. Il existe plusieurs façons de classer les 

lymphomes en fonction de la taille, du type et du grade de malignité des cellules. Les 

lymphomes les moins agressifs possèdent une prolifération plutôt lente. Les atteintes 

moléculaires de ces cellules sont souvent au niveau de gènes favorisant l’apoptose et 

l’accumulation de ces cellules résulte d’une diminution de la mort cellulaire
5
. Par 

opposition, les lymphomes agressifs présentent souvent une prolifération accélérée. Les 

atteintes moléculaires de ces cellules se situent principalement au niveau des oncogènes, 

résultant en une prolifération accrue des cellules
5
. La prolifération de ces cellules peut 

même être supérieure à celle retrouvées dans les leucémies aigues. De manière paradoxale, 

les lymphomes indolents peuvent être contrôlés, mais sont souvent incurables alors que les 

lymphomes agressifs requièrent des traitements plus agressifs, mais ces traitements peuvent 

induite une rémission complète du patient
6
. 

Les myélomes multiples impliquent une infiltration de la moelle osseuse par des 

plasmocytes sécrétant des immunoglobulines (IgG, IgA ou IgM)
7
 ou encore des chaînes 

légères. Ces cellules proviennent des centres germinaux des ganglions lymphatiques du 
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patient. Cette infiltration entraîne une résorption osseuse accrue et une diminution de 

l’hématopoïèse normale
7
. L’importance et le taux élevé de mortalité des cancers 

hématologiques requiert que l’on porte une attention particulière aux traitements de ces 

derniers.  

2. Traitement des cancers hématologiques 

Comme décrit plus haut, il existe une grande variété de cancers hématologiques. 

Leur physiopathologie est très variable. Ceci leur confère une grande disparité au niveau de 

leur réponse aux différents agents thérapeutiques
8
. Ainsi, plusieurs traitements peuvent être 

utilisés en fonction du type de cancer retrouvé. Cette section aborde certains traitements 

communément utilisés pour les patients atteints de ces désordres, plus particulièrement les 

greffes de moelle osseuse qui deviennent le traitement de choix pour les patients avec des 

maladies récidivantes ou réfractaires au traitement conventionnel. 

2.1. Chimiothérapie 

La chimiothérapie constitue le traitement de base pour plusieurs types de cancers 

hématologiques tels que les leucémies aigues ou chroniques et les lymphomes. En effet, 

pour ces maladies, la chimiothérapie comprenant un seul agent ou une combinaison 

d’agents est souvent efficace pour entraîner une rémission chez les patients qui en sont 

atteints. Ces derniers peuvent être soit des molécules de chimiothérapie, entraînant une 

destruction des cellules tumorales, des anticorps dirigés contre les cellules tumorales (anti-

CD20 pour les lymphomes B) ou des inhibiteurs spécifiques des protéines exprimées par 

les cellules tumorales (inhibiteurs de tyrosine kinase). 

2.2. Les greffes de moelle osseuse 

Historiquement, les maladies affectant la moelle osseuse, comme les leucémies 

aiguës, les leucémies myéloïdes chroniques en phase accélérée et crise blastique, les 

syndromes myélodysplasiques et les anémies aplasiques sévères étaient inévitablement 

mortelles pour les patients qui en étaient atteints
9
. Les avancées en matière de 
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chimiothérapie ont permis d’induire une rémission chez la majorité des patients 

atteints de leucémie aigue. Toutefois, ces rémissions sont souvent de courte durée et suivies 

d’une rechute si non traitées
10

. 

Dans le but d’éradiquer les cellules tumorales, de hautes doses de chimiothérapie 

sont souvent nécessaires. Celles-ci ont également pour effet de détruire les cellules souches 

hématopoïétiques de la moelle du patient. Le patient est alors dans un état dit « aplasique », 

c'est-à-dire qu’il ne peut plus produire de nouvelles cellules sanguines. Une greffe est alors 

nécessaire pour suppléer au manque de HSC du patient. Il y a deux principaux types de 

greffe : l’autogreffe, lorsque les HSC proviennent de la moelle du patient lui-même, ou 

l’allogreffe lorsqu’elles proviennent d’une autre personne. 

2.2.1. Les autogreffes 

Les autogreffes sont utilisées dans les cas de lymphomes non Hodgkiniens ou de 

lymphomes Hodgkiniens réfractaires où la moelle osseuse du patient n’est souvent pas ou 

peu atteinte. La moelle du patient est collectée soit directement soit indirectement après un 

processus de mobilisation qui libère les HSC de la moelle osseuse et les oriente vers le 

sang. Les HSC ainsi prélevées sont alors congelées, puis le patient subit une chimiothérapie 

à haute dose qui détruira les cellules tumorales ainsi que les cellules souches du patient. Par 

la suite, l’injection des cellules souches congelées du patient sert de support pour assurer 

une reproduction des cellules sanguines. Les autogreffes ont pour avantage, étant donné que 

les cellules proviennent du patient lui-même, d’éliminer les risques de rejet de greffe et de 

maladie du greffon contre l’hôte. Par contre, ces cellules sont dépourvues d’effet anti-

tumoral, ce qui entraîne un taux de rechute élevé
11

. L’incidence de rechute est 

particulièrement élevée lorsque l’autogreffe est utilisée dans le traitement des leucémies 

aigues, puisque la moelle osseuse est souvent infiltrée par des cellules leucémiques 

résiduelles, malgré un état de rémission clinique. Toutefois, le taux de rechute post-

autogreffe est moins important que chez les patients traités par la chimiothérapie seule
12

. 

De plus, des effets secondaires, tels que le syndrome myélodysplasique, sont observés dans 

5 à 20% des cas
11;13-15

. Pour remédier à ces problèmes, des transplantations séquentielle 
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(auto suivit d’une allogreffe) ont étés utilisées avec efficacité
13

. Cette combinaison de 

greffes est également utilisée dans le traitement des myélomes multiples où l’on observe 

une baisse significative du taux de rechute et de mortalité comparativement aux autogreffes 

seules
16

. 

2.2.2. Les allogreffes 

Les allogreffes font partie intégrante du traitement des leucémies aigües. En effet 

lorsque la moelle d’un patient est infiltrée par des cellules leucémiques, il devient alors plus 

difficile d’effectuer une autogreffe. Il est alors souvent préférable d’avoir recours à un 

donneur. Si ce donneur est un jumeau identique, il s’agit d’une greffe syngénique. Dans les 

autres cas, le donneur peut être soit un membre de la famille ou non. On parle alors d’une 

greffe allogénique apparentée ou non apparentée. 

La compatibilité des gènes du groupe « Human Leucocyte Antigen » ou HLA entre 

le donneur et le receveur est très importante dans la réussite d’une allogreffe. Les gènes du  

groupe HLA codent pour les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). 

Le CMH de classe I peut interagir avec les cellules T CD8 alors que le CMH de classe II 

peut interagir avec les cellules T CD4+
17

. Tout au long de leur éducation, les cellules T 

doivent interagir avec le CMH de l’hôte sans s’activer contre les antigènes de l’hôte. 
17

. Les 

cellules du donneur n’ont pas reçu la même éducation que les cellules de l’hôte et 

pourraient donc reconnaitre les antigènes de l’hôte comme non-soi et s’activer contre 

celles-ci. Ceci est la cause d’un effet secondaire délétère très important associé aux greffes 

de cellules souches : la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) 

L’incompatibilité au niveau d’autres gènes peut aussi entraîner la GVHD. Ces gènes 

sont appelés antigènes mineurs d’histocompatibilité
18

. Cependant, la recherche d’un 

donneur compatible peut s’avérer très compliquée. Plusieurs études ont démontré qu’il était 

possible d’effectuer des greffes de cellules souches entre des individus partageant un seul 

haplotype au niveau des gènes du HLA. Ces greffes sont appelées greffes haplo-identiques. 

Toutefois, il est nécessaire d’utiliser de fortes doses d’immunosuppresseurs ou des 
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stratégies immunosuppressives importantes afin d’éviter la GVHD. Nous discuterons 

de ces stratégies plus tard dans cette revue de littérature. 

L’avantage des allogreffes sur les autogreffes n’est pas seulement d’offrir un 

greffon dénué de cellules malignes. En effet, dans les cas d’allogreffe, la présence d’un 

certain degré d’incompatibilité entre le donneur et le receveur, amène les cellules T du 

donneur à reconnaitre les cellules tumorales résiduelles de l’hôte comme non-soi et 

développer une réponse immunitaire contre celles-ci. Ceci permet l’élimination des cellules 

tumorales/leucémiques et diminue les risques de rechute. Cette réaction immunologique se 

nomme effet greffon contre leucémie (GVL). Malheureusement, cet effet bénéfique  est 

difficile à dissocier de la complication importante que représente la GVHD
18

. Certaines 

thérapies de la GVHD sont également associées à un plus haut taux de rechute. Il a 

d’ailleurs été démontré que les patients ayant présenté une GVHD courent moins de risques 

de subir une rechute que les patients n’ayant pas eu de GVHD ainsi que ceux ayant reçu 

une greffe syngénique (Voir Figure 1). Pour mieux comprendre le processus de GVHD, il 

est important de comprendre la réponse immunitaire T. 

 

Figure 1 Probabilité de rechute suite aux différents effets secondaires lors de greffes de 

cellules souches hématopoïétique allogéniques ou syngéniques. Modifié de 
19
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3. La réponse immunitaire T 

La réponse immunitaire T joue un rôle central dans le contrôle des infections et dans 

le développement des maladies auto-immunes ainsi que de la GVHD. Il existe deux 

principaux types de cellules T : les cellules T CD4+ (dites cellules T « helper ») et les 

cellules T CD8+ (dites T cytotoxiques). Les cellules T possèdent un récepteur de cellule T 

(TCR) qui est spécifique à un antigène précis. Les cellules T se développent dans le thymus 

à partir des progéniteurs T communs, mais peuvent également se développer à l’extérieur 

du thymus, dans les organes lymphoïdes
20

. Dans le thymus, les précurseurs des cellules T 

ne possèdent ni le marqueur CD4, ni le marqueur CD8. Elles subiront premièrement une 

sélection positive à savoir si leur TCR peut interagir avec les molécules du CMH des 

cellules présentatrices d’antigènes du soi
21

. Si les cellules T parviennent à interagir avec le 

CMH du soi, elles survivront et exprimeront à la fois les marqueurs CD4 et CD8. Ces 

cellules sont dites double positives. Ces cellules passeront à une autre étape de la sélection 

des cellules T : la sélection négative
21

. Dans cette étape, les antigènes du soi seront 

présentés aux cellules T afin d’éliminer les cellules autoréactives. Seules les cellules 

incapables de former un lien de haute affinité avec les antigènes du soi survivront à cette 

étape
21

 (Voir Figure 2). Ce mécanisme permet d’éliminer les cellules auto-réactives et ainsi 

de limiter le nombre de maladies dites auto-immunes. 
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Figure 2 Sélections positive et négative des cellules T (Modifié de
17

) 

Suite à leur activation par les APC, les cellules T entrent dans un cycle de divisions 

et exercent leurs fonctions dépendamment du type de cellule T. Toutefois, afin d’obtenir 

une activation complète, plusieurs signaux de co-stimulation sont nécessaires. Ces signaux 

de co-stimulation sont décrits dans la Figure 3. Suite à l’élimination de l’antigène, un grand 

pourcentage des lymphocytes T entrent en apoptose. Les cellules restantes deviennent alors 

des cellules T dites mémoires. Ces cellules nécessiteront alors moins de signaux de co-

stimulation afin de s’activer.  
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Figure 3 Molécules de co-stimulation des cellules T (Modifié de 
22

) 

 

Figure 4 Cycle de vie des cellules T à partir de leur entrée dans la circulation. (Tiré du 
23

) 

Les cellules T sont également capables d’éliminer les cellules tumorales
24

. Dans les 

greffes de moelle osseuses, cette capacité est exploitée afin de diminuer les risques de 

rechute, particulièrement dans les cas de maladies à haut risque. Dans le cadre de la 

présente thèse, mes travaux ont principalement porté sur l’étude des cellules T CD4+. Dans 

cette revue de littérature, nous allons donc discuter plus abondamment de la réponse T 

CD4. 
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3.1. La réponse T CD4 

Les cellules T CD4 agissent comme intermédiaires de la réponse immunitaire. Leur 

réponse influence le type de réponse immunitaire préconisée. Il existe plusieurs types de 

réponse CD4. Parmi celles-ci, quatre ont étés particulièrement étudiées et ont une 

implication directe dans la physiopathologie de la GVHD et des maladies auto-immunes. Il 

s’agit des réponses TH1, TH2, TH17 et T régulatrices (Tregs)
25

.  

Lors de la rencontre avec l’antigène et de l’activation d’une cellule T, celle-ci passe 

par un état transitoire dit TH0. La cellule est alors capable de sécréter les cytokines 

caractéristiques de tous les types de réponses. C’est l’interaction avec les APC ainsi que les 

cytokines présentes dans le milieu qui dictera le type de réponse CD4 préconisée (Voir 

Figure 5). 

 

Figure 5 Développement des cellules CD4 de type Th1, Th1, Th17 et Tregs selon la 

présence de différentes cytokines dans le milieu. Modifié de 
25

 

3.1.1. Paradigme TH1 / TH2  

Jusqu’à la fin de la dernière décennie, seules les réponses Th1 et Th2 étaient 

connues. Ces deux types de réponses étaient opposés. En effet, la réponse Th1 est associée 

à un type de réponse immunitaire dit cellulaire et inflammatoire. C'est-à-dire qu’elle 

favorise l’activité des cellules T cytotoxiques. Par opposition, la réponse TH2 favorise une 

réponse plutôt humorale médiée par les cellules B. Les principales cytokines sécrétées par 



 

26 

 

 

les cellules T CD4 lors d’une réponse de type Th1 sont l’interleukine-2 (IL-2) et 

l’interféron-γ (IFN-γ). L’IL-2 étant un facteur favorisant la survie et la prolifération des 

cellules T alors que l’IFN-γ est une cytokine associée à la réponse cellulaire T
26;27

. La 

principale cytokine sécrétée par les cellules T CD4 de type Th2 est l’IL-4, mais également 

l’IL-10, IL-5 et IL-13. L’IL-4  a un impact important sur les cellules B en favorisant une 

réponse humorale forte médiée par une sécrétion d’immunoglobulines G2 (IgG2). Par 

contre, l’IL-4 peut aussi engendrer la sécrétion d’immunoglobulines E (IgE), ce qui peut 

entraîner une réponse inflammatoire majeure. Cette réponse est retrouvée dans les chocs 

anaphylactiques. Il est donc crucial que les réponses Th1 et Th2 soient équilibrées, 

puisqu’un excès de l’une ou l’autre de ces réponses peut avoir des graves conséquences 

pour l’hôte. De plus, les cytokines sécrétées par les cellules T CD4 de type Th1 ont 

également un effet inhibiteur sur les cytokines de type Th2 et vice versa
28

.  

La présence de cytokines spécifiques dans le milieu dicte le type de réponse 

préconisée suite à l’activation des cellules T. Ainsi, la présence d’IL-12 dans le milieu 

favorise une réponse Th1. Ceci peut s’expliquer par le fait que l’IL-12 stimule la 

phosphorylation du messager STAT4 qui à son tour favorise l’expression du facteur de 

transcription « T-box expressed in T cells » (T-bet), le facteur de transcription clé de la 

réponse Th1. Ce dernier contrôle l’expression d’IFN-γ29
. L’induction de T-bet dans des 

cellules Th2 est associé à la perte du phénotype Th2 et la sécrétion d’IFN-γ par ces 

cellules
29,30

.Par opposition, la présence d’IL-4 dans le milieu favorise la réponse Th2. En 

effet, IL-4 stimule la phosphorylation du messager STAT6 qui favorise l’expression du 

facteur de transcription GATA-3, facteur de transcription associé à la réponse Th2
31

. De 

plus, GATA-3 bloque la réponse Th1 en inhibant STAT4 ainsi que T-bet
32

. 

3.1.2. Différenciation TH17 / Treg 

Comme les cellules Th1 et Th2, les Th17 et les Tregs ont des rôles opposés.  

Toutefois, leur développement comporte des similitudes. Le développement des cellules 

Th17 chez la souris et chez l’homme est encore mal compris. Il est important de préciser 

que cette section décrit la différenciation des cellules Tregs en périphérie, qui diffère 
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quelque peu de celle du thymus. Il en sera question du développement thymique des 

Tregs lors de la prochaine section de cette revue de littérature. Chez la souris, la 

différenciation en cellules Th17 ou en Tregs nécessite le TGF-β. Il a été démontré que la 

signalisation du TFG-β est nécessaire à la différenciation des cellules Th17 et des Tregs
33

. 

Le choix de la différenciation en l’un ou l’autre de ces types dépend des conditions du 

milieu. Effectivement, la présence des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-21 dans le 

microenvironnement promeut le développement des cellules Th17 tout en inhibant le 

développement des Tregs
34

. Par contre, l’absence de ces cytokines
35

 ainsi qu’une 

concentration élevée de TGF-β favorisent le développement des Tregs au détriment des 

cellules Th17
36;37

. 

Mécanismes de développement des Tregs 

Les mécanismes de développement des Tregs et des cellules Th17 sont antagonistes. 

En effet, le développement des Tregs nécessite une stimulation du TCR, une co-stimulation 

de CD28 et l’action de TGF-β (Voir Figure 6). Cette différenciation est médiée par les 

molécules effectrices NFATc, produit de la stimulation du TCR, et de Smad3, produit de la 

signalisation de TGF-β. Ces molécules se lient alors à la région promotrice du gène FoxP3 

pour en activer la transcription
38

. NFAT peut également augmenter l’expression de 

plusieurs gènes favorisant l’anergie tels que Grail et Caspase-3
39;40

. De plus, la molécule 

Lck, associée à la stimulation de CD28, entraîne la phosphorylation de STAT3, nécessaire 

au développement des Tregs ainsi qu’à la production des cytokines inhibitrices IL-10 et 

TGF-β sécrétées par les Tregs
41

. De plus, il a également été démontré que la co-stimulation 

par CD28 diminue la différenciation des cellules T naïves en cellules Th17 par un 

mécanisme dépendant d’IL-2 et d’INF-γ
42

. D’ailleurs, un blocage de la liaison de CD28 

avec son ligand, B7, entraîne une diminution des Tregs et une augmentation des réponses 

auto-immunes
43;44

. De plus, le blocage de l’activité de CD28 est associé à une augmentation 

de la réponse auto-immune dans un modèle de diabète auto-immun chez la souris
45

. 

La présence d’IL-2 est également critique dans le développement des Tregs. En 

effet, STAT5, fruit de la signalisation par l’IL-2, se lie à l’intron 1 du gène foxp3 et favorise 
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son expression
46

. Toutefois, en présence d’un niveau plus élevé d’IL-2, les Tregs 

associés aux tumeurs cultivées en présence de cellules tumorales pouvaient perdre 

l’expression de FoxP3, leur fonction inhibitrice, et arborer un profil Th17 ou Th1 avec une 

sécrétion accrue d’INF-γ et de TNF-α
47

. Le mécanisme moléculaire par lequel cette 

différenciation est accomplie n’a cependant pas été élucidé. Ceci souligne l’importance du 

niveau d’IL-2 : un niveau bas d’IL-2 favorise le développement des Tregs alors qu’un 

niveau élevé favorise la réponse inflammatoire. 

L’activité de la protéine anti-inflammatoire indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) 

joue également un rôle dans la différenciation Treg/Th17. En effet, la signalisation TGF-β 

peut entraîner la phosphorylation d’IDO par l’intermédiaire de la tyrosine kinase fyn (revue 

dans 
48

). L’activité de TGF-β peut également augmenter l’activité d’IDO via les tyrosines 

phosphatases SHP1 et SHP2
49

. Une fois phosphorylée, IDO peut inhiber l’activité de 

protéine favorisant l’induction des cellules Th17. Ainsi, IDO peut favoriser le 

développement des Tregs tout en inhibant le développement des cellules Th17. D’autres 

facteurs sont également capables d’induire IDO tels CTLA-4 et l’IFN-γ. L’IDO produit de 

cette manière favorise le développement des Tregs en périphérie et ne requiert pas la 

présence de TGF-β. Par contre, plusieurs facteurs favorisant le développement de 

lymphocytes Th17 peuvent dégrader IDO
48

. IDO joue donc un rôle clé dans le 

développement des Tregs et Th17. L’activité d’IDO sera détaillée dans la section portant 

sur cette protéine. 
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Figure 6 La stimulation du TCR avec co-stimulation CD28 et la signalisation d’IL-2 et de 

TGF-β sont importantes dans le développement des Tregs. (Tiré de 
50

) 

Mécanismes de développement des Th17 

À l’inverse du développement des Tregs, la présence de facteurs inflammatoires 

favorise le développement des Th17. En effet, chez la souris, la présence d’IL-6 est 

suffisante pour inhiber le développement des Tregs à la faveur des Th17. Ainsi, la 

signalisation via l’IL-6 est associée à la phosphorylation de STAT3. Cette phosphorylation 

de STAT3 est effectuée par l’entremise de « IL-1 associated kinase » (IRAK-1), qui 

possède également la capacité d’inhiber la molécule effectrice NFATc
51

. STAT3 activée 

interagit alors avec Smad3 pour augmenter l’expression du facteur de transcription RORγt. 

De plus, la signalisation d’IL-6 est associée à l’augmentation de Smad7, qui inhibe 

l’activité de Smad3 et la transcription de FoxP3
52

. Il est important de noter que la molécule 

STAT3 est indispensable à la fois au développement des Tregs et à celui des cellules Th17. 

Ceci peut être expliqué par la manière avec laquelle STAT3 est phosphorylée. En effet, 

Lck-1 phosphoryle STAT3 au niveau de la tyrosine 705
41

 alors qu’IRAK-1 le phosphoryle 
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au niveau de la sérine 727
51

. Ceci peut expliquer le double rôle joué par STAT3 dans 

le développement de ces deux populations. D’ailleurs, certaines population de cellules T  

Th17 sécrètent également la cytokine anti-inflammatoire IL-10
53

. Cette production d’IL-10 

a récemment été attribuée au facteur de transcription c-maf, dont l’induction dépend 

également de la phosphorylation de STAT3
54

. 

Les cellules Th17 expriment également le récepteur pour l’IL-23, une cytokine pro-

inflammatoire composée de la sous-unité p40 de l’IL-12 et d’une sous-unité p19 qui lui est 

spécifique. Cette cytokine est essentielle pour l’induction de cellules Th17 lors des 

maladies auto-immunes in vivo. Les souris déficientes en récepteur d’IL-23 ou en sous-

unité p19 de l’IL-23 sont résistantes aux encéphalomyélites auto-immunes 

expérimentales
55

. De plus, la signalisation par l’IL-23 promeut l’expression d’IL-17, mais 

inhibe l’expression d’IL-10
56

. 

L’activité des cellules Th17 est médiée par les cytokines IL-17, IL-21 et IL-23, mais 

aussi par l’IL-22. En effet, IL-22 est associée à une augmentation du dommage tissulaire 

dans les cas de psoriasis
57

, mais également à une inhibition du dommage causé par les 

cellules T au niveau du foie
58

. IL-22 est également indispensable pour l’immunité anti-

microbienne
59;60

. 

Par opposition, chez l’homme, les conditions exactes requises pour induire les 

cellules Th17 n’ont pas été identifiées. En effet, la présence de TGF-β et d’IL-6 ne peut pas 

induire la différenciation des cellules Th17
61

. Il semble toutefois que la présence d’IL-1, 

IL-6 et IL-23 soit nécessaire pour entraîner la sécrétion d’IL-17 par les cellules T CD4. Par 

ailleurs, la signalisation de TGF-β est requise pour l’expression de RORc, l’équivalent chez 

l’homme de RORγt de la souris
61

. 

Le choix de la différenciation en Treg ou Th17 est crucial dans un nombre de maladies. 

Par exemple, les cellules Th17 jouent un rôle important dans la défense de l’hôte face aux 

infections fongiques et aux tumeurs
62

 Par contre, elles jouent un rôle aggravant dans les 

maladies auto-immunes
63-65

. Par opposition, les Tregs sont synonymes de mauvais 

pronostic dans les cas de cancers et de persistance antigénique chez les patients atteints 
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d’infection chroniques
66-72

 Ils sont toutefois associés un un meilleur pronostic dans le 

cas des maladies auto-immunes.   

 

Plasticité cellulaire 

D’autres facteurs peuvent intervenir et favoriser le développement d’un type cellulaire 

au détriment d’un autre. En effet, une fois engagée dans la différenciation, rien n’empêche 

les cellules T de revenir en arrière, ceci par des facteurs épigénétiques. En effet, la 

triméthylation de l’histone H3 sur la lysine 4 favorise l’expression des gènes situés sur ce 

locus. Par opposition, la tryméthylation de l’histone H3 sur la lysine 27 inhibe l’expression 

des gènes situés à ce locus. Ainsi, le locus des gènes responsables du développement des 

cellules T auxiliaires (t-bet, GATA3 et RORc) sont méthylés de manière bivalentes, ce qui 

permet aux cellules T de changer de fonction selon les conditions
73

. Le même mécanisme 

est également retrouvé chez les Tregs et les cellules Th17. Pour les Tregs, il existe une 

différence entre les Tregs dits « naturels » provenant du thymus et ceux différenciés en 

périphérie. La différence entre ces deux types cellulaire sera discutée au chapitre suivant 

dans cette revue de littérature. En effet, bien que les deux types cellulaires, dans des 

conditions non polarisatrices, possèdent un état de méthylation identique au niveau de 

gènes codant pour la différenciation en Th1 et Th17, les Tregs naturels possèdent une 

région promotrice totalement déméthylée près du gène foxp3
74

. Ceci confère aux Tregs une 

stabilité dans l’expression de ce gène. Ainsi, lors que mis en conditions polarisatrices, les 

Tregs conservent l’expression de FOXP3 alors que les Tregs induits en périphérie peuvent 

perdre cette expression et arborer un phénotype inflammatoire
74

. De manière intéressante, 

l’inhibition de la méthylation de l’ADN confère aux Tregs induits en périphérie une 

expression stable de FOXP3
75

. Bref plusieurs facteurs peuvent influencer la différenciation 

périphérique des cellules T. Ces facteurs proviennent du milieu, mais également de la 

cellule elle-même. Maintenant, nous allons regarder de manière plus approfondie un de ces 

types cellulaires qui sera rencontré tout au long de cette thèse : les cellules T régulatrices. 
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4. Les cellules T régulatrices (Tregs) 

L’état de tolérance périphérique représente le résultat de plusieurs mécanismes par 

lesquels une réponse immunitaire excessive peut être contenue. Les principaux mécanismes 

amenant à la tolérance périphérique consistent en l’ignorance, l’anergie, la délétion clonale 

et le contrôle par les cellules T régulatrices (Tregs). Le concept de Tregs a été présenté dans 

les années 70. Les Tregs étaient alors identifiées sous le nom de cellules T suppressives 

mais l’absence de marqueurs exclusifs en a limité l’étude au point où leur existence a été 

sévèrement mis en doute et même éliminée de l’univers immunologique jusqu’à 

récemment. En 1995, Sakaguchi et al ont démontré que les cellules T exprimant la chaîne α 

du récepteur de l’IL-2 (CD25) sur les cellules T CD4+, possédaient un effet suppressif sur 

la réponse immunitaire
76

. Toutefois, lors de l’activation, les cellules T effectrices expriment 

de manière transitoire CD25, limitant le potentiel de ce marqueur. Ce n’est que lorsque des 

travaux chez la souris ont par la suite permis d’identifier l’expression de FoxP3 comme 

facteur discriminant les Tregs des cellules T activées que l’étude de ces cellules a repris et 

cela de façon très active
77;78

. 

Les Tregs sont très importantes dans le contrôle de la réponse immunitaire. En effet, 

une mutation dans le gène FoxP3 est associée à un syndrome lymphoprolifératif lié au 

chromosome X (IPEX)
79

. Une perte de leur efficacité ou une diminution de leur nombre 

peut entraîner des maladies auto-immunes. De plus, les cellules T régulatrices jouent un 

rôle protecteur dans pathophysiologie de la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) ainsi 

que dans plusieurs maladies auto-immunes telles le diabète de type 1, la maladie de Crohn, 

les colites ulcéreuses, l’arthrite rhumatoïde et la sclérose en plaque. Elles jouent également 

un rôle aggravant dans la pathophysiologie de plusieurs types de tumeurs et dans la 

persistance antigénique. 

Par la suite, d’autres études ont démontré que les Tregs pouvaient provenir du 

thymus et posséder un TCR réagissant aux antigènes du soi
80

 ou être induits à partir de 

cellules T effectrices en périphérie par divers mécanismes
81

. De plus, d’autres types de 

cellules T n’exprimant pas FoxP3 pouvaient avoir un effet suppressif sur la réponse 
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immunitaire. Dans le texte qui suit, nous décrirons les différents types de cellules T 

régulatrices chez l’homme et les différentes approches permettant de les distinguer des 

cellules effectrices activées. Nous terminerons en discutant des différences fondamentales 

entre les Tregs humains et murins. 

4.1. Treg CD4+CD25+FoxP3+ 

Les Tregs exprimant à la fois CD4, CD25 et FoxP3 sont de loin le type de Tregs le 

plus étudié. Toutefois, chez l’homme, il s’avère que FoxP3 n’est pas un marqueur exclusif 

aux Tregs, puisque les cellules T effectrices peuvent exprimer FoxP3 de manière transitoire 

lors de leur activation
82;83

. Plusieurs autres marqueurs ont été utilisés pour identifier les 

Tregs tels l’absence de CD127 (perte aussi observée lors de l’activation des cellules T) et 

plus récemment, l’absence de CD49d
84

. Certaines études ont également démontré la 

présence de cellules CD4+CD25-FoxP3+. Par contre, ces cellules ont une efficacité limitée 

et une déficience de production du facteur anti-apoptotique Bcl-2, ce qui leur donne une 

plus grande fragilité
85

. En effet, ces cellules sont retrouvées en grand nombre lors des cas 

de diabète de type 1 avancé et sont associées à une augmentation de la réponse auto-

réactive
85

. 

4.1.2 Développement thymique des Tregs 

Les cellules T régulatrices peuvent provenir soit du thymus ou en périphérie. Les 

cellules provenant du thymus sont dites Tregs naturels (nTregs) et ceux produits en 

périphérie sont dits Tregs induits (iTregs). 

Les Tregs provenant du thymus émergent parmi les cellules possédant une haute 

affinité pour les antigènes du soi. Le développement thymique des Tregs est un processus 

requérant deux étapes. La première implique une stimulation du TCR ainsi que la molécule 

de costimulation CD28. Ceci entraîne l’expression de la chaîne α du récepteur à l’IL-2 

(CD25) ainsi qu’un changement de l’état de la chromatine. Suite à la liaison entre le TCR 

des Tregs et le peptide du soi présenté dans le thymus, un « enhansosome » comprenant 

p65, Smad, NFAT et CREB, mais contrôlé par le facteur de transcription c-Rel se lie à la 
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région promotrice du gène foxp3 pour favoriser sa transcription
86

. De manière 

similaire aux Tregs induits en périphérie, l’activité de Smad et NFAT semblent impliquée 

dans le développement thymique des Tregs. Cependant, les souris déficientes pour Smad et 

NFAT n’ont pas de réduction en nombre de Tregs suggérant que toutes les composantes de 

cet « enhansosome » ne sont pas requis pour le développement des Tregs
87

. Ce premier 

signal prédispose les cellules à devenir Tregs. Le second signal est indépendant de la 

liaison au TCR. Il est dépendant de la présence d’IL-2 dont la signalisation entraîne la 

phosphorylation de STAT5 qui à sont tour favorise l’expression de FOXP3
88

.  

De manière intéressante, les Tregs possèdent plusieurs récepteurs de la supersfamille 

du récepteur du TNF-α. Ces récepteurs sont reconnus pour augmenter l’état d’activation 

des cellules T conventionnels. Cependant, des études sur un modèle murin démontrent que 

des stimuli inflammatoires ne produisent pas ces effets chez les Tregs retrouvés dans le 

thymus
89

. Toutefois, une étude récente a démontré que les cellules stromales ainsi que les 

APC retrouvées au thymus possèdent les ligands pour ces récepteurs et que la stimulation 

de ces récepteurs est requise pour le  développement des Tregs
90

.  

4.1.4 Développement périphérique des Tregs 

Outre les Tregs naturels, les Tregs peuvent se développer à partir des cellules T 

conventionnelles. Le mécanisme de différenciation des Tregs en périphérie diffère de celui 

retrouvé dans le thymus. En effet, il a récemment été démontré qu’un « enhancer » situé en 

amont du gène FOXP3, le « conserved non coding sequence 1 » (CNS1) était indispensable 

pour la différenciation des Tregs en périphérie, mais pas au niveau du thymus démontrant 

ainsi une disparité entre les mécanismes de différenciation
91

. D’ailleurs, certaines bactéries 

commensales sécrètent des métabolites, des acides gras à courte chaînes (SCFA) qui 

permettent la tolérance intestinale à ces bactéries via la CNS1
92

. Comme nous l’avons vu 

lors de la section précédente, le développement de ces cellules s’apparente au 

développement des cellules Th17. Dans cette section, nous verrons de manière spécifique le 

développement périphérique des Tregs. 
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 Comme les Tregs naturelles, les Tregs induits expriment CD4, CD25 ainsi que 

le facteur de transcription FOXP3. L’induction de CD25 et de FOXP3 s’effectue en 

périphérie et nécessite une stimulation du TCR. En effet, lors de l’activation de la cellule T, 

les facteurs de transcription NFAT et AP-1 se lient à la région promotrice de FoxP3 et 

régulent positivement son expression
93

. Ces facteurs de transcription sont également 

exprimés lors de l’activation des cellules T, ce qui peut expliquer l’expression transitoire de 

FOXP3 par les cellules T activées
82

. Outre la stimulation du TCR, la présence de TGF-β 

semble aussi jouer un rôle dans l’expression de FoxP3. La signalisation de TGF-β se fait 

par SMAD3/4 qui est transloqué au noyau et se lie alors à NFAT au site de la région 

promotrice de FoxP3 pour augmenter son expression
94;95

. En revanche, FOXP3 diminue 

l’expression de l’inhibiteur de SMAD3/4 (SMAD7) formant ainsi une boucle de régulation 

positive favorisant son expression
96

. Toutefois, chez l’homme, les cellules activées en 

présence de TGF-β n’exercent pas nécessairement une activité régulatrice sur la réponse 

immunitaire
97

. D’autres études seront nécessaires afin de comprendre par quel mécanisme 

l’activité régulatrice peut être conférée aux Tregs chez l’homme. Plusieurs autres 

mécanismes favorisent l’induction de FoxP3 tels qu’une faible signalisation de Notch
98;99

 et 

la présence d’acide rétinoïque
100

. 

La présence de certaines cytokines dans le milieu peut moduler l’expression de 

FoxP3. En effet, la présence d’IL-2 dans le milieu entraîne l’activation de STAT5, qui est 

essentielle, mais pas suffisante pour entraîner l’expression de FoxP3
101-103

. De plus, IL-2 est 

également importante pour la prolifération et le maintient de la population Treg. En effet, 

les Tregs sont capables de proliférer en absence de stimulation du TCR en présence d’IL-

2
104

. Cette capacité permet aux Tregs de survivre et proliférer en présence de certains 

agents immunosuppresseurs, il en sera question plus loin dans cette revue de littérature. 

Contrairement aux Tregs naturels, dont l’expression de FOXP3 est stable, les Tregs 

induits peuvent perdre l’expression de ce facteur. En effet, la présence d’IL-4, une cytokine 

anti-inflammatoire, entraîne la phosphorylation de STAT6. Celle-ci peut lier NFAT et 

NFκB pour induire l’expression du facteur de transcription GATA3. Ce dernier peut ensuite 
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se lier au promoteur de FoxP3 et ainsi diminuer son expression
105

. Par contre, par un 

mécanisme encore inconnu, la présence d’IL-4 ne diminue pas l’activité régulatrice des 

Tregs 
106

. Quant à la présence d’IL-6 dans le milieu, elle entraîne une phosphorylation de 

STAT3 qui à son tour augmente l’expression de SMAD7, inhibant ainsi l’induction de 

FoxP3
107

. STAT3 joue cependant un double rôle, puisqu’il est également associé à 

l’augmentation de la sécrétion de TGF-β et d’IL-10
108

. Aussi, la présence d’INF-γ dans le 

milieu peut influencer l’expression de FoxP3. En effet, la signalisation d’INF-γ est associée 

à la phosphorylation de STAT1. Ce dernier peut alors diminuer l’expression de FoxP3 soit 

par liaison directe à sa région promotrice ou par l’augmentation des gènes « INF reactive 

factors » comme IRF1
109

. Toutefois, chez la souris, la signalisation de STAT1 entraîne la 

génération de cellules T régulatrices qui n’expriment pas le facteur de transcription FoxP3. 

Ce type de Treg sera décrit plus loin dans ce texte. 

Comme les cellules T effectrices, les Tregs CD4+CD25+FoxP3+ possèdent des 

populations naïves et mémoires. Plusieurs marqueurs ont été proposés pour identifier les 

Tregs mémoires incluant CD39 et CCR6 
110;111

 qui peuvent ou non exprimer la molécule du 

CMH de classe II (HLA-DR). L’activité des Tregs exprimant HLA-DR est caractérisée par 

l’absence de prolifération lors de la stimulation et par un effet suppresseur immédiat 

dépendant du contact cellulaire. Celle des Tregs n’exprimant pas HLA-DR est caractérisée 

une prolifération lors de l’activation et un effet suppresseur atteignant un sommet 4 à 5 

jours après l’activation
112

. 

 

4.1.4 Activité des Tregs 

Les Tregs agissent par l’entremise d’une variété de mécanismes. Notamment, 

plusieurs études ont démontré que les Tregs pouvaient inhiber la réponse immunitaire par la 

sécrétion des cytokines anti-inflammatoires IL-10
66;67

, IL-35
113

 et TGF-β
68;69

. D’autres 

études ont toutefois démontré que le contact cellulaire était nécessaire à l’activité des Tregs. 

Ce mécanisme implique CTLA-4 qui peut lier les molécules B7.1 ou B7.2 des cellules 

présentatrices d’antigène (APCs) et entraîne une production accrue d’indoleamine 2,3 
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dioxygénase (IDO)
114

, enzyme responsable du métabolisme du tryptophane. L’action 

de cet enzyme diminue la quantité de tryptophane disponible et entraîne la mort des cellules 

T activées ou leur conversion en Tregs
115

. Les Tregs peuvent aussi interagir directement 

avec les cellules T activées par plusieurs mécanismes : CTLA-4
116

, dont le mécanisme 

moléculaire reste peu connu (inducible cAMP early repressor (ICER) et inhibition d’IL-

2
117

, IDO, LAG3, qui réduit l’état d’activation des cellules T ou encore le transfert d’AMPc 

par les jonctions « gap » ou par destruction des cellules T activées via 

perforine/GranzymeB
118

) (Revue dans
119;120

). De plus, les Tregs peuvent inhiber 

l’inflammation grâce à l’expression de CD39 et CD73 qui transforment respectivement 

l’ATP dans le milieu (signal d’inflammation) en ADP, puis celui-ci en AMP
121

. L’hème 

oxygenase-1 (HO-1), qui dégrade le groupement hème et forme du monoxyde ce carbone 

(CO), a également été associé à l’effet suppresseur des Tregs
122;123

. Un autre mécanisme 

propose que la présence de CD25 sur les Tregs leur donne une plus grande affinité pour IL-

2 comparativement aux T effecteurs. Les cellules T effectrices peuvent alors être privées 

d’IL-2 nécessaire à leur activation et à leur prolifération
124

. 

 

Figure 7 Différents mécanismes d’action des Tregs pour supprimer la réponse immunitaire 

(Modifié de 
125

) 
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Il a récemment été démontré que les Tregs peuvent interagir avec les cellules B 

et moduler la réponse humorale. Premièrement, Cong et al ont démontré dans un modèle 

murin qu’un haut taux d’IgA dans la muqueuse intestinale inhibait l’absorption de flageline 

par la muqueuse intestinale et prévenait une activation systémique des cellules T
126

. La 

déplétion des Tregs entraîne une chute des IgA et une activation systémique des cellules 

T
126

. De plus, les Tregs peuvent entraîner une augmentation de la sécrétion d’IgG4 par les 

cellules B au détriment des autres types d’immunoglobulines, notamment IgE
127;128

. Cette 

réponse est moins inflammatoire que la réponse aux autres types d’immunoglobulines. Par 

contre, les IgG4 peuvent être impliquées dans certaines maladies auto-immunes telles les 

pancréatites auto-immunes où un haut niveau de Tregs et d’IgG4 a été observé
129

.   

Bref, le facteur de transcription FoxP3 est un facteur phare pour les Tregs. 

Cependant, chez l’homme, l’expression seule de FoxP3 n’est pas garante d’une activité 

régulatrice. Il existe en revanche plusieurs autres types de Tregs n’exprimant pas FoxP3 et 

exerçant une activité régulatrice. 

4.2. Tregs CD4+ FoxP3- 

Cette catégorie de Tregs est très hétérogène en terme de population cellulaire et de 

mécanismes d’action. Ces cellules sont induites suite à la stimulation de cellules T naïves 

par des cellules dendritiques tolérogéniques. Les Tregs induits sont des cellules anergiques 

ayant un effet inhibiteur sur la réponse immunitaire. Les cellules de type Th3 représentent 

un des types de Tregs les plus étudiés. Ces cellules sont souvent confondues avec les 

cellules CD4+CD25+FoxP3+ car elles peuvent ou non exprimer FoxP3. La différence 

majeure avec les Tregs conventionnels se retrouve au niveau du mécanisme d’action de ces 

cellules qui agissent exclusivement par sécrétion ou expression membranaire de TGF-

β
130;131

. Leur induction est également médiée par la présence de TGF-β
132

. 

Certains Tregs n’expriment pas FoxP3 et agissent quasi exclusivement par sécrétion 

d’IL-10
133

. Il s’agit de cellules T régulatrices de type 1 (Tr1). Ces cellules sont induites en 

présence d’IL-10 et d’une faible présentation antigénique
134

. Elles sont souvent associées à 
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la persistance antigénique lors des infections microbiennes, et aussi à l’amélioration 

des maladies auto-immunes et de la GVHD. De plus, elles expriment une grande quantité 

d’IL10 ainsi que de TGF-β, de l’INF-γ et de l’IL-5
134

. Par contre, elles ne sécrètent pas 

d’IL-4 ni d’IL-2
134

. Ces cellules peuvent se développer en absence de Tregs conventionnels 

et inhiber la réponse immunitaire avec la même efficacité que ces derniers. La stimulation 

de CD46 par la molécule du complément C3b peut également induire des Tr1
135

. Dans les 

cas de sclérose en plaque où la production d’IL-10 est altérée, beaucoup d’intérêt a été 

porté à l’étude de la voie du CD46. 

Les Tregs exprimant CD4, CD25 et FoxP3, les cellules Th3 ainsi que les Tr1 

représentent les populations de Tregs les plus étudiées. Toutefois, il existe d’autres 

populations capables d’exercer une fonction inhibitrice sur la réponse immunitaire. 

Skapenko et al ont démontré que les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-13 pouvaient 

induire l’expression de FoxP3 chez des cellules T effectrices
136

. Ces cellules démontraient 

les mêmes fonctions que les Tregs conventionnels
136

. Ces résultats portent toutefois à 

controverse puisque dans un premier temps, plusieurs autres études ont démontré que l’IL-4 

était associé à une inhibition de l’expression de FoxP3. De plus, les cellules étaient 

cultivées en présence d’APCs. L’effet observé après exposition à l’IL-4 et l’IL-13 aurait 

alors pu provenir d’une modification au niveau des APCs. 

4.3. Les Tregs CD8+ 

Bien que les Tregs CD4+ soient les cellules suppressives les plus étudiées, ces 

cellules possèdent un alter ego parmi les cellules CD8+. Il existe une grande variété de 

populations CD8+ ayant une activité inhibitrice. Dans la plupart des cas, ces cellules sont 

induites par une stimulation répétée par des antigènes du soi ou allogéniques ainsi que par 

certains peptides viraux et toxines bactériennes
137;138

. Il existe toutefois un type de Tregs 

dérivé du thymus. Il s’agit des cellules CD8+ exprimant CD25, CTLA-4, GITR et 

FoxP3
139

. Ces cellules représentent 0.1 à 1% des cellules CD8 totales. Ces cellules agissent 

par l’entremise de TGF-β et de CTLA-4
139

. FoxP3 peut également être induit chez les 

cellules CD8+ sous l’action de stimulations répétées par des APCs autologues (présentant 
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un peptide du soi)
140;141

. Contrairement aux Tregs CD4+CD25+FoxP3+ qui peuvent 

agir par sécrétion de cytokines et par contact cellulaire, les cellules CD8+FoxP3+ agissent 

exclusivement de manière contact cellulaire-dépendante
140

. 

Le type de Treg CD8+ le plus étudié chez l’homme concerne les cellules exprimant 

CD8 sans exprimer la molécule de co-stimulation CD28
142;143

. Elles peuvent également 

exprimer FoxP3. Ces cellules agissent particulièrement sur les APCs. L’exposition des 

APCs aux cellules CD8+CD28- entraîne l’augmentation de l’expression des gènes codant 

pour les protéines « Ig-like transcripts » (ILT3 et ILT4)
144

. Ces protéines font partie de la 

famille des NK « inhibitory proteins » (KIR) et sont associées à l’inhibition du facteur de 

transcription NF-κB
144

. ILT3 inhibe également l’expression des molécules de co-

stimulation sur les APCs
145

. De plus, il existe un autre type de Treg CD8+CD28- qui 

exprime également CD56
146

. Ces cellules agissent en diminuant l’expression des molécules 

de co-stimulation CD80 et CD86 sur les APCs, diminuant la capacité de ces dernières à 

activer les cellules T
146

. 

Un autre type de Tregs CD8+ agissant de manière contact cellulaire-dépendante et 

dont le mécanisme d’action demeure peu connu concerne les cellules CD8+ exprimant 

CD103
147

 ou exprimant CD103 et CD101
148

. Ces cellules sont induites à la suite d’une 

stimulation répétée par un alloantigène
147

. Ces cellules semblent particulièrement efficaces 

pour inhiber la réponse immunitaire au niveau des intestins, puisque CD103 permet aux 

cellules d’entrer efficacement dans les tissus lymphoïdes intestinaux. 

Les cellules Tr1 ont également un alter ego chez les cellules CD8+. Effectivement, 

les cellules dendritiques plasmacytoïdes
149

 ainsi que les cellules dendritiques associées aux 

tumeurs
150

 sont capables d’induire l’expression d’IL-10 chez les cellules CD8+
149;150

. Les 

cellules dendritiques associées aux tumeurs sont également capables d’induire l’expression 

de CCR7 sur ces Tregs
150

. Ces dernières peuvent alors pénétrer dans les ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur et inhiber la surveillance anti-tumorale. 
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4.4. Cellules double négatives 

Les cellules double négatives représentent environ 1% de la population totale de 

cellules T et environ 2,5% de la population T dans les ganglions lymphatiques. Ces cellules 

favorisent la tolérance à la suite de greffes de cellules souches hématopoïétiques
151

. Elles 

exercent également un effet cytotoxique envers les cellules CD4+ et CD8+ congéniques. 

L’activité cytotoxique requiert un contact cellulaire et se produit par la voie FAS/FASL
152

. 

Cette élimination se fait de manière antigène et dose-dépendante. De plus, Hillhouse et al 

ont démontré que les cellules T double négatives pouvaient éliminer les cellules B dans un 

modèle de souris diabétiques
153

. Ces cellules peuvent donc agir sur plusieurs types 

cellulaires différents et induire la tolérance. 

Un autre type de cellules n’exprimant ni CD4 ni CD8 et ayant une fonction 

inhibitrice sur la réponse T est représenté par les cellules T γδ de type Vδ1
154

. Ces cellules 

possèdent un TCR constitué des chaînes γ et δ. Elles ne reconnaissent pas l’antigène 

comme les autres cellules T. En effet, au lieu d’utiliser les molécules du CMH de clase I ou 

II, ces cellules reconnaissent les molécules reliées aux molécules du CMH MICA/B et 

« UL-16 binding protein » (ULBP) grâce au récepteur NKG2D
155

. Il s’avère que ces 

cellules infiltrent les tumeurs et peuvent à la fois inhiber la réponse T effectrice ainsi que la 

maturation et la présentation antigénique des cellules dendritiques
154

. Le mécanisme 

d’action de ces cellules demeure peu connu. Il a toutefois été démontré que ces cellules ne 

sécrètent ni IL-10 ni TGF-β
154

. Quant aux cellules T γδ de type Vγ4, elles peuvent inhiber 

la réponse CD8+ par la sécrétion d’IL-10
156

. 

Bref, les cellules T exerçant une fonction suppressive représentent une population 

très hétérogène. Les fonctions suppressives de ces cellules peuvent être vérifiées par une 

variété d’expériences en laboratoire. Nous discuterons donc des différentes stratégies qui 

peuvent être utilisées pour évaluer la fonction des cellules Tregs. 
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4.5. Différence entre la souris et l’homme 

Le modèle murin est très utilisé dans la recherche immunologique. Il existe toutefois 

quelques différences fondamentales entre les Tregs humains et murins. En effet, la 

différence la plus marquante consiste en l’expression de FoxP3 qui n’est pas restreinte au 

Tregs chez l’homme
82;157

. Cette observation peut biaiser les résultats de certaines 

expériences effectuées avec des cellules humaines. Cette différence peut expliquer le fait 

que plusieurs modèles murins de maladies auto-immunes sont associés à une réduction du 

nombre de Tregs exprimant FoxP3 alors que le nombre de cellules FoxP3+ n’est pas réduit 

chez l’homme. De plus, l’induction de FoxP3 par TGF-β chez la souris est garante 

d’activité inhibitrice alors qu’elle ne l’est pas chez l’homme
97

. D’autres marqueurs sont 

exprimés différemment chez la souris et chez l’homme. En effet, l’expression de CD103 et 

CD101
158

 chez la souris est associée à un phénotype effecteur/mémoire-like ayant une 

activité inhibitrice plus grande et offrant une meilleure protection contre la GVHD
159

. Par 

contre, ce phénotype est associé à l’expression de CD39, CCR6 et HLA-DR chez 

l’homme
84;110

. 

Au niveau des Tregs CD8+, le phénotype des Tregs murins diffère également de 

celui des Tregs humains. En effet, chez la souris, les cellules Tregs CD8+ provenant du 

thymus sont caractérisées par l’expression de CD122 et inhibent la réponse immunitaire par 

la sécrétion d’IL-10
160

. De plus, chez la souris, aucune étude ne fait rapport de l’expression 

de FoxP3 sur les cellules CD8+ provenant du thymus
161

 

Les Tregs humaines et murines exercent une plasticité différente. Effectivement, 

une population de Tregs CD4+CD25+FOXP3+ humaines (exprimant CCR6, mais pas 

HLA-DR) et murines, sous l’effet de conditions pro-inflammatoires (IL-6 ou forte 

stimulation du TCR) peut sécréter IL-17 et perdre sa fonction suppressive
162;163

. Toutefois, 

contrairement aux Tregs murines, cette population de Tregs humaines ne perd pas 

l’expression de FoxP3
162-164

, mais co-exprime FoxP3 et RORγt
162

. De plus, lorsque les 

conditions pro-inflammatoires disparaissent, ces Tregs humaines peuvent recouvrer une 

fonction suppressive
163

, ce qui n’a pas été démontré chez la souris. Ceci peut également 
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expliquer les différences observées entre les humains et la souris lors du décompte des 

cellules FoxP3+ dans un contexte de maladies auto-immunes. Cependant, l’expression de 

FoxP3 ainsi que la fonction suppressive des Tregs peuvent être induites et conservées par 

une variété de mécanismes. 

 

5. Indoleamine 2,3 Dioxygenase (IDO) 

Indoleamine 2,3 dioxygenase est un des principaux enzymes responsables de la 

dégradation du tryptophane. Effectivement, IDO transforme le tryptophane en L-

formylkynurenine, ce qui constitue l’étape limitante dans cette dégradation. Cette réaction 

requiert la présence d’oxygène et la présence d’ions superoxyde augmente l’efficacité de la 

réaction
165

.De plus, la présence d’espèces réactives de l’oxygène favorisent l’induction 

d’IDO ainsi que son activité
166

. Cet enzyme est exprimé principalement par les APC 

(cellules dendritiques plasmacytoïdes et monocytoïdes ainsi que les monocytes et les 

macrophages) et certains types de cellules tumorales en réponse à la présence de stimuli 

inflammatoires tel IFN-γ et anti-inflammatoires tel que CTLA-4
167-169

.  

 

Figure 8 La cascade du catabolisme du tryptophane est initiée par l’enzyme IDO (tiré de
170

) 
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Le rôle immunosuppresseur d’IDO a d’abord été mis en évidence grâce à son 

rôle dans la tolérance lors de la gestation
171

. IDO était alors sécrété par les cellules du 

trophoblaste
171

. Il a alors été démontré que cette immunosuppression était due à la déplétion 

du tryptophane
172

. L’expression d’IDO a par la suite été découverte dans les cellules 

dendritiques et les autres APC afin de limiter la prolifération des cellules T
173

. La 

stimulation d’IDO est utilisée par certains agents infectieux dans le but d’échapper au 

système immunitaire
174

. Il a ensuite été démontré que les cellules tumorales peuvent 

exprimer IDO afin de contrôler la réponse anti-tumorale. L’inflammation chronique 

favorisant le développement des tumeurs favorise l’induction d’IDO
175

. Il n’est d’ailleurs 

pas surprenant que l’inhibiteur chimique de IDO, le 1-méthyl-tryptophane (1-MT) s’avère 

efficace pour augmenter la réponse immunitaire anti-tumorale
176;177

. Plusieurs autres 

traitements anti-cancéreux tels la photophryne et les inhibiteurs de tyrosine kinase 

possèdent une activité anti-IDO
178;179

. 

La diminution du tryptophane causée par IDO n’est pas sans effet sur les cellules T. 

D’abord, l’activité d’IDO et des Tregs forme une boucle de rétroaction positive
180

. Ceci 

explique en partie l’effet immunosuppresseur d’IDO sur la réponse T. De plus, la baisse de 

tryptophane dans le milieu, caractérisée par l’augmentation d’ARN de transfert dépourvu 

d’acides aminées, entraîne l’expression de la protéine kinase « general control non 

repressed 2 » (GCN2)
181

. GCN2 a pour effet de bloquer le cycle cellulaire des cellules T 

activées
181

. En cas de forte diminution du niveau de tryptophane, la cellule peut entrer en 

apoptose. Plusieurs évidences démontrent que cette apoptose implique le facteur pro 

apoptotique CHOP
182

.  L’effet pro apoptotique d’IDO varie selon le type de réponse 

cellulaire rencontrée. En effet, les cellules Th1 et les thymocytes sont plus sensibles à 

l’apoptose de manière dépendante de la kynurenine que les cellules Th2
183

. 

Il a également été démontré que GCN2 inhibe la différenciation des cellules T en 

Th17 tout en favorisant leur différenciation en Tregs
184;185

. Ainsi, IDO permet la 

différenciation des cellules naïves en nouveaux Tregs
186;

 
187

. Le mécanisme moléculaire par 

lequel GCN2 dans les cellules T favorise le développement des Tregs demeure méconnu. 

Toutefois, l’expression de GCN2 dans les cellules dendritiques inhibe la sécrétion d’IL-6, 
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cytokine essentielle à la différenciation des Th17. De manière intéressante, IDO 

possède également des « immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motifs » (ITIM) lui 

permettant d’inhiber l’activité d’autres protéines. En effet, IDO peut inhiber l’activité 

d’IRAK-1, inhibant ainsi la signalisation pro-inflammatoire d’IL-1
188

. Cette molécule est 

d’ailleurs essentielle dans le développement des cellules Th17. À l’opposé, la signalisation 

d’IL-6 induit l’expression de « suppressor of cytokine signaling 3 » (SOCS3), qui entraîne 

la dégradation d’IDO, favorisant ainsi le développement des cellules Th17
189

.  

 

Figure 9 Le catabolisme du tryptophane entraîne des changements dans les cellules T. Le 

manque d’acides aminés essentiels amène l’activation de la kinase GCN2. Qui peut induire 

un phénotype Treg dans les cellules T naïves, mais également activer les Tregs. (Modifié 

de
190

) 

6. La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) 

La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) est la principale cause de mortalité et 

de morbidité suite aux greffes de cellules souches. Malgré les avancées thérapeutiques 

récentes, la majeure partie des patients souffrant d’une forme sévère de GVHD en meurent. 

Cette maladie fut notée pour la première fois lors d’une expérience chez les rongeurs. Suite 

à une irradiation létale, les souris ayant reçues une greffe de cellules souches syngénique 

(provenant de la même souche) recouvraient de la toxicité causée par les radiations
191

. 
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Toutefois, les souris ayant reçues une greffe allogénique (de souche différente) et avec 

une disparité au niveau du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) ont pu éliminer la 

leucémie mais certains animaux ont développé une maladie secondaire caractérisée par des  

diarrhées et une perte de poids
191

. 

Il existe deux formes majeures de GVHD : la forme aiguë (aGVHD), survenant 

habituellement précocement après la greffe et la plupart du temps dans les premiers 100 

jours post-greffeet résultant d’une réaction « rejet » de l’hôte par le greffon, et une forme 

chronique (cGVHD) qui survient généralement après 100 jours et résultant d’un 

dysfonctionnement du système immunitaire 
192-194

. Ces deux catégories se divisent elles-

mêmes en sous-classes. Pour la GVHD aigue, il y a la forme classique, la forme persistante 

et la forme tardive
194

. La forme classique survient précocement après la greffe et peut 

atteindre la peau, l’intestin et le foie. La forme persistante se manifeste pour une durée qui 

va au-delà des 100 premiers jours alors que la forme tardive survient après les 100 premiers 

jours. Cette dernière est d’ailleurs souvent confondue avec la cGVHD, mais elle ne 

présente pas de manifestation clinique de la cGVHD
195

. Plusieurs facteurs peuvent favoriser 

le développement de l’aGVHD,  dont l’intensité du régime de conditionnement favorisant 

l’inflammation et l’activation des cellules T ainsi que le degré d’incompatibilité entre le 

donneur et le receveur. Un donneur femme pour un receveur homme présente un risque 

accru de développement de l’aGVHD
196

. Ceci est dû à la capacité des cellules femelles de 

reconnaitre l’antigène Y exprimé à la surface des cellules mâles pouvant entraîner la 

GVHD
197-199

. Grâce aux avancées dans la prophylaxie, à l’utilisation de régimes de 

conditionnements réduits et le traitement de la GVHD aigue, on dénombre ces dernières 

années une diminution de la forme classique de l’aGVHD et une augmentation de la forme 

tardive
195

.  

Pour la GVHD chronique, il y a la forme classique et le « overlap syndrome » 
194

. 

La forme classique se manifeste après les cent premiers jours alors que les patients atteints 

de l’ «overlap syndrome » (symptômes de la GVHD aigue et chronique simultanément) 

peuvent démontrer des symptômes avant la limite relative
194

. Chez ces derniers patients les 
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caractéristiques d’une aGVHD surviennent souvent lors d’une seconde allogreffe de 

cellules souches hématopoïétiques
194

. La cGVHD touche environ 60-70% des patients 

recevant une alloHSCT. De plus, les symptômes et la gravité de celle-ci varie selon 

différents facteurs dont l’âge, le sexe (féminin) des donneurs et des receveurs et le degré 

d’appariement entre les récepteurs des lymphocytes T et ceux des APCs. La cGVHD 

ressemble davantage à une maladie auto-immune, mais les auto-anticorps produits ne sont 

pas reliés à un organe spécifique. Les symptômes d’inflammation et de rejet de la forme 

classique se situent surtout au niveau de la peau et du foie. La forme du « overlap 

syndrome » est présente sur un plus grand nombre d’organes dont la peau, le foie, les yeux, 

le tube digestif, les glandes salivaires et plusieurs autres
194

. C’est cette caractéristique qui la 

différencie de l’aGVHD. Cependant, la peau reste l’organe le plus touché par la cGVHD
194

. 

Lors du développement de la maladie, il se forme des plaques rouges en surface avec 

atrophie de l’épiderme selon le stade de progression de la maladie 
194

.  De plus, il a été 

démontré que les patients atteints de cGVHD classique répondent mieux aux traitements 

que ceux atteints de GVHD aigue tardive
200

. 

6.1. GVHD aigüe  

6.1.1. Manifestation cliniques et histologiques 

Les principaux tissus touchés par la GVHD aiguë sont la peau, le foie et le tractus 

gastro-intestinal. La sévérité de la GVHD est classée en grades de 0 à IV pour chaque 

organe touché selon une charte établie (Voir Tableau1). 
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Grade de la 

GVHD aigue 

Peau Foie Intestin Performance 

clinique 

I Rash < 25% de 

la surface du 

corps 

Bilirubine 

sérique < 2mg/dl 

Absence de 

diarrhée 

Bonne 

II 25-50% de la 

surface du 

corps 

3,1 – 6 mg/dl Diarrhée > 500 

mL 

Légèrement 

diminuée 

III > 50% de la 

surface du 

corps ou 

érythème diffus 

6,1 – 15 mg/dl >1000 mL Diminuée 

IV Bullae, 

desquamation 

> 6,1 mg/dl >1000 mL Sévèrement 

diminuée 

Tableau 1 Gradation de la GVHD aigue selon les organes touchés.  

6.1.2. Physiopathologie 

La GVHD aiguë comprend trois phases. Une première phase de conditionnement, 

est suivie d’une phase d’activation des lymphocytes T et d’une phase inflammatoire 

effectrice
201-204

 (Voir Figure 10). 
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Figure 10 Pathophysiologie de la GVHD aigue. Modifié de 
201

  

Phase I : conditionnement 

 

L’étape de conditionnement consiste au traitement que doit subir le patient avant le 

greffe (radiothérapie et chimiothérapie). Dans environ 50% des cas, le conditionnement est 

un traitement myéloablatif et immunosupresseur
202

. Le conditionnement a pour but de 

détruire la moelle osseuse atteinte du patient pour permettre au greffon de s’y implanter, 

d’éradiquer le clone malin et d’induire une immunosuppression afin d’assurer la prise du 

greffon et d’éviter son rejet
202;205

. La fréquence de la GVHD est proportionnelle à 

l’intensité du conditionnement
206

. 

 

Ce traitement n’est pas seulement dommageable pour les cellules de la moelle 

osseuse. En effet, il induit entre autres un dommage tissulaire au niveau de l’épithélium du 

tractus gastrointestinal
207

. Ce dommage amène une activation des cellules de l’hôte 

entraînant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires : TNF-, IL-1
208

, INF- et GM-

CSF
209

. Le TNF- contribue également au dommage en affectant l’intégrité de la 



 

50 

 

 

muqueuse
204

. La présence de ces cytokines a aussi pour effet d’augmenter l’expression 

des molécules du CMH et autres molécules de co-stimulation sur les cellules dendritiques 

de l’hôte, augmentant ainsi la présentation d’antigènes du soi
203

. Cela a aussi pour effet de 

faciliter la reconnaissance de l’alloantigène par les lymphocytes T du donneur
206

. Le 

dommage au tractus gastro-intestinal permet également à des molécules 

immunostimulantes d’origine microbienne telles que le lipopolysaccharine (LPS) d’entrer 

dans la circulation systémique, ce qui a pour impact d’amplifier la réaction 

imflammatoire
210

. Ces signaux de danger exprimés dans les tissus de l’hôte ont pour effet 

d’amener l’activation des cellules dendritiques nécessaires pour la réponse immunitaire.
211

 

 

Pour l’autre 50% des patients greffés, le conditionnement est dit non-myéloablatif. 

C'est-à-dire qu’il ne détruit pas entièrement la moelle osseuse, réduisant ainsi 

l’inflammation secondaire. Ceci a pour effet de réduire considérablement l’incidence de 

GVHD. Par contre, dans ces cas-ci, les risques de rechutes sont plus importants. Cependant, 

bien que les risques d’aGVHD classique diminue, en partie dû à une faible sécrétion de 

TNF-α,  le risque de GVHD tardive persiste
212

.  Bref, le conditionnement est une étape 

importante de la pathophysiologie de la GVHD. Par contre, chez l’homme, la GVHD peut 

survenir même en absence de régime de conditionnement
213

. Ceci suggère que même si le 

conditionnement est un facteur favorisant grandement le développement de la GVHD, il 

n’est pas requis pour le développement de la GVHD. 

 

 

 

Phase II : activation des lymphocytes T 

 

Cette phase correspond à la mise en place de la réponse immunitaire et dépend de 

l’interaction entre les APCs de l’hôte et les lymphocytes T du donneur. Cette interaction a 
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généralement lieu dans les organes lymphoïdes secondaires. L’interaction d’un 

lymphocyte T et d’un antigène initie une cascade d’évènements biochimiques qui favorise 

l’activation des lymphocytes T au repos. Les lymphocytes T activés progressent dans le 

cycle cellulaire pour devenir des lymphocytes T effecteurs ou lymphocytes T mémoires
214

. 

Pour permettre l’activation des lymphocytes T, un signal de co-stimulation est 

nécessaire
203;215

. Les principales molécules de co-stimulation sont CD40L, CD28, LFA-1, 

LFA-2, CD44 et CTLA-4
202

. Toutefois, le principal signal de co-stimulation est la liaison 

entre la molécule B7 de l’APC et le CD28 ou le CTLA-4 du lymphocyte T. CD28 induit un 

signal positif de la GVHD. En son absence, les lymphocytes T du donneur deviendront 

anergiques
216

 (leur fonction sera neutralisée). Le CTLA-4 est un régulateur négatif de 

l’activation des cellules T. Son absence est synonyme d’augmentation de la production de 

cytokines pro-inflammatoires, ainsi que de l’activation et de la prolifération des 

lymphocytes T
204;209

. Toutefois, les lymphocytes T mémoires sont capables de répondre aux 

signaux du TCR avec peu ou sans co-stimulation
17

. 

 

Le rôle des APC 

 

Les APC jouent un rôle primordial dans le développement de la GVHD, 

particulièrement les APC de l’hôte. En effet, il a été démontré dans un modèle murin de 

GVHD que les APC de l’hôte sont suffisantes pour causer la GVHD
217;218

. Par opposition, 

les APC du donneur ne peuvent déclencher la GVHD, cependant, elles peuvent exacerber la 

réponse immunitaire et la maladie
203

. Plus récemment, les APC du donneur ont démontré 

une étonnante capacité à présenter les antigènes de l’hôte de façon croisée et à être 

associées à la GVHD. Parmi les APC, les cellules dendritiques sont les plus puissantes et 

ont un rôle reconnu dans l’induction de la GVHD
218

. Au niveau de la peau, les APC les 

plus retrouvées sont les cellules de Langerhans
219

. Des études chez la souris ont démontré 

que la déplétion de ces cellules chez l’hôte et leur remplacement par des cellules dérivées 



 

52 

 

 

du donneur permet de prévenir la GVHD au niveau de la peau lorsque les lymphocytes 

T du donneur sont injectés au moment de la greffe 
220

. 

 

Dans un premier temps, les APC sont activées par les facteurs inflammatoires soit 

d’origine microbienne ou relâchés par les cellules nécrotiques tuées lors de la phase de 

conditionnement
211;221

. La présence de ces facteurs a pour effet d’induire la maturation et 

l’activation des cellules dendritiques. Les cellules dendritiques ainsi activées peuvent à leur 

tour activer les lymphocytes T du donneur et initier la GVHD. Inversement, dans un état 

immature, les cellules dendritiques favorisent la tolérance
203;211

. Une grande majorité des 

APC seront éliminés par les cellules T du donneur. D’ailleurs, un taux diminué de cellules 

dendritiques, surtout des cellules dendritiques plasmacytoïdes est une caractéristique de 

l’aGVHD
222;223

. Toutefois, dans les cas où un régime de conditionnement réduit est utilisé, 

les APC de l’hôte persistent. En raison du conditionnement réduit, ces cellules sont dans un 

état d’activation réduit, sécrètent peu de TNF-α et favorisent la différenciation des Tregs en 

périphérie
212

. Ceci a pour effet d’inhiber le développement de l’aGVHD. Toutefois, au fur 

et à mesure de la prise de greffe, une augmentation des cellules dendritiques activées 

provenant du donneur est observée
212

. Les APC de l’hôte seraient alors capables d’induire 

cette inflammation nécessaire au déclenchement de l’aGVHD tardive
212;224

. 

 

Les cellules B sont également capables de présenter les antigènes aux cellules T. 

Leur rôle dans la pathophysiologie de la GVHD reste cependant peu connu. De récentes 

études chez la souris et chez l’homme ont démontré que la déplétion des cellules B par un 

anticorps monoclonal (rituximab) entraînait une diminution de la sévérité et de la mortalité 

de la GVHD
225-227

. Par contre, il a également été démontré que les cellules B pouvaient 

sécréter de l’IL-10, une cytokine inhibitrice de la GVHD
228;229

. De plus, une étude effectuée 

par Michonneau et al a démontré qu’un haut taux de progéniteurs B était associé à une 

diminution de la GVHD 
230

. Bref, les cellules B jouent un rôle dans le développement de la 

GVHD aigue par leur capacité à présenter l’antigène aux cellules T mais peuvent induire la 

tolérance par leur sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. 
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Le « cytokine storm » 

 

L’activation des lymphocytes T découlant de la présentation de l’alloantigène 

entraîne des changements biochimiques importants dans la cellule. Parmi ces changements, 

figure l’activation de la transcription de gènes codant pour des cytokines et leurs 

récepteurs
231

. Ce phénomène se nomme « cytokine storm » ou tempête cytokinienne. Cette 

tempête implique plusieurs cytokines telles l’IL-12, l’IL-2, l’IFN-γ, l’IL-15 et l’IL-18
203

. 

Le principal effet du « cytokine storm » sont d’amplifier la réaction inflammatoire. Cette 

réaction résulte en la différenciation des cellules T CD4 du donneur en cellules de type 

Th1.  

 

La tempête cytokinienne a pour effet de favoriser une réponse inflammatoire de type 

Th1. Même s’il est convenu que l’aGVHD est médiée principalement par la réponse Th1, il 

existe une controverse par rapport au rôle de l’IFN-γ dans la pathophysiologie de la 

maladie. En effet, bien que le taux sérique d’IFN-γ corrèle avec la sévérité de la GVHD 

chez les patients greffés
232

, il a été démontré dans un modèle murin que l’injection de 

cellules T incapables de sécréter de l’IFN-γ exacerbait la GVHD
233

. Ceci peut être expliqué 

par plusieurs hypothèses : Il est possible que le nombre de cellules exprimant IFN-γ ne soit 

en réalité que le reflet de l’activation cellulaire et non d’une polarisation vers un phénotype 

Th1. Toutefois, il est également acquis qu’une réponse Th1 dans les premiers jours suivant 

une greffe de cellules souches hématopoïétiques était associée à une baisse du risque de 

développer une GVHD
203

. Une autre possibilité est que la sécrétion d’IFN-γ entraîne la 

production d’IDO au niveau du tissus cible, entraînant une anergie des cellules T, ce qui a 

été démontré dans la GVHD au niveau du colon
234

. Toutefois, IDO semble jouer un rôle 

mineur au niveau de la peau
235

. Ceci peut être expliqué par le fait que la pathophysiologie 

de la GVHD peut changer selon l’organe cible. En effet, alors que les cellules Th1 semblent 

impliquées dans la GVHD au niveau du colon, la réponse Th2 et Th17 est impliquée au 
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niveau de la peau et du foie
236;237

. D’ailleurs, Xu et al démontre que le taux d’IDO 

corrèle avec le taux d’IFN-γ et la sévérité de la GVHD
232

. Toutefois, aucun organe 

spécifique n’est donné dans cette étude. Il est donc possible que l’IFN-γ puisse induire IDO 

afin d’induire l’anergie des cellules T et que dans le cas des aGVHD sévères, l’action 

d’IDO soit insuffisante pour contrôler l’inflammation. Bref, bien que le rôle d’IFN-γ soit 

controversé, plusieurs évidences pointent vers un rôle important de la réponse Th1 dans le 

développement de l’aGVHD. 

Rôle des cellules NK 

Durant la phase d’activation des lymphocytes T, les cellules NK, tant du donneur 

que de l’hôte, jouent un rôle inhibiteur de la GVHD. Une étude effectuée chez les rats 

confirme que la déplétion des cellules NK de l’hôte au moment de la greffe diminue 

significativement sa survie
238

. Cette augmentation de survie est due à la capacité des 

cellules NK de l’hôte de rejeter les lymphocytes et les cellules de la moelle osseuse du 

donneur
239

. Ces cellules peuvent cependant mener à un rejet de la greffe
240

. 

 

Les cellules NK du donneur jouent aussi un rôle inhibiteur à cette phase de la 

GVHD. Ce rôle leur est attribué par leur capacité d’éliminer les APC de l’hôte
241

 

responsables de la GVHD et par la sécrétion de TNF-
242

 

 

 

Phase III : Phase effectrice cellulaire et inflammatoire 

La phase effectrice cellulaire et inflammatoire est une cascade complexe médiée par 

les lymphocytes T cytotoxiques et par des agents inflammatoires tels que le TNF-, l’IL-1 

et le NO
203;243

. Il s’agit d’un ensemble de mécanismes complexes entraînant les lésions aux 

tissus et organes cibles
202;244

. 

Phase effectrice cellulaire 
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Les principaux effecteurs cellulaires de la GVHD sont les lymphocytes T 

cytotoxiques
243

. Les voies les plus utilisées pour amener la mort cellulaire des tissus cibles 

sont les voies Fas/FasL et perforine/granzyme
245-247

. La transplantation de cellules 

déficientes en perforine entraîne un délai dans l’induction de la GVHD, mais l’apparition 

de signes histologiques et de mortalité survient même en absence de cette voie
248

. 

L’importance de la voie perforine/granzyme est notable surtout chez les lymphocytes T 

CD8+. D’ailleurs, leur déficience diminue beaucoup la mortalité causée par ce type de 

cellules. Cette voie est moins importante chez les lymphocytes T CD4+ dont la voie 

préconisée est celle du Fas/FasL
203;249

. De plus, la plupart des études n’ont pas permis de 

démontrer le rôle de la voie perforine/granzyme dans la pathologie des tissus cibles lors de 

la GVHD
203;250

. 

 

La cytotoxicité due à la voie Fas/FasL est particulièrement importante dans la 

physiopathologie de la GVHD. Le nombre de lymphocytes T déficients en FasL est 

remarquablement diminué dans le foie, la peau et les organes lymphoïdes des patients 

atteints de GVHD
203;250

. De plus, l’augmentation de l’expression de Fas dans les voies 

biliaires
251

 ainsi que le taux sérique élevé de FasL et Fas chez les patients
252

 démontrent 

l’importance de cette voie dans la physiopathologie de la GVHD. Toutefois, la voie 

Fas/FasL est également essentielle pour la survie à long terme du greffon. Une première 

hypothèse stipulait que la tolérance au greffon est simplement due à l’absence de la voie de 

co-stimulation CD28/B7
253

. Cependant, il est démontré que l’infusion d’un greffon mutant 

en FasL avait une durée de vie beaucoup plus courte qu’un greffon de type sauvage
254

. 

Cette voie est nécessaire pour prévenir la résistance de l’hôte au greffon
255;256

. Cela 

corrobore une autre hypothèse stipulant que les cellules de l’hôte réagissant contre le 

greffon peuvent subir une apoptose médiée par la voie Fas/FasL qui permet ainsi la survie à 

long terme du greffon
254;257

. 

 

Une première étude a démontré que, chez des souris irradiées à des doses sub-

létales, l’infusion d’un greffon doublement déficient en perforine/granzyme et en Fas/FasL 
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était incapable d’induire la GVHD
258

. Toutefois, chez des souris irradiées létalement, 

aucune différence de mortalité ne fut observée entre les souris recevant des greffons 

doubles négatifs et de type sauvage.
255

. Cela indique l’existence d’autres voies effectrices 

cellulaires dans la physiopathologie de la GVHD aiguë. 

 

Les effecteurs inflammatoires 

 

Les cytokines inflammatoires TNF- et IL-1 sont sécrétées par les monocytes, les 

macrophages ou par les autres APC
21

. Leur libération peut provenir de l’interaction du LPS 

ou d’autres composés d’origine microbienne introduits dans la circulation systémique lors 

du régime de conditionnement du patient avec les récepteurs toll-like (TLR) de ces 

cellules
203;210;259

. Une autre source de cytokines pro-inflammatoires lors de la phase 

effectrice de la GVHD sont les cellules mononucléées
203;243

. 

 

Rôle du TNF- 

 

Le TNF- joue un rôle important dans la physiopathologie de la GVHD 

aiguë
203;243;260-263

. Le TNF- peut être sécrété par les cellules de l’hôte ou du donneur
264;265

 

en réponse aux substances pro-inflammatoires retrouvées dans la circulation systémique. Le 

niveau de la réponse de TNF- des cellules du donneur au LPS est une bonne indication de 

la sévérité de la GVHD
266

. 

 

Lors de la GVHD aiguë, le TNF- peut également jouer un rôle en affectant 

directement l’intégrité des jonctions serrées des cellules épithéliales de la muqueuse 

intestinale
204;267

. Cela a pour effet d’augmenter la perméabilité du colon et d’amener une 

perte en eau et en ions
267

. Cet effet peut aussi être dû à l’induction de prostaglandine E 

causée par l’activité de TNF-
268

. L’augmentation du niveau de TNF- perturbe aussi la 

contraction des muscles cholinergiques et augmente le transport des électrolytes au niveau 
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du colon
269

. L’augmentation de la perméabilité intestinale permet une plus grande 

translocation de produits microbiens dans la circulation systémique
204

. 

 

L’implication du TNF- dans la physiopathologie de la GVHD se déroule en trois 

étapes. Premièrement, le TNF- active les cellules dendritiques et augmente la présentation 

d’antigènes. Ensuite, il recrute d’autres lymphocytes T effecteurs, des neutrophiles et des 

monocytes vers les tissus cibles par l’induction de chimiokines pro-inflammatoires. 

Finalement, le TNF- cause un dommage direct aux tissus cibles en induisant de l’apoptose 

et de la nécrose
203;210;243;270

. L’apoptose est principalement due à l’activation de la voie 

TNF--Fas
270

. De plus, le TNF- augmente la sévérité de la GVHD dans le tractus gastro-

intestinal en augmentant la libération de cytokines de type Th1
271

 . Le blocage du TNF- 

par un anticorps monoclonal permet également de diminuer la sévérité de la GVHD
272

. De 

plus, une étude récente démontre que le TNF- augmente la prolifération des lymphocytes 

CD4+ alloréactifs, la production d’INF- et l’intensité de la GVHD au niveau du tractus 

gastro-intestinal
273

. 

 

Le TNF- semble également jouer un rôle dans l’atteinte hépatique de la GVHD. 

En effet, une étude récente démontre que le blocage de TNF- permet de diminuer 

l’inflammation lobulaire, le nombre de lymphocytes T CD8+ et la production d’INF- dans 

un modèle murin d’incompatibilité au niveau du CMH I
274

. Toutefois, d’autres études, 

effectuées sur un modèle d’incompatibilité du CMH I et du CMH II, démontrent une 

amélioration de la GVHD intestinale, mais pas de la GVHD hépatique à la suite du blocage 

de TNF-
275;276

. 

 

Autres effecteurs 

 

La deuxième cytokine pro-inflammatoire qui joue un rôle majeur dans la 

physiopathologie de la GVHD aiguë est l’IL-1. Lors de la phase effectrice, IL-1 est surtout 
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sécrété dans les organes lymphoïdes et au niveau de la peau
277

. L’injection d’un 

antagoniste du récepteur de l’IL-1 permet de diminuer la mortalité de la GVHD chez les 

animaux
278;279

. Toutefois, une étude effectuée chez l’humain ne démontre aucun effet de cet 

antagoniste sur la GVHD aiguë
280

. IL-1 pourrait donc avoir un rôle redondant et 

pléiotropique dans la maladie et agir en synergie avec TNF-
203

. 

 

L’oxyde nitrique (NO) joue également un rôle dans la physiopathologie de la 

GVHD. En effet, l’augmentation du taux sérique de NO précède généralement les 

symptômes de la GVHD
281

.. Le NO induit également une relâche de fer de la part des 

cellules cibles inhibant la prolifération des cellules souches de la peau et de la muqueuse 

intestinale
282

. Le NO empêche donc la guérison des tissus atteints par la GVHD. 

 

Bref, la GVHD est une maladie complexe entraînant un cercle vicieux de 

l’amplification des effecteurs inflammatoires. Lors des manifestations cliniques de la 

maladie, les lymphocytes T régulateurs, qui d’ordinaire protègent l’organisme contre les 

manifestations auto et allo-immunes, ne sont pas en nombre suffisant pour faire face à 

l’inflammation. Les effecteurs de la GVHD n’ont pas tous le même impact dans chaque 

organe cible. C’est pourquoi cette maladie possède plusieurs facettes selon l’organe touché. 

 

 

6.1.3. Les Tregs dans la GVHD aigue 

 

Les Tregs jouent un rôle important dans la prévention de l’aGVHD, permettant de 

diminuer la sévérité de la GVHD tout en préservant la réaction GVL dans un modèle 

murin
283

. Les Tregs peuvent inhiber l’activation, la différenciation et la prolifération des 

cellules T lors du « cytokine storm » et ainsi prévenir le développement de la GVHD
284

. De 

plus, le blocage des molécules effectrices de Tregs est associé à une accélération de la 

progression de la GVHD. Les Tregs capables de supprimer la réaction du greffon contre 
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l’hôte peuvent provenir soit du receveur ou du donneur. En effet des études effectuées 

dans un modèle murin ont permis de déterminer que deux semaines après une 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques, entre 80 et 90% des Tregs sont 

dérivées du donneur
285

. Ces Tregs sont spécifiques aux antigènes du donneur et permettent 

la prise du greffon du donneur seulement
285

. Les Tregs issues du receveur sont présentes 

pour favoriser la prise de greffe et prévenir la GVHD. Elles jouent un rôle primordial dans 

les premières semaines suite à la greffe. De leur coté, les Tregs issues du donneur sont plus 

efficaces pour inhiber l’alloréactivité des cellules T
286-288

. Elles favorisent également une 

meilleure reconstitution immune
288

. Bref, les Tregs, peu importe leur origine favorisent la 

prise de greffe et favorisent la tolérance du greffon devant l’hôte
289

. Les Tregs du receveur 

joueront leur rôle dans les premiers temps jusqu’à l’arrivée des Tregs du donneur. Ces 

Tregs peuvent soit provenir du thymus ou être induites en périphérie par les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC). Cependant, dans le cas des transplantations humaines 

chez l’adulte, où le thymus a une fonctionnalité diminuée, il est plus probable que ces Tregs 

soient induites par les pDC. Ces cellules peuvent induire un phénotype Treg dans les 

cellules T conventionnelles
289

. Ceci se produit soit par contact direct dans les ganglions 

lymphatiques ou par l’expression d’IDO, que ce soit en réponse à un taux d’IFN élevé ou à 

la signalisation de CD80 suite à sa liaison avec CTLA-4 exprimé par les Tregs eux-

mêmes
168;180;289

. Bref, les Tregs peuvent favoriser l’induction d’un plus grand nombre de 

Tregs en interagissant avec les pDC. 

 

De manière concordante avec ce rôle, l’aGVHD est caractérisée par une déficience en 

reconstitution des Tregs suite à la greffe de cellules souches. Il a été démontré qu’un niveau 

faible de Tregs lors d’une infusion de lymphocytes du donneur était associé à une GVHD 

forte
290

alors qu’un haut taux de Tregs est associé à un faible taux de GVHD
291;292

. Plusieurs 

études utilisent d’ailleurs les Tregs comme biomarqueurs du pronostic de la 

GVHD
291;293;294

. De manière similaire, un bas taux de pDC est également associé à la 

GVHD aigue
295-297

. Un constat similaire a été effectué avec d’autres types d’APC capable 



 

60 

 

 

d’induire le phénotype Treg tel les cellules de Langherans dans les cas de GVHD au 

niveau de la peau
298;299

. 

 

Par contre, Roswaig et al ont démontré qu’un taux de Tregs élevé dans le greffon ne 

corrèle pas nécessairement avec l’absence de GVHD
300

. Cette même étude a cependant 

établi une relation inverse entre la sévérité de la GVHD et les marqueurs de localisation 

tissulaire des Tregs tels que les « cutaneous lymphocyte-associated antigens » (CLA) pour 

la peau et l’intégrine α(4)β(7) pour l’intestin
300

. Une autre étude observe un expression 

réduite de granzyme A ainsi que des récepteurs de chemiokines dans les Tregs des Tregs de 

patients souffrant d’aGVHD
301

. Ainsi, outre leur nombre réduit, un défaut dans leur 

capacité de localisation ainsi que dans leur état fonctionnel pourraient expliquer le rôle des 

Tregs dans le développement de l’aGVHD. 

 

Grâce à leur capacité d’inhibition de la GVHD, plusieurs stratégies impliquant les Tregs 

ont été étudiées afin de traiter la GVHD. Ceci sera discuté dans la section « Traitements de 

la GVHD » plus loin dans cette revue de la littérature. 

 

6.2 La voie CTLA-4/ IDO dans la GVHD 

 

 Plusieurs études établissent le rôle de CTLA-4 en tant que régulateur de l’activation 

des cellules T dans un contexte de transplantations
302;303

.  Plusieurs stratégies 

thérapeutiques étudiées dans un modèle murin impliquent le blocage du principal 

compétiteur de CTLA-4, le CD28, afin d’induire une immunosuppression dépendante de 

CTLA-4
302

. Toutefois, le rôle de CTLA-4 en tant qu’inducteur d’IDO dans la protection 

face à la GVHD n’a pas été étudié en profondeur. Toutefois, dans les transplantations 

d’organes solides, il est reconnu que le traitement au CTLA-4-Ig (CTLA-4 fusionné à la 

partie Fc d’un anticorps) induit une tolérance à long terme de manière dépendante à IDO
304

.  

Dans la GVHD, l’activité d’IDO corrèle principalement avec le niveau d’IFN-γ305;306
. 
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Ainsi, l’activité d’IDO se retrouve augmentée dans les cas de GVHD sévères
305

. Des 

études effectuées chez la souris démontrent pourtant qu’IDO joue un rôle inhibiteur de 

l’activité alloréactive des cellules T, puisque les souris déficientes en IDO meurent plus 

rapidement de GVHD que les souris de type sauvage
307

. L’effet d’IDO se pourrait donc se 

faire sentir dans les organes où la réponse primaire serait Th1 dans le tractus gastro-

intestinal par exemple. Ceci démontre que bien qu’IDO exerce une fonction inhibitrice sur 

l’inflammation, son action n’est pas suffisante pour contrôler l’alloréaction dans les cas de 

GVHD sévère. 

 

7. GVHD chronique (cGVHD) 

 

Contrairement à la GVHD aigue, la pathophysiologie de la GVHD chronique (cGVHD) 

demeure peu connue. La cGVHD s’apparenterait plutôt à une dérégulation du système 

immunitaire qu’au rejet des antigènes de l’hôte. La polarisation de la réponse T CD4 est 

également différente. Alors que l’aGVHD est due à une principalement à la polarisation 

Th1, la cGVHD humaine possède une composante Th1,  Th2 et Th17
308;309

. Chez la souris, 

la cGVHD possède un phénotype principalement Th2, ce qui rend difficile l’étude de cette 

maladie par des modèles murins
310;311

. Toutefois, certaines études récentes démontrent un 

apport de Th1 et Th17 dans la physiopathologie de la maladie au niveau de la peau
308

 alors 

qu’au niveau du poumon, la cGVHD semble plutôt médiée par la réponse Th2
312

. De plus, 

un apport de la réponse Th17 est également retrouvée au niveau du foie
313

 alors que la 

GVHD pulmonaire semble causée par une réponse Th2 et Th17
314

. Ces résultats semblent 

démontrer que la cGVHD possède une physiopathologie distincte dépendamment de 

l’organe touché. 

 

De plus, plusieurs similarités ont été décrites entre la cGVHD et certaines maladies 

auto-immunes par exemple, la sécrétion d’auto-anticorps dirigés contre l’ADN double brin 

ou les antigènes nucléaires, du muscle lisse et du cytosquelette
315

. Ceci implique la 
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participation d’autres types cellulaires tels que les cellules B dans la pathophysiologie 

de la maladie. 

 

Le premier facteur de risque dans le développement de la cGVHD est le développement 

antérieur de l’aGVHD. En effet, seuls 25% des patients n’ayant pas souffert d’aGVHD vont 

souffrir de cGVHD. Cette proportion monte à 60% pour les patients atteints d’aGVHD de 

grade I et 80% pour les patients atteints de aGVHD de grade II-IV
316

. Outre la cGVHD 

classique et le « overlap syndrome », la cGVHD peut être catégorisée de 3 manières 

différentes : la cGVHD dite de novo, où la cGVHD apparait sans qu’il n’y ait eu de 

aGVHD, la cGVHD dite interrompue, lorsque le patient a subi une aGVHD qui s’est 

résolue avant l’apparition de la cGVHD, puis la cGVHD progressive, où la aGVHD évolue 

en cGVHD. Il serait alors possible que la pathophysiologie de ces 3 types de cGVHD 

diffère. En effet, plusieurs études placent les cGVHD interrompues et progressives comme 

étant des extensions chroniques de la GVHD aigue. Ces types de cGVHD ont une 

physiopathologie ressemblant à l’aGVHD et impliquant un défaut de reconstitution 

immune alors que la cGVHD de novo s’apparente plutôt à une réaction auto-immune 

impliquant une déficience au niveau du thymus
317

. Ceci contribue aux difficultés associées 

à l’étude de la cGVHD. 

 

Figure 11 Pathophysiologie de la cGVHD (Modifié de 
318

) 
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Le second facteur d’importance favorisant l’apparition de la cGVHD est la 

lymphopénie. D’abord, le régime de conditionnement élimine la majorité des cellules T de 

l’hôte, ce qui a pour effet d’induire un premier état de lymphopénie chez le patient. De 

plus, l’involution thymique s’amorçant à l’adolescence n’entraîne limite la capacité de 

reconstitution immune du patient. La majeure partie de la reconstitution des cellules T 

dépend alors de l’expansion homéostatique. Les cytokines IL-7 et IL-15 sont les principales 

molécules responsables de cette expansion
319

. Il a été démontré que l’IL-7 est responsable 

principalement de l’expansion des cellules T récemment issues du thymus alors que l’IL-15 

est responsable de l’expansion des cellules T mémoires
319

. Il a toutefois été démontré que 

les cellules T CD4+ du sang périphérique ne peuvent s’expendre en réponse à l’IL-7
320-322

. 

De plus, des travaux effectués par Thiant et al ont démontré qu’un taux élevé d’IL-7 chez 

les patients greffés était associé à une baisse de la population CD3+ et que cette baisse est 

associée à un taux de GVHD plus élevé
323

. Ceci peut également être expliqué par un rôle 

inhibiteur de la fonction suppressive des Tregs exercé par IL-7
324

. Ces résultats impliquent 

que les cellules T CD4 seront principalement de type mémoire. Le répertoire des cellules T 

sera alors diminué et dirigé contre les antigènes déjà rencontrés par ces cellules. Ceci aura 

pour effet d’augmenter à la fois la réponse anti-tumorale, mais aussi la réponse anti-

hôte
325;326

.  

 

Un autre facteur favorisant l’apparition de la cGVHD est la présence d’un agent 

infectieux. En effet, il a été démontré que certaines cellules T dirigées contre les cellules T 

pouvaient également réagir contre les antigènes de l’hôte. Une association directe entre les 

infections au cytomégalovirus (CMV) et l’apparition de la cGVHD a déjà été établie
327;328

. 

Un lien avec d’autres agents infectieux et le début de la cGVHD ont également été 

démontrés
328;329

. Ces observations concordent avec le « Modèle de danger » proposé par P. 

Matzinger
211

. Ce modèle stipule que, pour que les cellules T réagissent contre un antigène 

du non-soi, il doit y avoir un signal de danger lié à l’antigène tels que la mort cellulaire par 

nécrose ou un autre signal créant de l’inflammation
211

. Dans le cas de la cGVHD, la 
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présence de l’agent infectieux pourrait fournir le signal de danger nécessaire à 

l’activation des cellules T anti-hôtes. 

7.1. Les Tregs dans la cGVHD 

 

Alors que plusieurs études ont démontré que les Tregs sont diminuées à la fois lors de 

l’aGVHD et de la cGVHD, la cinétique de cette population varie selon le type de GVHD 

rencontrée. En effet, Matsuoka et al a démontré que, lors de la cGVHD, les Tregs 

prolifèrent d’abord rapidement, permettant de contrer l’aGVHD
330

. Toutefois, dans un 

contexte de lymphopénie sévère, cette prolifération rapide rend les Tregs vulnérables à 

l’apoptose médiée par la voie Fas/FasL
330

. Ceci entraîne une perte subite de cette 

population, ce qui favorise le développement de la maladie
330

. Néanmoins, la quantité de 

Tregs lors de la cGVHD demeure sujette à controverse alors que certaines études ont 

démontré que la quantité de Tregs était soit diminuée lors de la cGVHD
331-333

 ou 

inchangée
334;335

. Cependant, de manière plus spécifique, une récente étude a démontré que 

le taux de Tregs activés demeure inchangé chez les patients atteints de cGVHD alors que 

celui des Tregs au repos est réduit de manière significative
336

. Ceci pourrait être expliqué 

par le type de cGVHD rencontré. En effet, Uneka et al ont démontré que les patients ayant 

souffert d’aGVHD avant la cGVHD possédaient un nombre de Tregs inférieur à ceux des 

patients atteints de cGVHD de novo
337

. La diminution des Tregs est associée à une 

augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IFN-γ et IL-17
338

. Ces 

résultats concordent avec les observations faites sur modèles murins affirmant que, lors de 

la cGVHD, les Tregs ne parviennent pas à contrôler les réponses Th1 et Th17
339

. Ceci 

pourrait signifier que le manque de Tregs pourrait être impliqué dans la pathophysiologie 

de la cGVHD, spécialement au niveau des organes où la maladie est médiée par les 

réponses Th1 et Th17. 

 

Comme nous avons vu dans cette revue de littérature, l’activité des cellules Th17 a un 

effet direct sur celle des Tregs. Au niveau de la cGVHD, la signalisation de STAT3 est 
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primordiale dans le développement de la maladie au niveau de la peau
340

. L’inhibition 

de STAT3 est associée à une diminution de la maladie et une augmentation de la population 

de Treg
340

. Ceci signifie que les cellules Th17 pourraient jouer un double rôle en induisant 

directement un dommage tissulaire et en diminuant la quantité de Tregs. Par opposition, 

une étude de Ratajczak et al a démontré que les patients ayant un ratio Th17/ Treg élevé 

avaient une cGVHD moins sévère, ce qui suggèrerait un rôle protecteur de la part des 

Th17
341

. Toutefois, les patients de cette étude étaient atteints de cGVHD au niveau du 

tractus gastro-intestinal alors qu’au niveau du foie, on retrouve un ratio Th17/Treg élevé
313

. 

À ce niveau, la physiopathologie de la maladie demeure inconnue. Puisque dans l’aGVHD, 

une atteinte à cette organe est liée à une réponse Th1
236

, il est possible qu’il en soit autant 

dans la cGVHD. Il a même été démontré qu’à ce niveau, la réponse Th17 bloque la 

différenciation des cellules Th1 conférant ainsi aux Th17 un rôle protecteur contre la 

GVHD
342

. Toutefois, chez la souris, les Th17 peuvent également sécréter IL-10
343

. Bien 

que cela n’ait pas été encore démontré chez l’homme, cette sécrétion d’IL-10 par les Th17 

pourrait expliquer cette observation. De plus, la présence de FOXP3 n’est pas synonyme 

d’activité T régulatrice chez l’homme
344-346

. Il a d’ailleurs été démontré qu’en présence 

d’IL-12, les Tregs pouvaient exprimer de l’IFN-γ et perdre le phénotype régulateur
347

. La 

plupart des études portant sur l’action des Tregs dans la cGVHD considèrent les Tregs 

comme étant les cellules FOXP3+. Il se pourrait que ces cellules soient en effet des cellules 

T en cours d’activation. Ceci aurait pour effet de gonfler le nombre de Tregs observés et 

biaiser les résultats de l’étude. De plus, la plupart des études portant sur la cGVHD ont lieu 

chez la souris, où la complexité de la relation Th17/Treg semble différente de celle 

retrouvée chez l’homme
348-350

. Bref, d’autres études seront nécessaires afin d’approfondir le 

rôle des Tregs et des Th17 dans la pathophysiologie de la cGVHD.  

 

De plus, l’interaction des Tregs avec les cellules T pourrait également varier selon le 

type de cGVHD rencontré. En effet, lors des cGVHD progressives et interrompues, il est 

possible que, lors de l’expansion homéostatique des cellules T, les cellules T ayant une 

affinité supérieure pour les antigènes de l’hôte démontrent un avantage réplicatif sur les 
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cellules T non alloréactives. Ceci impliquerait que la plupart des cellules T formant le 

nouveau système immunitaire soient potentiellement alloréactives. Il se pourrait alors que 

les Tregs, malgré leur nombre élevé, soient insuffisantes pour inhiber la réaction 

alloréactive. De plus, lors de la cGVHD de novo, où une certaine reconstitution immune est 

observée, il est possible que la présence de cellules T alloréactives soit due à un 

dysfonctionnement au niveau du thymus permettant l’entrée dans la circulation de cellules 

T alloréactives. Une connaissance plus approfondie du rôle des Tregs et de leurs 

interactions avec les autres populations cellulaires dans l’inhibition la cGVHD est donc 

nécessaire pour le développement de thérapies efficaces pour la cGVHD. 

 

Figure 12 Les Tregs ont une dynamique différente lors de l’aGVHD et de la cGVHD. 

 

8. Les traitements de la cGVHD 

 

Le choix du traitement utilisé contre la GVHD dépend de plusieurs facteurs de risque 

tels que ceux associés aux rechutes et aux infections virales et bactériennes. En raison du 

manque de connaissance au sujet de la pathophysiologie de la maladie, il est difficile 

d’établir une stratégie immunosuppressive adéquate. Puisque la cGVHD est causée par les 
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cellules T, il est reconnu que la déplétion des cellules T représente une stratégie 

efficace pour prévenir la GVHD à la fois aigue et chronique
351

. Toutefois, cette perte de 

cellules T entraîne également une perte de l’immunité anti tumorale et anti infection
352

. 

Ceci a amené les chercheurs à tenter de développer des thérapies spécifiques à certaines 

populations T. Outre la déplétion des cellules T, les agents suppresseurs et, plus 

récemment, la thérapie cellulaire sont fréquemment utilisés seuls ou en combinaison dans la 

prévention ou le traitement de la cGVHD. Le plus grand défi demeure de dissocier la 

GVHD de l’effet GVL et de l’immunité contre les infections. En effet, ces composantes de 

l’immunité peuvent être étudiées séparément chez la souris, mais sont beaucoup plus 

difficiles à dissocier chez l’homme. Les effets secondaires majeurs de ces thérapies sont 

l’augmentation de la susceptibilité face aux infections virales, bactériennes ou fongiques et 

les rechutes de la leucémie. Les agents immunosuppresseurs ont un effet sur une variété de 

populations cellulaires. Dans cette revue de littérature, nous allons décrire principalement 

leurs effets sur les cellules T activées ainsi que sur les Tregs. 

 

Parmi les agents immunosuppresseurs, les corticostéroïdes représentent le principal 

traitement de première ligne pour la plupart des patients souffrant de cGVHD. L’usage de 

basses doses de corticostéroïdes (1mg/Kg/jour) est associé à une diminution de la maladie 

sans augmentation du risque d’infections opportunistes, de rechute ni de diminution de la 

survie des patients
316

. De manière intéressante, la prednisone, le corticostéroïde le plus 

répandu, possède la capacité d’éliminer les cellules T alloréactives
353

 tout en augmentant la 

population de Tregs
354

. Il est également associé à une diminution de la sécrétion des 

cytokines inflammatoires telle que le TNF-. Toutefois, l’utilisation des corticostéroïdes 

entraîne des effets secondaires notamment de l’hyperglycémie, des psychoses, des 

myopathies, des neuropathies et de l’ostéoporose. De plus, plusieurs patients sont 

réfractaires à ces traitements, ce qui implique que les doses doivent être augmentées avec 

une hausse concomitante des effets secondaires. Il est alors important de développer de 

nouvelles stratégies thérapeutiques afin de réduire les doses de corticostéroïdes nécessaires. 

Pour cette revue, les agents thérapeutiques qui sont utilisés chez les patients nécessitant une 
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deuxième ligne de traitement ont été divisés en 2 catégories : ceux ayant pour but 

principal d’éliminer les cellules T activées avec une toxicité envers les Tregs et ceux visant 

à augmenter principalement la population de Tregs. 

8.1. Les agents visant l’élimination des cellules T activées 

 

Puisque la cGVHD est causée par les cellules T activées, plusieurs agents ont pour but 

l’élimination de cette population. Par contre, ces agents sont souvent également toxiques 

envers les Tregs, diminuant leur capacité à inhiber la cGVHD. 

 

Inhibiteurs de la calcineurine (CNI) 

Cette catégorie d’agents immunosuppresseurs est très utilisée chez les patients 

souffrant de cGVHD. La cyclosporine A et l’agent de seconde génération tacrolimus font 

partie de cette catégorie. Ces agents se lient à la protéine cytosolique cyclophiline (pour 

cyclosporine A) ou FKBP (pour tacrolimus) dans les lymphocytes T. Ce complexe inhibe la 

protéine calcineurine qui est responsable de l’activation du facteur de transcription NFATc, 

menant à la sécrétion de l’IL-2
355

. La cyclosporine A inhibe donc la sécrétion d’IL-2 par les 

cellules T diminuant ainsi la fonction effectrice des lymphocytes T. Il a été démontré que le 

traitement des cellules T à la cyclosporine A en présence d’IL-2 entraîne une augmentation 

de la population Treg tout en réduisant l’activation des cellules T conventionnelles
356

. Ceci 

est dû au fait que les Tregs peuvent proliférer de manière indépendante de la stimulation du 

TCR en présence d’IL-2, donc l’activation de NFATc n’est pas requis pour leur 

prolifération
104

. Toutefois, ce même traitement inhibe la différenciation des Tregs suite à la 

stimulation du TCR
356

, ce qui du coup inhibe la différenciation des Tregs dérivés du 

donneur
357

. De plus, ils bloquent l’activité des cytochromes c dans la mitochondrie, ce qui a 

pour effet d’amener les cellules en apoptose. Plusieurs études ont démontré que ces agents 

ont une cytotoxicité égale envers les cellules T activées qu’envers les Tregs
358;359

. De plus, 

lorsque combinés à des agents ayant pour but d’augmenter la population de Tregs, les CNI 

sont associés à une diminution du nombre de Tregs par rapport aux individus sains
359

. Les 
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essais cliniques sur les CNI démontrent une bonne efficacité dans la prévention et le 

traitement de la cGVHD
360

. Toutefois, en raison de leur toxicité envers les Tregs, une 

élimination extensive des cellules T activées est nécessaire afin de contrôler la cGVHD. 

Ceci augmente les risques de rechute et d’infection. 

 

Les anticorps  

Une autre approche permettant d’éliminer les cellules responsables de la cGVHD 

est de les cibler spécifiquement et de promouvoir leur destruction physique. Dans ce sens, 

les anticorps monoclonaux s’avèrent très efficaces. La difficulté demeure au niveau de 

l’identification d’un marqueur spécifique aux cellules T activées que ne possèdent pas les 

Tregs. Puisque ces deux populations possèdent plusieurs marqueurs en commun, il est 

difficile d’éliminer spécifiquement une population sans éliminer l’autre. Plusieurs études 

ont démontrés que l’anti-thymoglobuline, (ATG) pouvait être utilisée avec succès pour 

prévenir la GVHD sans augmentation du taux de rechute ou d’infection suite à un régime 

de conditionnement myéloablatif
361;362

. Par contre, Soiffer et al ont démontré que, lors d’un 

conditionnement non myéloablatif, cette stratégie s’avère inefficace pour combattre la 

rechute en raison de l’élimination des lymphocytes T avec une activité anti-leucémique
363

. 

Ce résultat souligne l’importance des cellules T activées dans la prévention des rechutes. 

Dans ce sens, l’élimination complète des cellules T peut s’avérer néfaste.  

 

L’ATG est également utilisée dans le traitement des patients avec une cGVHD 

réfractaire au traitement aux corticostéroïdes
364

. Cependant, l’administration d’ATG en 

combinaison avec les corticostéroïdes n’entraîne pas une augmentation de la survie 

comparée aux patients traités aux corticostéroïdes seuls
365

. Les principaux effets 

secondaires de l’ATG sont la thrombocytopénie et la lymphopénie, ce qui augmente le 

risque de développer des infections opportunistes
366

. 

 

Un autre anticorps monoclonal utilisé dans le traitement de la cGVHD est 

l’anticorps dirigé contre la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (CD25). CD25 est exprimé par les 
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cellules T activées et les Tregs, donc cet anticorps entraîne l’élimination de ces deux 

populations. L’anticorps peut être couplé soit à une toxine, ce qui entraîne une 

augmentation de l’élimination in vivo de ces populations, ou à une bille magnétique 

permettant leur élimination ex vivo. L’utilisation de cet anticorps est associée à des résultats 

favorables dans la prévention et le traitement de la cGVHD
367

. Toutefois, les données 

recueillies pour le traitement de la cGVHD ne sont que préliminaires et d’autres études 

seront nécessaires afin de confirmer leur effet anti cGVHD.  

 

L’anticorps monoclonal alemtuzumab (anti CD52) est également utilisé dans le 

traitement de la cGVHD avec pour effet une perte des populations monocytaires, 

lymphocytaires et de cellules dendritiques
368

. Il est rapporté que l’alemtuzumab diminue 

l’intensité de la cGVHD sans toutefois augmenter la survie totale
368

. Cet effet pourrait 

également être lié à un taux supérieur de rechute ainsi que d’infections opportunistes chez 

ces patients. 

 

Les anticorps monoclonaux peuvent également être dirigés contre les cytokines 

inflammatoires telles que TNF-α et leurs récepteurs. En effet il a été démontré que TNF-α 

était élevé dans le sérum des patients atteints de cGVHD à partir des 3 mois précédant le 

déclenchement de la maladie
369

. Cette stratégie n’a pas été vastement utilisée dans le 

traitement de la cGVHD. Toutefois, le blocage de cette voie a obtenu un taux de réponse 

complète de 19-70% chez des patients souffrant de GVHD aigue de grade II-IV
370;371

. Cette 

voie pourrait s’avérer prometteuse dans le traitement de la cGVHD surtout chez les patients 

souffrant de la forme progressive ou interrompue de la maladie. En effet, le profil de leur 

maladie est potentiellement plus inflammatoire que chez les patients atteints de la forme de 

novo. Toutefois, Veeraputhiran et al ont rapportés une augmentation du taux de rechute 

chez les patients traités de cette manière
372

. 

 

Mycophénolate de mofétil (MMF) 
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Le mycophénolate de mofetil est une pro drogue qui doit être métabolisée dans 

le foie avant de devenir active. Son principe actif est l’acide mycophénolique. Cet acide 

inhibe l’activité de l’iosine monophosphatase déshydrogenase, qui contrôle la synthèse de 

la guanine monophosphatase. Cette dernière est responsable de la synthèse des purines dans 

la voie de novo, voie empruntée lors de la prolifération des lymphocytes T et B. Le 

mycophénolate de mofetil a donc un effet anti prolifératif sur les lymphocytes. Le MMF ne 

favorise pas l’expansion des Tregs, mais il est moins cytotoxique envers les Tregs 

qu’envers les cellules T activées
373

. Il existe peu d’études rapportant l’effet du MMF sur les 

Tregs in vivo. Toutefois une étude portant sur la greffe d’ilots pancréatiques a démontré que 

le MMF pouvait entraîner une hausse des Tregs, mais seulement en présence de vitamine 

D3, un agent capable d’induire d’IDO
374

 Il serait donc possible que la hausse de Tregs 

observée soit due à la présence de vitamine D3 et non au MMF
374

.  Malgré tout, le MMF 

est utilisé avec succès dans le traitement de la GVHD aigue et chronique
375-377

. Toutefois, 

un taux plus élevé de rechute et d’infections a été rapporté lors de l’utilisation du MMF en 

comparaison avec les thérapies de premières lignes seules. 

 

Autres thérapies 

 

La pentostatine est un analogue de nucléoside inhibant l’adénosine déaminase. Cette 

molécule possède plusieurs effets sur le système immunitaire
378

. Des études de phases I et 

II chez l’enfant et l’adulte démontrent un taux de réponse de 53-55% tout en permettant la 

réduction de la prise de corticostéroïdes
379

. Les infections sont l’effet secondaire majeur de 

la pentostatine car ce médicament induit une T déplétion in vivo très sévère.  

8.2. Les agents visant l’expansion des Tregs 

Bien que la corrélation entre une diminution des Tregs et la cGVHD n’ait pas été 

clairement établie, il est reconnu que les Tregs peuvent exercer un effet inhibiteur sur la 

réponse T alloréactive. Ainsi, plusieurs thérapies immunosuppressives agissent via une 

expansion directe ou indirecte de la population Treg. 
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Injection de Tregs isolés 

 

L’injection de Tregs peut être utilisée soit pour la prophylaxie ou le traitement de la 

GVHD. Cette stratégie a été utilisée avec succès pour prévenir et traiter la cGVHD dans des 

modèles murins
380

. L’activation des Tregs par les APC de l’hôte permettent d’amplifier ce 

phénomène. Toutefois, chez l’homme, en raison du manque de marqueurs extracellulaires 

distinctifs des Tregs, peu de chercheurs ont testé l’efficacité de l’injection de Tregs aux 

patients souffrant de cGVHD. Toutefois, pour une première fois chez l’homme, 

Trzonkowski et al a infusé des cellules CD4+CD25+CD127- à un patient souffrant de 

cGVHD réfractaire et à un patient atteint d’aGVHD de stade IV. Cette étude a démontré 

que l’injection de ces cellules a permis de guérir le patient atteint de cGVHD et de réduire 

considérablement les symptômes du patient atteint d’aGVHD
381

. Le même groupe a 

poursuivi cette étude et a infusé des Tregs à de nouveaux patients. Bien que les patients 

voient une amélioration de leurs symptômes, une rechute des de la cGVHD est souvent 

observée
382

. Toutefois, les patients enrôlés dans ces études souffrent de déficit important du 

nombre de leurs Tregs et cette thérapie n’est utilisée que par compassion. Ces résultats 

quoique préliminaires démontrent le potentiel de l’expansion des Tregs chez les patients 

souffrant de cGVHD, mais également les défis présents afin d’optimiser ce type de 

traitement dans le contexte de cette maladie.  

 

Pour la prophylaxie de la cGVHD, l’infusion de Tregs humains au moment de la 

greffe s’est montrée très efficace pour prévenir la GVHD dans un modèle de souris 

humanisées
383-385

. Dans les transplantations humaines, l’injection de Tregs à des patients 

ayant reçu une greffe de moelle osseuse haplo-incompatible permet de prévenir 

efficacement la GVHD sans gêner la réponse immunitaire contre les infections
386

. 

Toutefois, comme pour l’élimination des cellules T activées, une augmentation trop 

importante des Tregs peut entraîner la perte de l’effet GVL et de l’immunité contre les 

infections
387

. 
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Une autre méthode d’expansion des Tregs in vivo est l’injection dans le patient de 

cytokines favorisant la prolifération des Tregs. À cette fin, il s’avère possible de profiter de 

l’expression constitutive de récepteur de l’IL-2 (CD25) par les Tregs. En effet, l’injection 

de bases doses d’IL-2 a été utilisé avec succès dans la prévention de l’aGVHD
388

. Une 

augmentation du nombre de Tregs était alors observée chez ces patients, ce qui se traduisait 

par une réduction du nombre d’aGVHD sévères. Cette stratégie a également été utilisée 

pour les patients souffrant de cGVHD réfractaire aux traitements conventionnels
389;390

. Ceci 

a permis une augmentation de la population Tregs sans observer de changements sur la 

population T conventionnelle
390

. Ceci indique qu’une thérapie à base d’IL-2 pourrait être 

utilisée afin d’augmenter les Tregs pourrait s’avérer efficace dans le traitement de patients 

atteints de cGVHD.    

 

Mimer l’activité des Tregs 

 

Une stratégie similaire à l’injection des Tregs est l’injection au patient d’une 

molécule effectrice des Tregs. La première molécule utilisée à cette fin fut la protéine de 

fusion CTLA-4-Ig
391;392

. Les premiers résultats ont démontré que l’injection de CTLA-4-Ig 

permettait de prévenir la GVHD, ou du moins, de retarder son arrivée
391

. Dans un modèle 

murin, il a été démontré que CTLA-4-Ig permettait de traiter seulement la cGVHD et non 

l’aGVHD
391

. En clinique, le CTLA-4-Ig permet de traiter les rejets d’organes solides. À 

notre connaissance, aucune étude n’a été publiée sur la capacité du CTLA-4-Ig à traiter la 

cGVHD chez l’homme. Toutefois, CTLA-4-Ig possède des effets secondaires importants 

expliquant ainsi son utilisation limitée en clinique. 

 

Alefacept, une protéine de fusion de LFA-3-Ig, permet de bloquer la costimulation 

des cellules T mémoires en inhibant leur liaison avec la molécule de costimulation CD2. 

Cette molécule s’est démontrée efficace dans le traitement de maladies auto-immunes 

comme le psoriasis
393

. Une étude clinique effectuée sur 2 patients atteints de cGVHD 
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réfractaire a démontré que l’alefacept a entrainé une réponse complète chez un des 

patients et une réduction de l’érythème cutané chez le second
394

. Plus récemment, une autre 

étude clinique a obtenu un taux de réponse de 66% chez des patients atteints de cGVHD
395

. 

Les infections demeurent le principal effet secondaire rencontré. 

 

 

 

Les agents immunosuppresseurs 

 

Contrairement aux CNI, le sirolimus (ou rapamycine) inhibe la signalisation d’IL2. 

Sa cible est mTOR, qui est indispensable pour l’activation des cellules T, mais également 

pour la prolifération cellulaire
396

. Contrairement aux CNI, le sirolimus n’inhibe pas la 

sécrétion des cytokines. Par contre, plusieurs études ont démontré que le sirolimus possède 

la capacité de maintenir la population de Tregs et aussi de favoriser leur expansion
397-400

. 

De plus, le sirolimus n’inhibe pas le signal lors d’une stimulation du TCR. Ceci implique 

qu’en présence d’une forte stimulation (comme il advient dans les cas de GVHD), le 

sirolimus favorise le développement des Tregs alors que les CNI inhiberont cette 

différenciation
357

. Toutefois, leur capacité à expandre les Tregs n’est que peu mise en 

valeur parce que le sirolimus est très souvent utilisé en combinaison avec les CNI. En 

clinique, le sirolimus est utilisé dans la prévention et le traitement de la GVHD aigue et 

chronique réfractaire avec des taux de réponse respectifs de 24 à 63% 
401-403

. Sa capacité 

d’expansion des Tregs pourrait permettre au sirolimus d’être utilisé en combinaison avec 

l’injection de Tregs
397

. 

 

Les cellules B jouent un rôle primordial dans la pathophysiologie de la cGVHD par 

leur capacité à activer les cellules T et leur sécrétion d’auto-anticorps. Il a été démontré que 

le rituximab, un anticorps dirigé contre le CD20 des cellules B, pouvait diminuer l’intensité 

de la cGVHD avec des taux de réponse variant de 43 à 83%
404

. Il faut préciser qu’outre son 

effet sur les cellules B, le rituximab parvient à expandre les Tregs
405-407

. Le mécanisme par 
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lequel cette expansion a lieu demeure toutefois inconnu. Par ailleurs, on sait que 

l’activité des cellules B est associée à une augmentation de l’expression des cytokines anti-

inflammatoires IL-10 et IL-4 typiques de la réponse Th2. Or, la signalisation d’IL-4 à 

travers la protéine STAT6 entraîne la répression de l’expression de FOXP3, ce qui pourrait 

expliquer la diminution des Tregs dans la cGVHD
408;409

. La diminution de la sécrétion 

d’IL-4 causée par l’élimination des cellules B favoriserait ainsi l’expression de FOXP3 

causant l’expansion des Tregs. De plus, cette expansion des Tregs n’est pas observée chez 

les patients souffrant d’arthrite rhumatoïde, une maladie médiée par la réponse Th1
410

.  

 

Certains agents immunosuppresseurs sont présentement en développement dans des 

modèles animaux, mais n’ont pas encore été utilisés en clinique. Les inhibiteurs de 

l’histone déacéthylase (HDACi) sont de bons candidats pour le traitement de la cGVHD. À 

faible dose, les HDACi permettent l’inhibition de la sécrétion des cytokines inflammatoires 

TNF-α, IFN-γ, IL-1β and IL-12
411

. Les HDACi peuvent promouvoir l’expansion des Tregs 

de deux manières distinctes : premièrement, par l’inhibition de HDAC9, un régulateur de 

FOXP3 lors de la suppression des Tregs
412

. Puis, les HDACi peuvent induire IDO dans les 

cellules dendritiques, ce qui prévient l’activation des cellules T et promeut le 

développement des Tregs
413

. Il sera intéressant de suivre le développement de cette 

catégorie d’agents immunosuppresseurs dans le traitement des patients souffrant de 

cGVHD. Un autre agent prometteur est le RGI-2001, un dérivé liposomal de l’α-

galactosylceramide, qui s’est avéré capable de prévenir la GVHD et d’améliorer la survie 

des souris suite à une allogreffe grâce à sa capacité à expandre les Tregs
414

. Toutefois, le 

mécanisme par lequel cette expansion a lieu demeure inconnu.  

 

 

Thérapie cellulaire 

 

Les cellules stromales mésenchymales (MSC) 
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Les MSC inhibent la réponse immunitaire innée et acquise par des mécanismes 

paracrines et dépendants du contact cellulaire. En effet, elles peuvent induire l’anergie des 

cellules T et B, inhiber l’activation des cellules NK, maintenir les cellules dendritiques dans 

un stade plus immature et tolérogénique ainsi que favoriser le développement des cellules T 

Th2 et des Tregs
415-418

. De plus, les MSC sécrètent des cytokines et des facteurs de 

croissance anti-inflammatoires tels que TGF-β,, heme oxygenase-1 (HO1), et HLA-G5
419

. 

La présence de cytokines inflammatoires fortement sécrétées lors de la cGVHD, telles que 

l’IL-1α/β, le TNF-α et l’IFN-γ, stimule la production de cytokines anti-inflammatoires chez 

les MSC
420-422

. Ces cytokines stimulent également l’expression d’IDO chez les MSC, ce 

qui favorise le développement des Tregs. Une étude effectuée par François et al a démontré 

qu’IDO est un facteur primordial dans l’effet anti-inflammatoire exercé par les MSC
423

. Les 

MSC ont été utilisées en clinique dans le traitement de la GVHD aigue et chronique avec 

un taux de réponse élevé
424

. Par contre, les MSC sont incapables de prévenir la GVHD en 

raison de la nécessité de la présence de cytokines inflammatoires pour leur activation.  

 

9. La photophérèse extracorporelle (ECP) 

 

L’ECP est une approche thérapeutique prometteuse utilisée dans le traitement de 

certains types de cancers et de maladies non oncologiques. Elle est également utilisée sous 

forme de thérapie cellulaire dans le traitement de la GVHD. Le principe de l’ECP est 

l’utilisation d’une molécule photosensible, c'est-à-dire que cette molécule devient 

cytotoxique lorsque mise en présence de lumière d’une longueur d’onde donnée. La 

thérapie basée sur ce principe se nomme thérapie photodynamique (PDT). 

 

La thérapie par la lumière est étudiée et fait l’objet d’applications thérapeutiques depuis 

fort longtemps. En effet, la lumière était utilisée en Egypte antique, en Inde et en Chine 

pour traiter certaines maladies de la peau, certains cancers, le rachitisme et même la 

psychose
425

. À l’époque de la France des lumières, la lumière du soleil était utilisée dans le 
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traitement de divers malaises tels que la tuberculose, le rachitisme, le scorbut, les 

rhumatismes, la paralysie, l’œdème et la fatigue musculaire. La photothérapie, telle que 

connue actuellement, est apparue au XIXe siècle, lorsque le médecin Danois Neils Finsen a 

décrit un traitement réussi de la variole en utilisant la lumière rouge pour empêcher la 

suppuration des pustules
426

. Ce médecin a continué en utilisant le spectre ultraviolet pour 

traiter la tuberculose cutanée. Le concept de mort cellulaire induite par la PDT est apparu il 

y a 100 ans alors que Raab a découvert que la combinaison d’acridine rouge et de lumière 

avait un effet mortel sur l’infusoria, une espèce de paramécie. La première étude faisant 

allusion à l’administration parentérale d’un agent photosensibilisateur date du début du 

siècle dernier où Jesionek a utilisé une combinaison d’éosine et de lumière blanche pour 

traiter des tumeurs de la peau
425

. 

 

Principe de la photodéplétion 

 

La PDT repose sur un principe : celui de l’activation par la lumière d’une longueur 

d’onde précise d’un médicament photosensible qui est inerte en absence de lumière. Les 

agents photosensibilisateurs peuvent induire un dommage cellulaire de plusieurs manières. 

En effet, lors qu’il absorbe la lumière d’une longueur d’onde donnée, l’agent photosensible 

passe d’un état stable à un état excité (singlet). Pour retourner à l’état stable, l’agent peut 

soit émettre de la fluorescence ou passer par un état très instable dit triplet (demi-vie  

moyenne: 10
-8

 secondes). Cet état triplet peut alors interagir avec l’oxygène ambiant et 

former un état excité d’oxygène singlet. À cet état, l’oxygène devient très réactif et peut 

interagir avec plusieurs substrats biologiques, induire des dommages tissulaires et la mort 

cellulaire. La plupart des agents photosensibles utilisés dans le traitement des cancers et de 

la GVHD agissent de cette manière. 
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Figure 13 Mécanisme d’action des agents photosensibles   

 

Le type de dommages causés dépend de la localisation intracellulaire de l’agent. Les 

principaux agents photosensibles utilisés à ce jour dans le traitement des cancers et la 

GVHD sont la photofrine et le 8-méthoxypsoralène (8-MOP). La photofrine se localise 

dans la membrane plasmique de la cellule. Les singlets d’oxygène ainsi créés réagiront avec 

les lipoprotéines de la membrane et entraîneront une perte de son intégrité. Ceci résulte en 

la mort par nécrose des cellules exposées à la photofrine. Cette mort par nécrose induit en 

signal de danger favorisant la réponse immunitaire inflammatoire. Cet agent est donc utile 

dans le traitement des cancers où l’inflammation permet une réponse anti-tumorale plus 

efficace. À l’opposé, le 8-MOP se localise principalement au niveau du noyau où il 

s’intercale dans l’ADN. Après son activation par les rayons UV, le 8-MOP crée des liens 

covalents entre les bases adénines et thymines (Voir Figure 14). Ceci a pour effet d’inhiber 

la synthèse de l’ADN et d’induire la mort par apoptose des cellules exposées. De plus, le 8-

MOP permet la différentiation des monocytes en cellules dendritiques
427

. Dans le contexte 

de la GVHD, l’injection de cellules apoptotiques au patient permet la phagocytose de 

celles-ci par les monocytes et les cellules dendritiques immatures du patient
428;429

. Cette 

réaction induit une tolérance immune et permet de contrôler la GVHD. 
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Figure 14 Mécanisme d’inhibition de la synthèse d’ADN du 8-MOP. Le 8-MOP crée des 

liens covalents entre les bases adénines et thymines de l’ADN. (Tiré de 
430

) 

 

Le 8-MOP est de plus en plus utilisé dans le traitement de la cGVHD. Plusieurs études 

sur des modèles murins et cliniques ont démontré que l’injection de cellules traitées à 

l’ECP au 8-MOP permet l’expansion des Tregs
431

. De plus, Di Biaso et al ont démontré une 

corrélation entre cette augmentation de Tregs et la réponse clinique
432

. Il est toutefois 

accepté que cette augmentation des Tregs passe par un effet sur les cellules dendritiques. 

Ces dernières favorisant l’induction des Tregs. Cependant, les patients atteints de GVHD 

possèdent un taux diminué d’APC comparé aux donneurs sains et aux patients greffés ne 

souffrant pas de GVHD (Bastien et al, chapitre4 et 
433

). Une approche thérapeutique 

impliquant directement les cellules T pourrait s’avérer encore plus efficace afin d’induire la 

tolérance. 

 

 

10. TH9402 

 

Le dibromo rhodamine, 123-methyl-ester (TH9402) est un autre agent photosensible 

(Voir Figure 15). Cette molécule est un dérivée de la rhodamine. La présence des 2 

molécules de brome permet de stabiliser la forme triplet de la molécule, ce qui permet à 
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cette molécule d’interagir avec l’oxygène lui conférant son effet cytotoxique. À 

l’opposé du 8-MOP, le TH9402 se localise dans la mitochondrie (Bastien, données non 

publiées) et est activé par la lumière visible. Ceci rend son utilisation plus sécuritaire, 

puisque, contrairement aux rayons UV, la lumière visible ne possède pas de potentiel 

mutagénique. 

 

Figure 15 Molécule de dibromo rhodamine, 123-methyl-ester (TH9402) 

 

Des travaux effectués dans notre laboratoire ont permis de découvrir que le TH9402 

est toxique spécifiquement envers les cellules T activées par rapport aux cellules T au 

repos. Cette différence est, dans un premier temps, due à l’inactivation de la pompe PgP-

170 lors de l’activation des cellules T
434

. Cette pompe est responsable de l’extrusion du 

TH9402 hors de la cellule. Son inactivation bloque ainsi l’extrusion du TH9402 de celle-ci. 

L’incorporation préférentielle du TH9402 dans les cellules activées  les rend plus sensibles 

au traitement. Une autre raison non mutuellement exclusive pouvant expliquer cette 

sensibilité augmentée des cellules T activées est que leur métabolisme se retrouve 

augmenté à cet état. Ceci peut se traduire par une augmentation du stress oxydatif dans la 

cellule. La formation de singlets d’oxygène par le TH9402 entraîne une augmentation 

fulgurante du stress oxydatif dans la cellule pouvant dépasser les capacités intrinsèques de 

celle-ci à faire face au stress oxydatif (Aubé et al, en préparation). Cela pourrait alors 

causer la mort de la cellule. 

 

Cette effet sélectif est présentement utilisé avec succès pour la prévention de la 

GVHD dans le contexte de greffes haplo-incompatibles. Le greffon peut ainsi être 

« nettoyé » des cellules alloréactives avant d’être infusé à l’hôte
435;436

. Cette méthode 
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permet d’infuser aux patients des doses élevées de cellules T leur permettant d’avoir 

une meilleure réponse aux infections et d’éviter les rechutes. Toutefois, Guimond et al ont 

observé une petite population de cellules CD4+ exprimant CD25 résistantes au traitement 

au TH9402 (Voir Figure 16) 
434

. Il fut alors émis comme hypothèse que ces cellules 

résistantes pouvaient être des Tregs. Plus tard, Mielke et al ont démontré que ces cellules 

exprimaient FOXP3
437

. Toutefois aucune étude fonctionnelle n’avait permis de démontrer 

que ces cellules étaient bien des Tregs. 

 

Figure 16 Le traitement au TH9402 préserve une petite population de cellules CD4+ 

exprimant CD25 et qui pourraient représenter des cellules Tregs (Tiré de
434

) 
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11. Hypothèse et objectifs 

Hypothèse 

Suite aux résultats émis avant mon arrivée au laboratoire, nous avons émis 

l’hypothèse que la petite population CD4+CD25+ résistante à la photodéplétion était bien 

les cellules T régulatrices. Ainsi,  la phototéplétion au TH9402 permettrait de préserver des 

Tregs fonctionnels. Cet effet sélectif d’élimination des cellules T activées et de préservation 

des Tregs pourrait faire du TH9402 un agent thérapeutique redoutable dans le traitement de 

la cGVHD. En effet, puisqu’au lieu d’agir à travers les cellules dendritiques, réduites dans 

la GVHD, le TH9402 pourrait agir directement sur les cellules T responsables de la GVHD 

et enrichir directement la population de Tregs. 

 

Objectifs 

Dans ce présent projet, nous chercherons à découvrir si la population Tregs est 

préservée en nombre ainsi qu’en fonction. Puis, nous évaluerons par quel mécanisme les 

cellules traitées à la photodéplétion peuvent inhiber l’activité des cellules T alloréactives. Si 

ce mécanisme implique directement les Tregs, nous chercherons également à savoir par 

quel mécanisme les Tregs peuvent inhiber la réponse alloréactive chez le patient souffrant 

de cGVHD. Nous chercherons également à déterminer l’interaction de ces Tregs avec 

d’autres populations cellulaires (particulièrement les APC) et évaluer si les Tregs sont 

capables de d’inhiber la réponse alloréactive seuls ou s’ils requièrent la présence des APC.  

Nous chercherons finalement à vérifier la présence de ces mécanismes in vivo chez le 

patient souffrant de cGVHD. 
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Chapitre 2 : Article 1 

Article publié dans le journal Blood, 

Décembre 2010 
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Even the most potent immunosuppressive drugs often fail to control graft-versus-host 

disease (GVHD), the most frequent and deleterious post-transplant complication. We 

previously reported that photodepletion using dibromorhodamine (TH9402) eliminates T 

cells from healthy donors activated against major histocompatibility complex (MHC)-

incompatible cells and spares resting T cells. In the present study, we identified 

photodepletion conditions selectively eradicating endogenous proliferating T cells from 

chronic GVHD patients, with concomittant sparing and expansion of CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 

T cells. The regulatory T cell (Treg) nature and function of these photodepletion-resistant 

cells was demonstrated in co-culture and depletion/repletion experiments. The mechanism 

by which Tregs escape photodepletion involves active P-glycoprotein-mediated drug efflux. 

This Treg inhibitory activity is attributable to interleukin-10 secretion, requires cell-cell 

contact and implies binding with CTLA-4. Preventing CTLA-4 ligation abrogated the in 

vitro generation of Tregs, thus identifying CTLA-4-mediated cell-cell contact as a crucial 

priming event for Treg function. Moreover, the frequency of circulating Tregs increased in 

chronic GVHD patients treated with TH9402 photodepleted cells. In conclusion, these 

results identify a novel approach to both preserve and expand Tregs while selectively 

eliminating CD4
+
 effector T cells. They also uncover effector pathways that could be used 

advantageously for the treatment of patients with refractory GVHD. 
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Introduction 

 

Patients with chronic graft-versus-host disease (GVHD) suffer from considerable organ 

damage leading to significant morbidity, frequent hospitalizations, and high mortality 

rates.
438-440

 While potent immunosuppressive agents have been developed, a large number 

of patients either fail to respond or develop secondary treatment refractoriness.
441-443

 

Moreover, their prevalent side effects emphasize the need for innovative treatment 

strategies. Cellular therapy in the form of extracorporeal photopheresis (ECP) offers an 

interesting therapeutic option in terms of both efficacy and safety. It mostly utilizes 8-

methoxypsoralen as photosensitizer and ultraviolet illumination to provoke immune 

modulation.
444-446

 

 

The new generation photosensitizer 4,5-dibromorhodamine-123 (TH9402) is an attractive 

candidate for ECP because it demonstrates particularly potent cytotoxicity, uses visible 

light, and its unique ability to preferentially eliminate activated over resting T cells may 

translate into an appealing approach to eliminate pathogenic host-reactive T cells in patients 

with chronic GVHD.
447

 Indeed, T cells activated upon exposure to mitogens or major 

histocompatibility complex (MHC)-disparate targets in a mixed lymphocyte reaction 

(MLR) are eliminated following TH9402 photodepletion.
448;449

 Such photodepletion of 

alloreactive cells also prevents the development of graft-versus-host disease (GVHD) after 

MHC-mismatched transplantation and preserves graft-versus-leukemia activity in a murine 

model.
450

 Moreover, a Phase I clinical trial of allogeneic MHC-mismatched transplantation 

followed by infusion of donor lymphocytes depleted of their alloreactive component using 

TH9402 photodepletion also provides evidence that such photodepletion can prevent the 

development of infections without causing GVHD.
451

 Interestingly, some CD4
+
CD25

+
 cells 

are resistant to TH9402 photodepletion,
448

 and the fact that this cell subset is FOXP3
+
 

further suggests that these cells might be regulatory T cells (Tregs), and could be used for 

the treatment of GVHD.
446;452-456

 However, these findings were obtained following 

photodepletion of healthy donor cells activated in vitro rather than cells from GVHD 



 

88 

 

 

patients that demonstrate immune dysregulation. In addition, whether Tregs surviving 

photodepletion have preserved function, and how they exert their activity, has not been 

investigated. 

 

The purpose of the present study was to determine whether TH9402 photodepletion could 

be used to generate Tregs while selectively eliminating endogenous host-reactive T cells 

circulating in the peripheral blood of patients with chronic GVHD. We first identified novel 

photodepletion conditions inhibiting T cell proliferation through concomitant depletion of 

host-reactive T cells and preservation of functional Tregs. In addition, the ability of 

photodepleted GVHD cells to abrogate the proliferation of untreated patient GVHD cells 

was mediated by CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 cells, as demonstrated in depletion/repletion studies. 

Moreover, we found that the inhibitory function of photodepletion-resistant Tregs was 

attributable to IL-10 secretion, and that their inhibitory activity required initial exposure of 

these photodepleted cells to untreated cells from chronic GVHD patients. Finally, cell-cell 

contact through CTLA-4 was crucial to the suppressive effect of Tregs as well as to their 

production, which was observed both in vitro and in vivo. Thus, with its dual effects on 

Tregs and host-reactive cells, TH9402 photodepletion represents a particularly appealing 

alternative for the treatment of patients with steroid-refractory chronic GVHD. 
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Patients, materials, and methods 

Patients and healthy donors 

Peripheral blood samples were obtained from healthy donors (n=5) and from chronic 

GVHD patients (n=10) failing to respond to at least two different immunosuppressive 

agents including corticosteroids. These patients all underwent allogeneic stem cell 

transplantation at Hopital Maisonneuve-Rosemont (HMR) and suffered from extensive 

chronic GVHD according to the NIH Consensus Development Project criteria.
457

 

Additional samples from 5 patients transplanted at HMR (n=3), Vancouver General 

Hospital (n=1), and Ottawa Hospital (n=1), and satisfying these criteria were evaluated at 

weeks 0, 2, 4, and 8 of weekly ECP treatments in a Phase I/II clinical trial evaluating the 

safety, biological, and clinical efficacy of ECP using TH9402-treated apheresis products in 

subjects with extensive steroid-refractory chronic GVHD. Laboratory studies were 

approved by the HMR Ethics Committee, and written informed consent was obtained from 

all patients and healthy donors. The clinical photodepletion protocol was approved by each 

institutional Ethics Committee. 

 

Photodepletion 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from chronic GVHD patients were isolated 

using density gradient centrifugation (Ficoll-Hypaque, Amersham Pharmacia Biotech, Baie 

d’Urfee, Montreal, QC, Can) and resuspended at a concentration of 1x10
6
 cells/mL in X-

Vivo 15 medium without phenol red (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) 

supplemented with 2.5% heat inactivated fetal bovine serum (iFBS) (Hyclone, Logan, UT, 

USA). Cells were incubated for 45 minutes in the presence of 1.32 M 4,5-

dibromorhodamine (TH9402; Kiadis Pharma, Amsterdam, Netherlands) at 37ºC, 5% CO2, 

and exposed in T75 flasks (VWR, Ville Mont-Royal, QC, Can) to 5 J/cm
2
 visible light (514 

nm) delivered by a scanning device (Kiadis Pharma). To determine the role of P-

glycoprotein in Treg photodepletion, cells were exposed to 50 M verapamil (Sigma-
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Aldrich, Oakville, ON, Can.) during the incubation with TH9402 and light exposure. 

Then, viability, phenotypic analysis, and Treg function were evaluated. 

 

Patients treated under the clinical Phase I/II study of ECP underwent 7 weekly 

leukapheresis followed by photodepletion ex vivo using the above TH9402 treatment 

protocol, except that iFBS was replaced by autologous serum, and 1 x 10
8
 photodepleted 

cells were reinfused to the patient on the same day.  

 

Regulatory T cell function 

TH9402 photodepletion or untreated cells corresponded to effector (E) cells, while 

untreated cells from the same GVHD patient were used as targets (T). To measure Treg 

function, effector cells were incubated with target cells at E:T ratios ranging from 1:16 to 

1:1 in round bottom 96-well or transwell plates (both Corning, Nepean, ON, Can.) at 37ºC 

under 5% CO2 for 5 days. Culture medium consisted of RPMI-1640 supplemented with 

10% iFBS, 1mM sodium pyruvate, modified eagle medium non essential amino acids, 2 

M L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin (all Gibco, Burlington, 

ON, Canada), 5x10
-5 

M -mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), and 50 IU/mL IL-2 (R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA). Cell proliferation was measured after 5 day-cultures by 

pulsing cells with 1 Cu/well (0.037mBq) 
3
H-thymidine (PerkinElmer Life and Analytical 

Sciences, Waltham, MA, USA) for the last 18 hours. Cells were then harvested using a 

Packard Filtermate Cell Harvester-Unifilter 96 unit (Packard, Groton, CT, USA) onto 

Unifilter plates (Millipore, Nepean, ON, Can), and 
3
H-thymidine incorporation measured 

using a Topcount NXT Microplate Scintillation and Luminescence counter (Packard). 

Similarly, healthy donor control PBMC were stimulated by exposure for 96 hours at 37ºC 

under 5% CO2 to MHC-mismatched cells irradiated (Gammacell 3000 Elan, MDS Nordion, 

Ottawa, On, Can) at a dose of 6000 cGy as previously described.
448

 Treg activity was 

measured after cells were harvested and exposed or not to photodepletion. 
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EdU proliferation assay 

Cell proliferation was also measured after the addition of 10 M 5-ethynyl-2’-deoxyuridine 

(EdU) (Invitrogen, Burlington, ON, Can.) to the culture. EdU incorporation was evaluated 

using Pacific blue conjugated azide (Invitrogen) and analyzed by flow cytometry (FACS 

LRS II, BD Bioscience). Lectin-mediated T cell activation was analyzed after 72 hour 

incubation with 2 μg phytohemagglutinin A (PHA, Sigma-Aldrich). 

 

Flow cytometry analysis  

Flow cytometry assessment was performed using: FITC-conjugated anti-CD4 (clone RPA-

T4), anti-CD8 (clone RPA-T8), anti-CD25 (clone M-A251), PE-conjugated anti-CD25 

(clone M-A251), APC conjugated anti-CD8 (clone RPA-T8) (all from Becton Dickinson 

(BD) Bioscience, Mississauga, ON Canada), and PerCP-conjugated anti-CD4 (clone MEM-

241) (Abcam, Cambridge, MA, USA) monoclonal antibodies. For intracellular staining, 

PE-conjugated anti-FOXP3 (clone PCH101, eBioscience, San Diego, CA, USA) was used 

according to manufacturer’s instructions. Intracellular IL-10 expression was measured 

using an APC-conjugated anti-human IL-10 antibody (clone JES3-19F1, Biolegend, San 

Diego, CA, USA). Prior to staining, cytokine production was stimulated by 0.05 g/mL 

PMA / 0.5 g/mL ionomycin for 4 hours, and 50 g/mL brefeldin A (all Sigma-Aldrich) 

added for the last 2 hours. All stainings were made in the presence of unconjugated FcR 

blocking reagent (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) at saturation in order to prevent non-

specific staining. 7-amino-actinomycin D (7-AAD) (BD Bioscience) was also added prior 

to analysis of cells without intracellular staining in order to exclude dead cells. CD4
+
CD25

-
 

cells were isolated and stained with a mitochondrial dye (Mitotracker Deep Red, 

Invitrogen) prior to co-culture to enable their discrimination from the CD4
+
CD25

+
 cells 

added. FOXP3 analysis of cells from patients in the clinical study was performed in 

triplicate. At least 5x10
4
 events were acquired using FACS LSRII (BD Bioscience), and 

analyzed using Flow Jo software (Tree Star, Ashland, OR, USA).  
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Regulatory T cell depletion and isolation 

Tregs were depleted or reintroduced prior to photodepletion  using the CD4
+
CD25

+
 human 

regulatory T cell isolation kit (Miltenyi Biotec) which consisted of a negative selection for 

CD4
+
 cells, followed by a positive selection for CD25

+
 cells using magnetic microbeads 

conjugated antibodies and the MACS LS columns (Miltenyi Biotec). After isolation of 

CD4
+
CD25

+
 cells, Tregs were added back to Treg-depleted (CD4

+
CD25

-
) PBMC. 

Repletion conditions implied the reintroduction of Tregs (CD4
+
CD25

+
) before 

photodepletion and in proportions identical to those of the initial cell product.  

 

Cytokine titration 

Photodepletion treated and untreated cells from chronic GVHD patients were co-cultured 

with untreated cells from the same patient at different E:T cell ratios for 96 hours. Cells 

were then harvested, and supernatants collected and stored at -80°C until analysis. Cytokine 

titration was performed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits for IFN-, 

TNF-α, IL-10 (Assay Design, Ann Arbor, MI, USA), and TGF- (Biosource, Montreal, 

QC, Can.) following manufacturers’ protocols. 

 

Functional inhibition of Treg mediators  

Biological activity of Treg mediators was inhibited using anti-IL-10, anti-TGF-β, anti-

GITR (R&D system), anti-CTLA-4 (Exalpha biological, Shirley, MA, USA) or isotype 

matched irrelevant mouse monoclonal antibodies (Sigma-Aldrich). To ensure inhibition by 

the mAbs, we used concentrations 10-times greater than the neutralizing dose 50 (ND50) 

provided by the manufacturer. Cells were then co-cultured for 5 days and proliferation 

determined by measuring
 3

H-thymidine uptake. 

 

Statistical analysis 

Photodepletion and untreated cell numbers were compared using the Mann-Whitney test. 

GVHD cell proliferations in the presence of photodepletion or untreated cells were 
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compared using ANOVA tests. Statistical analyses were performed using GraphPad 

Prism version 4.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

Results 

 

Photodynamic inhibition of proliferating cells from GVHD patients 

To harness the therapeutic potential of TH9402 photodepletion for patients with immune 

dysregulation, we have evaluated several photodepletion processing parameters 

(concentration, incubation time, dye efflux period, and light energy). A first evaluation 

using healthy control cells allowed us to identify treatment conditions eliminating greater 

than 75 % of MHC-mismatched MLR activated cells (data not shown). The capacity of this 

novel photodepletion approach, incorporating a low (1.32 μM) TH9402 concentration, to 

eliminate endogenously proliferating T cells was then evaluated in patients with chronic 

GVHD. Because chronic GVHD has been shown to be predominantly due to non-cytotoxic 

host-reactive helper T lymphocytes directed against peptides on MHC class II molecules, 

our studies focused on the elimination of this cell population.
458-460

 

 

All GVHD patients tested (n=10) had severe extensive chronic disease and were refractory 

to at least 2 immunosuppressive agents. Photodepletion under these novel treatment 

conditions induced a dramatic decrease in GVHD patient cell proliferation, as measured in 

a conventional 
3
H-thymidine incorporation assay (10 906 ± 5 177 and 4 226 ± 3056, mean 

± SD, no photodepletion and photodepletion, respectively; n=10; p<0.001; Figure 1A). The 

decreased 
3
H-thymidine incorporation in IL-2 supplemented culture medium could result 

from decreased proliferation or increased apoptosis of PBMC from GVHD patients.  

 

These results prompted us to evaluate the impact of photodepletion on CD4
+
CD25

+
 cells, 

which should correspond to proliferating cells after culture for 3 days in the presence of IL-

2. Interestingly, a substantial number of these cells escaped photodepletion (Figure 1BD). 
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However, two types of CD4 T cells express CD25 and therefore proliferate extensively 

in the presence of IL-2: “activated” T cells including host-reactive CD4 T cells with a pro-

GVHD activity (CD4
+
CD25

+
FOXP3

-
) and Treg (CD4

+
CD25

+
FOXP3

+
) cells. We therefore 

sought to evaluate the effect of TH9402 photodepletion on these two cell types. We found 

that TH9402 photodepletion did not affect the absolute number of CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 

cells, but significantly decreased the number of CD4
+
CD25

+
FOXP3

-
 (Figure 1B-D). As a 

result, photodepletion led to a major decrease in the proportion of effector-memory 

phenotype CD4
+
CD25

+
FOXP3

-
 cells (p < 0.001).  

 

Photodepletion preserves functional Tregs from healthy individuals 

To gain further insight into the susceptibility of Tregs to photodepletion and to ensure that 

Tregs escaping photodepletion were functional, CD4
+
CD25

+
 cells (greater than 95% purity) 

were immunomagnetically isolated from healthy individuals. These CD4
+
CD25

+
 cells 

underwent photodepletion or not, incubation with CD4
+
CD25

-
 cells, and subsequent 

exposure to allogeneic stimulators for 5 days. CD4
+
CD25

-
 cells demonstrated a solid 

proliferative response to allogeneic MHC-mismatched stimulators (Figure 2A). The 

addition of CD4
+
CD25

+ 
Tregs, whether exposed or not to photodepletion, thwarted 

substantially the CD4 response (p<0.01 and p<0.001, respectively; n=3). Photodepletion 

had a minimal effect on the function of Tregs (p<0.01), but preserved most Treg activity. 

 

To confirm the immunosuppressive effect of photodepletion cells and to determine whether 

their inhibitory effect is sufficiently potent to abrogate a very strong proliferative signal, 

lectin (PHA)-activated PBMC from healthy individuals underwent TH9402 photodepletion 

and subsequent coculture with untreated autologous PHA-primed cells. Cellular 

proliferation, as evaluated by EdU labeling after 3 days of coculture (Figure 2B), showed 

that the addition of photodepleted PBMC decreased cell divisions in response to PHA from 

CD4
+
 and CD8

+
 cells. These results demonstrate that photodepletion cells inhibitory 

activity is present against both CD4
+
 and CD8

+
 lymphocytes, and that this cell-mediated 



 

95 

 

 

inhibition of proliferation is sufficiently robust to reduce cell proliferation in response 

to a very potent proliferative signal. 

 

Treg enrichment and expansion after photodepletion of GVHD patient cells 

Because photodepletion spared Tregs from healthy individuals, and cells corresponding 

immunophenotypically to Tregs from GVHD patients, we determined the impact of 

photodepletion on Treg functionality of GVHD patient cells. When PBMC from GVHD 

patients having undergone TH9402 photodepletion were incubated for 5 days with the same 

patient’s untreated cells, they induced a drastic inhibition of untreated cell proliferation 

(Figure 3A; E:T 0.125:1 to 1:1 vs untreated targets alone (0:1) cells, p<0.001; n=6). By 

contrast, addition of graded numbers of untreated GVHD effector cells to GVHD target 

cells led to enhanced global proliferation that correlated with the increase in untreated cell 

numbers. This ultimately resulted in doubling of the initial target cell proliferation level 

upon addition of an identical number of untreated effectors to the targets (1:1). In addition, 

increasing the effector to target ratios resulted in an enhancement of the differential 

proliferative activity of target cells exposed to treated versus untreated effectors (p<0.001). 

Thus, photodepletion of GVHD patient cells inhibited spontaneous (E:T ratio of 1:0) 

proliferation and suppressed autologous MLR reactivity. Interestingly, effector cell 

incubation with TH9402 without light exposure, or with light exposure but without TH9402 

had no effect on proliferation, while combining TH9402 and light caused major inhibition 

of target cell proliferation (Supplementary Figure 1A), confirming the specificity of the 

photoactive treatment. 

 

To further investigate the photodepletion-mediated inhibition of proliferation in non-

photodepleted cells, patient cells undergoing photodepletion were added to untreated cells 

at a 1:1 ratio, and their proliferation measured using EdU flow cytometry labeling (Figure 

3B). The incubation of photodepleted GVHD cells with untreated cells induced a net 

decrease in their DNA replication (EdU incorporation) levels in comparison with cells 

incubated with non-photodepleted GVHD cells. However, the former showed higher 
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proliferation than cells from healthy donors, demonstrating that GVHD cells having 

undergone photodepletion still had the intrinsic ability to replicate. In order to determine 

whether the inhibitory effect of photodepletion cells could be ascribed to CD4
+
CD25

+
 

Tregs, CD4
+
CD25

+
 cells were immunomagnetically removed from photodepletion cells 

before their addition to target cells. Depletion of CD4
+
CD25

+
 cell resulted in complete 

abrogation of photodepletion-mediated inhibition of target cell proliferation under 

conditions where the same number of non-CD4
+
CD25

+
 depleted photodepletion cells 

showed clear anti-proliferative activity (p<0.001) (Figure 3C). Thus these results provide 

solid evidence that the inhibitory effect of photodepletion cells is mediated by CD4
+
CD25

+
 

Tregs. 

 

Treg depletion / repletion regulates the photodepletion inhibitory effect 

To further assess the role of Tregs in photodepletion-mediated inhibition of target cell 

proliferation, MLR activated effector cells underwent photodepletion in the context of Treg 

depletion and repletion (Figure 3DE). Photodepletion of MLR activated cells decreased 

DNA replication upon their addition to untreated MLR targets at a 1:1 ratio (Figure 3D). In 

contrast, Treg depletion of effector cells prior to photodepletion increased target cell 

proliferation to the level of cells exposed to non- photodepletion effector cells. Treg 

repletion restored the suppressive potential of photodepletion cells. Indeed, the proportion 

of IL-10 secreting Tregs more than doubled under photodepletion conditions, whether 

untreated or following Treg repletion (Figure 3E). Interestingly, in non-photodepletion 

conditions, neither Treg depletion nor repletion alone affected cell proliferation, suggesting 

that Treg numbers have to surpass a defined threshold to exert a significant effect. These 

depletion / repletion experiments thus confirmed the major role of Tregs in photodepletion-

mediated inhibition of proliferation. 

 

The inhibitory effect is mediated by post-photodepletion Tregs 

We then sought to evaluate more precisely the impact of photodepletion on Treg numbers 

among PBMC from GVHD patients. Interestingly, the proportion of FOXP3
+
 cells among 
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CD4
+
 cells more than doubled when GVHD cells were co-cultured for 3 and 6 days 

with photodepletion exposed cells versus untreated cells (Figure 4A), corresponding to a 

similar doubling of the absolute number of CD4
+
FOXP3

+
 cells (Figure 4B) (p<0.01). To 

investigate if this increase in the Treg population could be due to their proliferation, 

CD4
+
FOXP3

+
 cells were stained with Ki67. Interestingly, Tregs demonstrated the same 

level of Ki67 labeling whether they were co-cultured with cells exposed or not to 

photodepletion (Figure 4C). EdU labeling confirmed that exposure to photodepletion cells 

did not promote DNA replication over that of untreated GVHD cells. This lack of 

proliferative difference in the overwhelming majority of CD4
+
FOXP3

+
 Tregs strongly 

suggests that the post-photodepletion increase in the number of Tregs is not due to 

enhanced proliferation. To determine if the photo-treatment itself was responsible for 

conversion into a Treg phenotype, CD4
+
CD25

-
 cells were isolated and treated with 

photodepletion. Photodepletion did not induce FOXP3 expression in CD4
+
CD25

-
 cells 

(Figure 4E). However, the addition of photodepleted CD4
+
CD25

+
 cells to CD4

+
CD25

-
 cells 

that had undergone staining with Mitotracker dye prior to the co-culture led to an increased 

proportion of Mitotracker positive cells expressing FOXP3. This was observed both in the 

presence of IL-2 alone or with additional allo-stimulation (p<0.05) (Figure 4F). Thus these 

results demonstrate that the increase in Treg numbers reflects a conversion from 

CD4
+
FOXP3

-
 into CD4

+
FOXP3

+
 cells and

 
that this conversion is induced by photodepleted 

CD4
+
CD25

+
 Tregs.

461
 

 

Treg survival relies on a functional P-glycoprotein transporter 

We have previously shown that P-glycoprotein is not only responsible for the cellular 

efflux of native rhodamine but also of its TH9402 derivative.
448

 In order to determine 

whether Tregs use P-glycoprotein to escape photodynamic elimination, patient cells were 

exposed to TH9402 photodepletion in the presence of the potent P-glycoprotein inhibitor 

verapamil. Upon verapamil exposure, CD4
+
CD25

+
 cells accumulated greater amounts of 

TH9402 than cells incubated with TH9402 but without verapamil, as measured by flow 

cytometry (data not shown). Moreover, the addition of verapamil in the context of 
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photodepletion led to a dramatic impairment in T cell viability in CD4 T cells 

expressing high, intermediate or low levels of CD25 (Figure 4E) 

(verapamil+photodepletion vs photodepletion only, n=3, p<0.001, compilation not shown). 

Most importantly, verapamil-induced TH9402 cell loading prior to illumination completely 

abrogated the ability of photodepletion cells to inhibit GVHD target cell proliferation 

(Figure 4F). Therefore, these results demonstrate that Tregs survived the photodepletion 

procedure because they harbor a functional P-glycoprotein transporter. In addition, the fact 

that verapamil caused massive death of photodepletion-treated cells, but did not impair 

target cell proliferation implies that the photodepletion inhibitory effect is not caused by 

toxic mediators released from dying cells after photodepletion, but is rather actively 

mediated by cells surviving photodepletion. 

 

Increased inhibitory cytokine secretion following exposure to photodepletion cells 

In order to determine which mechanism is utilized by Tregs from GVHD patients to exert 

their inhibitory activity, the involvement of the crucial Treg inhibitory cytokines IL-10 and 

TGF-β was assessed. IL-10 levels increased significantly when photodepletion cells were 

added to untreated GVHD cells (p<0.05) (Figure 5A). IL-10 involvement was confirmed in 

neutralization experiments where incorporation of anti-IL-10 monoclonal antibodies 

resulted in a clear loss of the inhibitory effect (Figure 5B and Supplementary Figure 2A). In 

contrast, soluble TGF-β levels failed to increase upon addition of photodepletion cells 

(Figure 5C). Also, monoclonal antibody neutralization of TGF-β did not have any effect on 

proliferation inhibition (Figure 5D), confirming the lack of TGF- β involvement, whether in 

soluble or membrane form, in photodepletion -induced Treg activity. We also observed no 

changes in the levels of IFN- and TNF- upon exposure to untreated or photodepletion 

cells (Supplementary Figure 2BC). We therefore conclude that photodepletion -preserved 

Tregs exert their inhibitory function through enhanced secretion of IL-10 but not TGF- β, 

IFN- or TNF-.  
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Crucial role of cell-cell contact and CTLA-4 in Treg-mediated inhibitory effect 

Murine CD4
+
CD25

+ 
Tregs require prior activation through their TCR to acquire full 

inhibitory potential, a step implying cell-cell contact and independent of cytokines.
462

 This 

raises questions about the initial steps leading to the activation and inhibitory activity of 

Tregs in patients with GVHD. To investigate the connection between IL-10 secretion and 

cell-cell contact events, effector cells were cultured while physically separated from target 

cells in transwell plates. Preventing cell-cell contact between effector and target cells 

completely abrogated the inhibitory effect of photodepletion-treated cells and also 

abolished the previously observed increase in IL-10 secretion (Figure 6AB). CTLA-4 being 

the prime ligand on Tregs for members of the B7 costimulatory molecules and a crucial 

mediator of immune tolerance,
463-465

 its expression was measured on Tregs from patients 

with GVHD. We found that CTLA4 was expressed on CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 cells after co-

culture with photodepletion cells (data not shown). In addition, Treg inhibition of 

proliferation was abrogated by anti-CTLA-4 antibodies (Figure 6C, p<0.001, and Suppl. 

Figure 2), but neither by anti-GITR nor by irrelevant isotype matched antibodies. 

Interestingly, the addition of neutralizing antibodies directed against CTLA-4 completely 

abolished the 3-fold increase in the proportion (Figure 4A and 6 EF) and more than 

doubling of the number (Figure 4B and 6F) of Tregs resulting from the addition of 

photodepletion cells to untreated GVHD cells (Figure 6DEF; p<0.05). Thus, these results 

indicate that cell-cell contact is not only required for the inhibitory effect of photodepletion 

cells, but that it also represents an initiating event upstream of IL-10 secretion. In addition, 

these findings led to the identification of a crucial role for CTLA-4 in the inhibitory effect 

of photodepletion cells and in Treg production.  

 

Injection of photodepletion exposed PBMC increase the proportion of Tregs in GVHD 

patients 

To determine whether the increased number of Tregs documented in our studies performed 

ex vivo would translate into an increase in Treg numbers in patients with chronic GVHD 

treated with photodepletion cells, we measured Treg numbers in 5 patients enrolled in a 
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TH9402 photopheresis clinical trial. Patients were males with a mean age of 47.8 years 

old (range: 39-58), and had undergone a myeloablative (busulfan and cyclophosphamide 

(n=2), or total body irradiation with cyclophosphamide (n=2) or melphalan and etoposide 

(n=1)) allogeneic transplant with HLA matched sibling donors. These patients had chronic 

GVHD refractory to at least 2 immune suppressors, including steroids, and underwent 

weekly leukopheresis and photodepletion using TH9402 under a clinical protocol 

(unpublished observation). PBMC were analyzed at 0, 2, 4, and 8 weeks of treatment for 

their CD4
+
, CD8

+
, and CD4

+
FOXP3

+
 content. The proportion of CD4

+
 and CD8

+
 cells 

remained stable, except for a slight increase in CD4
+
 cells after 8 weeks of treatment (figure 

7A; p<0.05). However, the number of Tregs in these patients’ peripheral blood increased 

rapidly after 2 weeks, and remained above pre-treatment levels and also healthy donor 

levels until week 8 (p<0.05). Interestingly, these 5 patients also demonstrated some 

improvement in their GVHD. Indeed, complete responses were observed in mouth, 

gastrointestinal tract, and skin, with 1 partial and 1 minimal response, the latter in lung 

GVHD. The increase in Tregs observed in vivo in GVHD patients suggests that reinfused 

Tregs can survive in vivo. 

 

Discussion 

In this study, we identified a novel photodepletion strategy with clinical potential for the 

treatment of patients with chronic GVHD. Indeed, we uncovered photodepletion conditions 

using TH9402 with the ability to specifically eliminate host-reactive T cells and preserve 

CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 T cells with Treg activity in PBMC from patients with chronic 

GVHD. Such Tregs present in photodepletion -treated PBMC at the time of re-infusion 

have the potential to suppress the pro-GVHD activity of patient T cells that have not been 

exposed to photodepletion. Tregs from patients or healthy individuals escape 

photodepletion-induced elimination via P-glycoprotein-mediated dye efflux. Notably, Treg 

generation and activity required CTLA-4 binding, and was completely abrogated by 

prevention of cell-cell contact between photodepletion cells and untreated patient cells. We 

also showed that IL-10 secretion is a prime mechanism responsible for the inhibition of 
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GVHD patient cell proliferation, while other mediators such as TGF-β and GITR were 

not involved. Finally, we provide data supporting the rapid expansion of Tregs in patients 

re-infused with autologous photodepletion-treated PBMC. 

 

The photodepletion inhibitory effect on untreated cell proliferation cannot be ascribed 

solely to the elimination of host-reactive T cells. The fact that TH9402 photodepletion 

preserved functional CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 cells clearly positioned Tregs as likely effectors 

of this inhibitory effect. In addition, depletion of CD4
+
CD25

+
 cells resulted in complete 

loss of the inhibitory effect of photodepletion exposed cells on both MLR activated and 

GVHD patient cells, a finding providing further support to the implication of Tregs. 

Moreover, the fact that the addition of cells killed by photodepletion did not impair the 

capacity of GVHD cells to proliferate indicated that the decreased proliferation was not 

attributable to a bystander effect resulting from soluble mediators or death signals from 

dying cells. Finally, adding back CD4
+
CD25

+
 cells completely restored the inhibition of 

proliferation lost upon the removal of Tregs. We thus conclude that the ability of 

photodepletion -treated PBMC from GVHD patients to inhibit the proliferation of untreated 

CD4 T cells is due to Treg enrichment. 

 

Although a few human
466-468

 and murine
446;469;470

 studies have provided evidence for the 

implication of Tregs in the inhibition of alloreactivity in ECP using the photosensitizer 8-

methoxypsoralen (8-MOP), this is the first study to look closely at the cellular and 

molecular mechanism by which Tregs surviving photodepletion can exert such cellular 

inhibition in the context of human chronic GVHD. The two most common hypotheses to 

explain Treg modulation of immune responses imply either secretion of the anti-

inflammatory cytokines IL-10
471

 and TGF-,


 or cell-cell contact mediated by CTLA-4 or 

membrane-bound TGF-


 In the present study, we show that the addition of TH9402 

photodepletion cells to untreated GVHD cells leads to increased IL-10 secretion, which 

causes their inhibitory effect as confirmed by IL-10 blocking experiments. As opposed to 

several studies where TGF-was shown to play a pivotal role in the inhibitory effect of 
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Tregs,
475

 in the present study, neutralization of TGF-β did not alter photodepletion-

induced inhibition. However, our results are consistent the observation by Kullberg et al 

that CD4
+
 Tregs from SMAD3

-/-
 animals, whose TGF-β signaling pathway is impaired, are 

able to generate an immunosuppressive effect.
476

 Our study also demonstrates that IL-10 

secretion is cell-cell contact dependent; indicating that IL-10 secretion does not result from 

a direct effect of photodepletion on PBMC. CTLA-4 being a receptor of major importance 

in Treg cell-cell contact and in cytokine-dependent inhibition,
474;477

 we investigated its role 

in TH9402 photodepletion-induced immune suppression. We found that CTLA-4 

neutralization abrogated the inhibitory effect of photodepletion cells on the proliferation of 

host-reactive T cells. This finding is in agreement with the observation of decreased 

suppressive capacity in CTLA-4-deficient murine Tregs.
478

 Also, Bodor et al have shown in 

a murine model that CTLA-4 could mediate its inhibitory effect through induced cAMP 

early responder (ICER), a mechanism involving T-T cell interactions.
479

 Our results also 

associated CTLA-4 inhibition with a reduced frequency of Tregs. It will therefore be 

interesting to evaluate whether strategies to promote CTLA-4 signaling on Tregs will lead 

to the expansion of this cell population. 

 

There are two main types of CD4 Tregs, FOXP3
+
 Tregs and IL-10-producing type 1 Tregs 

(Tr1 cells).
461

 Our work clearly shows that photodepletion of PBMC leads to enrichment of 

FOXP3
+
 Treg cells. However, the fact that the Treg activity of photodepletion-treated cells 

is IL-10-dependent suggests that Tr1 may contribute to this Treg activity. In line with this 

idea, evidence suggests that human FOXP3
+
 Tregs induce the development of Tr1 cells in 

vitro.
480

 We could not directly address this question herein because there are no known 

specific cell-surface markers of Tr1 cells.
461

 We speculate that Treg cells found in GVHD 

patients are of extrathymic origin. Tr1 always arise in the periphery when naïve CD4
+ T 

cells are activated by tolerogenic antigen-presenting cells.
481

 Though FOXP3
+
 Treg cells 

can be generated in the thymus and the periphery, several points lead us to speculate that 

those found in PBMC from GVHD patients are mostly if not exclusively of extrathymic 

origin. First, patients with active chronic GVHD present important thymic atrophy, 
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decreased thymic output, and peripheral lymphopenia.
482;483

 Second, the factors 

responsible for generation of FOXP3
+
 Tregs in the periphery coalesce in GVHD patients: 

lymphopenia-induced homeostatic T cell proliferation and production of TH1 cytokines 

enhances the generation of FOXP3
+
 T cells in the periphery.

484-486
 Generation of Tregs in 

the periphery is limited because CD4 Tregs are dependent on IL-2 produced by other CD4
+
 

T cells.
487

 Thus, the CD4
+
 Treg population and the non-naïve IL-2 producing CD4 T cell 

population control each other. We therefore propose that supplementation with IL-2 after 

photodepletion could lead to further expansion of Tregs without accumulation of CD4 

effector T cells. 

 

Based on the results of the present study, a multicenter clinical trial of ECP using TH9402 

for the treatment of patients with steroid refractory chronic GVHD has been initiated. In 

this study, circulating lymphocytes are collected by leukapheresis, exposed ex vivo to 

photodepletion, and reinfused into the patient. We surmised that the increase in Treg 

numbers observed in vitro would translate into the generation of Tregs in vivo. To test this 

hypothesis, we evaluated Treg populations in these patients and found that it increased at 

all 3 time-points evaluated after treatment initiation, suggesting that results from our studies 

performed ex vivo are relevant to the biology of Tregs in GVHD patients and translate into 

population changes in vivo. Treg increases were also observed after ECP using 8-MOP as 

photosensitizer. However, in these studies, the increase in Tregs was observed after 

approximately 9 weeks (6 treatment cycles), while TH9402 treatment led to an increase in 

Tregs as early as 2 weeks after treatment initiation.
30

 Whether this rapid rise in Tregs could 

be explained by the infusion of Tregs preserved after TH9402 photodepletion, or by the 

generation of new Tregs remains to be determined. This result is in line with the ability of 

ECP to reverse experimental GVHD through a Treg-dependent mechanism in an animal 

model of acute GVHD,
446

 and is most encouraging for the implementation of a TH9402-

based ECP process that would rely both on the elimination of immunoreactive cells and 

Treg generation. The latter may have particularly important clinical implications since the 

proportion of Tregs in peripheral blood was found to correlate with the incidence of 
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GVHD.
454

 Moreover, the demonstration, in the present study, that photodepletion has 

an impact on both endogenous host-reactive T cells and Tregs could have important 

biological implications. Indeed, immunoreactivity from non-circulating lymphocytes that 

inevitably escape exposure to photodepletion could be downmodulated immediately by 

Tregs surviving the photodepletion process and reinfused into the patient, and later by 

Tregs generated in vivo after cell-cell contact with photodepleted cells. This could explain 

why ECP has beneficial effects although it targets only 15 percent or less of total body 

lymphocytes. Such a strategy may represent a significant advance for the treatment of 

patients with chronic GVHD and other immunologic disorders. 
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Figure legends 

Figure 1: Photodepletion (PD) cells display reduced proliferation and mostly a Treg 

phenotype.  (A) PBMC from chronic GVHD patients (n=10) were exposed or not to 

photodepletion. Proliferation of GVHD cells was assessed by 
3
H-thymidine incorporation 

after 5-day cultures in the presence of IL-2. (B) Three days after photodepletion, 

CD4
+
CD25

+
 cells were evaluated by flow cytometry and activated and Treg cells 

discriminated by FOXP3 expression. Shown are representative examples and a compilation 

of 6 independent experiments ± SD expressed in relative (C) and absolute (D) number. 

Clear bars and filled bars represent untreated (untx) and photodepletion-treated GVHD 

PBMC, respectively. **p<0.01 and ***p<0.001 

 

Figure 2: Photodepletion (PD) preserves functional Tregs. (A) CD4
+
CD25

-
 cells from 

healthy donors were cultured with allogeneic MHC-mismatched cells for 5 days either 

alone or in the presence of autologous untreated (untx) or photodepletion-treated 

CD4
+
CD25

+
 cells (Tregs) from autologous donors. Proliferation was evaluated by 

measuring 
3
H-thymidine incorporation (mean±SEM; n=5). (B) PHA-activated PBMC from 

healthy donors were exposed or not to photodepletion, and admixed with autologous PHA-

activated PBMC. Three days later, CD4 and CD8 cell proliferation was determined by flow 

cytometry using EdU incorporation. Plot shown is representative of 3 independent 

experiments **p<0.01 and ***p<0.001 

 

Figure 3: Photodepletion cells from GVHD patients demonstrate Treg inhibitory 

activity. (A) Effector (E) PBMC from GVHD patients were exposed (filled bars) or not 

(clear bars) to photodepletion, and co-cultured at indicated ratios with target (T) PBMC 

from the same patient for 5 days. Proliferation was evaluated by measuring 
3
H-thymidine 

incorporation. Bars represent mean ± SEM of 6 independent experiments. (B) Experiment 

similar to (A) at a 1:1 ratio where specific proliferation of CD4
+
 cells was measured by 

incorporation of EdU. Shown are a representative and a compilation of 3 independent 

experiments (mean ± SD) (C) Untreated, photodepletion exposed or CD4
+
CD25

+
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depleted/photodepletion exposed PBMCs from GVHD patients were co-cultured at 

indicated ratios with autologous PBMC for 5 days. Proliferation was evaluated by 

measuring 
3
H-thymidine incorporation (n=3). (D,E) PBMC from healthy donors were 

stimulated by MHC-incompatible PBMC at a 1:1 ratio, and exposed (filled) or not (clear 

bars) to photodepletion. Cells were either left untouched, depleted or repleted in 

CD4
+
CD25

+
 cells and placed into co-culture with equal numbers of MLR cells from the 

same donors for 5 days. (D) CD4
+
 cell proliferation was assessed by EdU incorporation 

(mean±SEM) and (E) CD25
+
FOXP3

+
IL-10

+
 cells within the CD4

+
 cell population 

(mean±SD) was estimated by flow cytometry. *p<0.05, and ***p<0.001 

 

Figure 4: Exposure of GVHD patient PBMC to photodepletion cells increases Treg 

numbers. PBMC from GVHD patients were cultured with untreated (untx) or 

photodepletion (PD) exposed autologous PBMC at a 1:1 effector:target ratio. At days 1, 3 

and 6 of co-culture, (A) percentages and (B) absolute numbers of FOXP3
+
 cells were 

determined by flow cytometry (mean±SEM of 5 individual experiments). Black lines 

correspond to the addition of untreated PBMC and blue lines, the addition of 

photodepletion exposed PBMC. (C) Treg proliferation was evaluated by measuring Ki-67 

expression (mean±SEM)) and (D) EdU incorporation (representative example) in 

CD4
+
FOXP3

+
 cells following the co-culture of GVHD patient cells with untreated (clear) 

or photodepletion exposed (filled bars) GVHD PBMC (3 independent experiments).  (E) 

CD4+CD25- cells were isolated and exposed or not to photodepletion. Three days after 

photodepletion, surviving cells were characterized for the presence of FOXP3. (F) 

CD4+CD25- cells were isolated and stained with MitoTracker Deep Red. These cells were 

then cultured alone or with photodepleted CD4+CD25+ cells, in the presence of IL-2, or 

irradiated histoincompatible PBMC and IL-2. (G) PBMC from GVHD patients were 

untreated, or exposed to photodepletion in the presence or absence of 50μM verapamil.  

Survival of CD4
+
 cells according to CD25 expression levels was assessed by 7-AAD 

staining.  (H) GVHD PBMC either untreated (clear), exposed to photodepletion alone 

(filled) or exposed to photodepletion in the presence of verapamil (striped bars) were then 



 

115 

 

 

incubated with untreated autologous PBMC and proliferation assessed by measuring 

3
H-thymidine incorporation. Bars represent mean ± SEM of 3 independent experiments. 

**p<0.01 and ***p<0.001 versus untreated targets alone (0:1) cells. 

 

Figure 5: Increased IL-10 secretion after culture of photodepletion cells with 

untreated GVHD patient cells. GVHD patient PBMC were co-cultured with equal 

numbers of autologous untreated (clear) or photodepletion exposed (filled bars) PBMC. 

After 3 days of incubation, supernatants were collected, and (A) IL-10 and (C) soluble 

TGF-β levels determined by ELISA. (B and D) GVHD patient PBMC were cultured for 5 

days with equal numbers of untreated (clear bars) or photodepletion exposed PBMC from 

the same patient in the absence (filled bars) or presence of neutralizing monoclonal 

antibodies directed against IL-10 (diagonal), TGF- (checker) or an irrelevant antigen 

(striped bars) of the same IgG1 isotype, and cell proliferation was determined by measuring 

3
H-thymidine incorporation. Bars represent mean±SEM of 3 independent experiments. 

*p<0.05. 

 

Figure 6: The inhibitory effect of photodepletion cells requires cell-cell contact and 

CTLA-4. (A) Photodepletion GVHD cells were physically separated from GVHD targets 

using transwell plates to prevent cell-cell contact, but not cytokine interaction. After 5-day 

cultures, proliferation of target cells exposed to untreated (clear) versus photodepletion 

treated (filled bars) cells was measured in a 
3
H-thymidine incorporation assay and (B) IL-

10 levels were measured in the supernatants using ELISA. Bars represent mean ± SEM of 3 

independent experiments. (C) PBMC from GVHD patients were cultured with untreated 

(clear bars) or photodepletion exposed PBMC from the same patient for 5 days in the 

absence (filled bars) or presence of monoclonal antibodies directed against CTLA-4, GITR 

or an irrelevant antigen. Proliferation in each of the above conditions was determined by 

measuring 
3
H-thymidine incorporation (mean ± SEM). (D) FOXP3 expression in CD4

+
 

cells was evaluated by flow cytometry after GVHD patient cells were cultured with 

autologous untreated cells, photodepletion treated cells, or photodepletion treated cells with 
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anti-CTLA-4 monoclonal antibodies. Results are expressed according to (D) the 

proportion of FOXP3
+
 cells within CD4

+
 cells and (E) the absolute number of 

CD4
+
FOXP3

+
 cells (Results are shown as mean ± SD). *p<0.05 and ***p<0.001. 

 

Figure 7: Increased proportion of CD4
+
FOXP3

+
 cells in GVHD patients receiving 

photodepletion cells. Five patients suffering from corticosteroid refractory GVHD 

underwent weekly lymphophereses. Each cell collection was exposed to 

photodepletion and reinfused to the patient. Patient blood samples were obtained on 

weeks 0, 2, 4 and 8 for flow cytometry analysis of (A) CD4
+
 cells and CD8

+
 cells, 

and (B) FOXP3
+
 cells within the CD4

+
 subpopulation. For comparison, gray bars 

indicate results from 5 healthy donors (mean ± SEM). Mean±SEM of results from 5 

patients; *p<0.05 and **p<0.01 
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Dans le premier article, nous avons démontré que la photodepletion au TH9402 

permettait une élimination sélective des cellules T actives toute en préservant les cellules 

Tregs. De plus, cette élimination permet une augmentation de la population Tregs dans 

nous cultures. De manière intéressante, cette augmentation de Tregs provident de la 

conversion de cellules T CD4+CD25-FOXP3- en Tregs et nécessite l’activité de CTLA-4. 

Dans l’introduction, nous avons discuté de la capacité de CTLA-4 à induire l’expression 

d’IDO dans les cellules présentatrices d’antigènes. De plus, nous avons également discuté 

du fait que la photodéplétion entraîne la mort des cellules T activées par induction 

d’espèces réactive de  l’oxygène et que ceci permet non seulement permet l’induction 

d’IDO, mais également augmente son efficacité. Ceci nous entraîne à émettre l’hypothèse 

que cette augmentation de en Tregs pourrait être dépendante d’IDO. Dans ce second article, 

nous allons étudier l’impact d’IDO dans le traitement de la cGVHD grâce à la 

photodéplétion au TH9402. De plus, pour cet article, nous avons eu accès à un plus grand 

nombre de patients et nous avons du suivre la population Treg chez ces patients sur 

l’ensemble de l’étude. 
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ABSTRACT 

Regulatory T cells (Tregs) play critical role in dampening inflammatory immune responses 

to self and non-self antigens. This suppressive ability of Tregs is crucial in controlling 

chronic graft versus host disease (cGVHD) following allogeneic stem cell transplant. In the 

present report we have investigated the contribution of Tregs in regulating cGVHD 

following TH9402 phototherapy. We provide evidence to show that TH9402 treatment of 

healthy donor- and cGVHD patients-derived peripheral blood resulted in induction of IDO 

in Tregs and this induction required CTLA-4 receptor-ligand engagement. Importantly, we 

show that Treg specific IDO induction resulted in the generation of induced Tregs (iTregs) 

from conventional CD4+ T cells in a cell-cell contact independent manner and these iTregs 

were functionally competent. Finally, elevated numbers of IDO expressing Tregs correlated 

with successful TH9402 treatment of cGVHD patients.    
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INTRODUCITON 

Chronic graft versus host disease (cGVHD), like many immune diseases, is characterized 

by the failure of immunologic control by FoxP3 expressing CD4+CD25+ regulatory T cells 

(Tregs)(reviewed in
488

). In cGVHD, numerical deficiency of Tregs is suggested to cause 

this failure
330-333;337;339;489;490

. We previously showed that TH9402-induced photodepletion 

of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from cGVHD patients selectively 

eliminates disease causing T cells
434;437

 but not Tregs
491

. When infused into cGVHD 

patients the preserved Tregs induce graft tolerance without affecting anti-pathogen or graft 

versus leukemia (GVL) responses.  

CTLA-4, a receptor for CD80/CD86 ligands, is constitutively expressed on Tregs and 

activated T cells and acts as a negative regulator of T-cell activation. In antigen presenting 

cell (APCs), particularly plasmacytoid dendritic cells (pDCs), engagement of CD80/CD86 

by CTLA-4 induces indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) expression 
173

. IDO plays a 

pivotal role in immune regulation via the tryptophan degradation cascade and expression of 

GCN2.
492-495

 IDO expression is also induced in DCs by immunosuppressive agents such as 

HDAC inhibitors and vitamin D with promising result for GVHD prophylaxis
494;495

. 

However, role for DCs in regulation of established GVHD remains unclear although 

reduced number of DCs is reported in GVHD patients
496

. IDO expressing pDCs have been 

shown to augment Treg numbers and function
14,15

. In this context, no IDO-based therapy 

has been described for the treatment of GVHD in human and it is not clear if IDO induction 

in DCs or other cell subtypes can induce tolerance. In the present investigation, we show 

that IDO is also upregulated in Tregs in CD80/CTLA-4 dependent fashion, and 

importantly, this leads to the generation of functionally competent iTreg from conventional 

CD4+ T cells (Tcon). We discuss the implications of our finding in the context of GVHD.    
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RESULTS 

TH9402-mediated photodepletion increases Treg population without affecting T cell 

number and response 

The ability to enhance Treg number and activity would represent a major achievement in 

the treatment of patients with dysregulated immune disorders. However, promoting 

immune suppression by Treg could also induce loss of anti-infectious T cell response. We 

have evaluated in a Phase I/II clinical trial the efficacy of TH9402-mediated photodepletion 

of alloreactive T cells in PBMCs for the treatment of patients with refractory graft-versus-

host disease (Fig. 1a). In this study, we found that while TH9402 treatment of PBMCs from 

cGVHD patients did not alter total lymphocyte numbers or CD4+ T cell counts (Fig.1b, c), 

it led to an increase in the proportion and number of Tregs (Fig. 1d,e). This increase in 

Tregs was observed as early as 8 weeks after treatment initiation. Importantly, increase in 

Treg numbers did not result in loss of specific anti-viral response as measured by CD8 T 

cell reactivity against a human derived Cytomegalovirus, Epstein-Barr and influenza (CEF) 

peptide pool (Fig. 1f). Thus, TH9402-induced photodepletion augments Treg population in 

vivo without affecting total lymphocyte population or the anti viral response.  

Photodepletion induces IDO expression in Tregs 

We previously showed that TH9402-mediated photodepletion of PBMCs from cGVHD 

patients results in iTreg generation in a CTLA-4 dependent manner
491

. CTLA-4 signaling 

has been shown to induce IDO expression
13

. Therefore, to elucidate the mechanism of 

iTreg generation by CTLA-4 signaling first we evaluated IDO levels in photodepleted 

PBMCs that were co-cultured or not with untreated PBMCs from the same cGVHD patient. 

Irrespective of culture conditions, IDO transcripts and proteins were specifically induced by 

TH9402 treatment of PBMCs compared to untreated (Fig. 2a-e) or 8-methoxypsoralen (8-

MOP) treated PBMCs from cGVHD patients (Supplementary Fig. 1a). In agreement with 

enhanced IDO activity, tryptophan/kinurenine ratio was significantly reduced in culture 

supernatants of photodepleted cells, and this ratio could be reversed by 1-MT mediated 

inhibition of IDO activity or by blocking CTLA-4 signaling (Fig. 2f). Interestingly, the 

proportion of GCN2 expressing Tcon increased as tryptophan /kynurenine ratios decreased, 
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with corresponding effects of 1-MT or anti-CTLA-4 treatment, confirming effects of 

IDO activity on Tcon (Fig 2g).  

To determine if photodepletion induced IDO expression in DCs, we analyzed these cells in 

freshly isolated and photodepleted PBMCs of cGVHD patients. Surprisingly, 

photodepletion and co-culture these PBMCs did not show any increase in IDO expression 

in pDCs (CD123+) or mDCs (CD11c+) (Fig. 2h,i). Furthermore, we noted decrease in 

frequencies of pDC, mDC1, mDC2 in freshly isolated PBMCs from cGVHD patients 

compared to healthy individuals (supplementary Fig 2).   This unexpected finding prompted 

us to determine if photodepletion induced IDO expression in other immune cells of PBMCs 

from cGVHD patients. Unexpectedly, we readily detected IDO expression in Tregs and, 

importantly, the frequency of IDO expressing Tregs was significantly increased following 

co-culture of photodepleted PBMCs of cGVHD patients (Fig. 2i, j). IDO expression in 

FoxP3+ Tregs was ascertained by confocal microscopy (Fig 2k). As well, we detected 

higher CD80, a CTLA-4 ligand, expression on Tregs compared to Tcon (supplementary 

Fig. 2b, c) and importantly, blocking CTLA-4/CD80 ligation resulted in loss of IDO 

expressing Tregs in the co-culture of photodepleted PBMCs of cGVHD patients (Fig. 2j). 

These data strongly suggest that TH9402-mediated photodepletion of PBMCs from 

cGVHD patients induces IDO expression specifically in Tregs in a CTLA-4 dependent 

manner.   

IDO expression in photodepleted PBMCs is required for functional iTreg generation 

We previously showed that Treg number is increased in cGVHD patients following 

infusion of TH9402 treated PBMCs
12

 and since this treatment resulted in IDO induction in 

Tregs, we wondered if IDO expression played any role in iTreg generation. To this end, we 

assessed the impact of inhibition of IDO activity or expression on the proportion and 

number of Tregs in co-culture of photodepleted PBMCs of cGVHD patients. Indeed, 

inhibiting IDO activity/expression by 1-MT, siRNA or anti-CTLA-4 antibody abrogated 

iTreg generation in co-culture of photodepleted PBMCs of cGVHD patients (Fig. 3a, b, and 

supplementary Fig. 3a). Further, the frequency of IL-10 expressing Tregs and conventional 
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T cells increased following co-culture and this increase was attenuated by anti-IDO 

effect of anti-CTLA-4 antibody or 1-MT (Fig. 3c, supplementary fig4). In addition, 

suppression of Tcon proliferation was relieved by impaired IDO expression or activity (Fig. 

3d,e). This loss of anti-proliferative effect was also observed when lower ratio of IDO 

siRNA treated photodepleted cells to Tcon was used suggesting that IDO induction 

enhances Treg suppressor activity (Supplementary Fig. 3b). Collectively, these results 

indicate that generation of functionally competent iTregs in co-culture of photodepleted 

PBMCs requires CTLA-4/CD80-induced IDO expression. 

While induction of IDO following photodepletion of PBMCs was critical for iTreg 

generation, we wondered if this phenomenon required cell-cell contact or IDO could 

function in a paracrine fashion. To this end, Tcon isolated from healthy donors (to ensure 

that these cells were as naïve as possible) and photodepleted PBMCs from cGVHD patients 

were cultured in a transwell (supplementary Fig. 3c). We detected a significant number of 

iTregs among Tcon population when co-culture of photodepleted PBMCs from cGVHD 

patients was present in the adjoining chamber. Interestingly, both untreated and 

photodepleted PBMCs alone from cGVHD patients also resulted in iTreg generation, 

demonstrating basal IDO activity in both conditions, albeit at reduced frequency compared 

to co-culture condition (Fig. 3f). The conversion of Tcon into iTregs was abolished in the 

presence of 1-MT or tryptophan (Fig. 3f) indicating that secreted IDO could mediate iTreg 

generation in transwell experiment. The iTregs generated in transwell experiment 

suppressed proliferation of MLR-activated CD4+ T cell to the same extent as freshly 

isolated Tregs (Fig 3g and supplementary Fig. 3d). These results indicate that cell-cell 

contact is not required for IDO dependent iTreg generation.  

IDO expressed by Tregs is required for anti-cGVHD effect of photodepleted cells 

The data described above suggests a role for IDO in iTreg generation. However, they do 

not indicate if IDO expression contributes directly to Treg function or only through 

modulation of other cell types. To address this question, first we determined the capacity of 

IDO-depleted purified CD4+CD25+ T cells from cGVHD patients to suppress proliferation 

of Tcon. Figure 4a shows that siRNA-mediated IDO depletion in Tregs resulted in loss of 
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suppression of Tcon proliferation. In fact, increasing the number of IDO-depleted 

CD4+CD25+ T cells also did not suppress proliferation of Tcon (Fig. 4b; increased 

proliferation at higher ratio likely reflects proliferation of activated CD4+CD25+ non Treg 

cells as well as CD4+CD25- T cells). We then evaluated the contribution of IDO in Treg-

mediated anti-cGVHD effects of photodepleted cells. To this end, IDO was depleted or not 

in isolated CD4+CD25+ T cells from PBMCs from cGVHD patients and then returned to 

bulk PBMCs prior to TH9402-induced photodepletion. As expected, co-cultures of 

photodepleted PBMCs with IDO siRNA but not scrambled siRNA treated CD4+CD25+ T 

cells resulted in higher proliferation, reduced frequency of IL-10 expression in 

CD4+CD25+ T cell subset and decreased frequency of Treg (Fig. 4c,d,e). Interestingly, 

IDO depleted FOXP3+ Tregs expressed increased levels IFN-γ (supplementary figure 6). 

Further, siRNA-mediated depletion of GCN2 in total CD4+ T cells isolated from cGVHD 

patients followed by photodepletion and co-culture showed comparable loss in the anti-

cGVHD responses of photodepleted cells (Fig. 4f,g,h). Collectively, these results strongly 

suggest that IDO induction in Tregs following TH9402 phototherapy is critical for anti-

cGVHD effects of photodepleted cells.  

IDO induction in Treg from health donors and its impact on iTreg generation 

The observed CTLA-4-dependent induction of IDO expression in Tregs under the 

conditions of photodepletion of PBMCs from cGVHD patients raises critical question: 

could Tregs from healthy donors be modulated to express IDO as well, and if so whether 

this results in the generation of iTreg? To address this question, Tregs from healthy donors 

were isolated and exposed or not to CTLA-4-Ig. Indeed, CTLA-Ig treatment resulted in 

IDO expression in Tregs but not Tcon isolated from healthy donors (Fig. 5a, b). It is worth 

noting that Tregs express higher basal level of IDO compared to Tcon and that this level is 

increased further by CTLA-4-Ig treatment (Fig. 5b). The lower tryptophan/kynurenine ratio 

in Tregs but not Tcon culture following CTLA-4-Ig exposure confirmed that the induced 

IDO was biologically active (Fig. 5c). Furthermore, Tregs exposed to CTLA-4-Ig showed, 

compared to those not exposed, greater suppression of proliferation of MLR-activated 

CD4+ T cells (Fig. 5d). These data strongly suggest that IDO can be induced in Tregs 
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through a CTLA-4 dependent manner and that this IDO induction plays important 

role(s) in Treg generation and function.  

To determine if CTLA-4-Ig induced IDO expression in healthy Tregs enabled iTreg 

generation in a cell contact independent manner, healthy donor-derived Tcon and Treg cells 

were cultured in transwell (Supplementary Fig. 7a). Addition of Tregs alone in the lower 

compartment resulted in appearance of iTregs in Tcon population compared to control 

media (Fig 5e) Importantly, CTLA-4-Ig ligation of Tregs led to further increase in iTreg 

frequency in Tcon population, and this iTreg generation was reversed by inhibiting IDO 

induction/activity in the presence of anti-CTLA-4 or 1-MT or tryptophan in culture media 

(Fig. 5e). This increase of iTreg number in Tcon population was not due to enhanced 

proliferation and/or survival of FoxP3+ cells (Supplementary Fig. 7c,d,e). To show that 

IDO induction in Tregs rather than target CD4+ T cells was necessary for iTreg generation, 

the transwell experiment was performed in the presence of GCN2- or IDO siRNA treated 

Tcon cells (Supplementary Fig. 7b). As expected, iTreg generation was impaired in GCN2 

depleted but not control Tcon population in the presence of CTLA-4-Ig treated Tregs in 

lower chamber (Fig. 5f). Interestingly, IDO depletion in Tcon had no effect on iTreg 

generation by CTLA-4-Ig signalled Tregs in transwell experiments (Fig 5f). As expected, 

CTLA-4-Ig treated Tcon did not induce Treg phenotype in transwell experiments. 

Collectively, these data strongly suggest that CD80/CTLA-4 ligation-mediated IDO 

induction in Tregs is critical for converting healthy CD4+ T cells into functionally 

competent iTregs.   

Contribution of Tregs and pDCs in generating iTregs 

Since IDO is expressed in other immune cells, particularly dendritic cells that are present 

throughout the body, we considered the possibility that these cells could also induce iTreg 

generation in an IDO dependent manner. To this end, we evaluated the capacity of different 

DCs and B cells to induce FoxP3 expression in Tcon in the presence of CTLA-4-Ig. We 

noticed that CTLA-4-Ig ligation of pDCs (differentiated from monocytes) but not mDCs or 

B cells resulted iTreg generation from Tcon (Fig 6a). Flow cytometry staining showed IDO 

induction in pDCs following CTLA-4-Ig ligation (Fig. 6b,c). The pDCs mediated iTreg 
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generation was not due to preferential proliferation, and required IDO and GCN2 

activity (Supplementary Fig. 8). Interestingly, culturing pDCs and Tregs together in the 

absence of CTLA-4-Ig was found to be sufficient to generate iTreg from Tcon population 

and this conversion was abrogated when IDO activity was inhibited by anti-CTLA-4 

antibody, 1-MT or by adding tryptophan to the culture media in a transwell assay (Fig. 6d). 

Similarly, culturing pDCs in the presence of photodepleted PBMCs from cGVHD patients 

resulted in generation of iTreg. This requires the presence of Tregs in the photodepleted 

cells (Fig 6f). These data suggest that Treg:pDC interaction and subsequent tryptophan 

deprivation in culture supernatant is sufficient for iTreg generation from Tcon and this 

process is augmented by photodepletion of PBMCs isolated from cGVHD patients.  

The above described results raise an important question about relative ability of Tregs and 

pDCs in generating iTregs. To this end, first we measured basal and CTLA-4-Ig-induced 

IDO activity in both cell types by evaluating tryptophan/kynurenine ratio. Strikingly, 

compared to pDCs, Tregs showed significantly lower tryptophan/kynurenine ratio even in 

the absence of CTLA-4 signaling reflecting higher basal IDO activity in Tregs than pDCs; 

CTLA-4 signaling increased IDO activity in both cell types (Fig. 6e). In agreement with 

IDO expression profile, Tregs were more efficient in generating iTregs even in the absence 

of CTLA-4-Ig ligation compared to CTLA-4 signaled pDCs (fig 6f). These data suggest 

that iTreg generation by IDO induction in Treg, compared to pDCs, may be a dominant 

pathway. 

IDO expressing Tregs can be found in vivo and correlate with response to TH9402 

We showed that the frequency of Tregs is increased in vivo in cGVHD patients undergoing 

photodepletion treatment with TH9402. To determine if this correlates with increased 

number of IDO expressing cells, we evaluated the frequency of IDO expressing 

CD4+CD25+FoxP3+ Tregs in these patients. Interestingly, we observed an increase and 

decrease in frequency and absolute number of IDO expressing Tregs in responding and 

non-responding patients, respectively (Fig. 6g, h). These results indicate that IDO induction 

in Tregs may be an important mechanism of generating iTregs in vivo in cGVHD patients 

undergoing successful TH9402 phototherapy.  
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DISCUSSION 

Treg-based therapy has been proposed for GVHD treatment. However, a major impediment 

to this mode of treatment is the presence of insufficient number of Tregs in PBMCs. Thus 

there is a need to develop safe and efficient methods for generating Tregs in vitro for 

treatment of GVHD. The use of TH9402 based phototherapy has been reported in the 

context of GVHD prevention following haplo-identical stem cell transplantation and we 

previously reported that the phototherapy results in increase in Tregs. Here, we have 

elucidated the mechanism underlying this increase in Tregs. Our data show that TH9402 

treatment of PBMCs resulted in increase in Tregs in cGVHD patients without affecting 

anti-viral. Importantly, we show that TH9402 treatment induced IDO in Tregs and that this 

induction resulted in the generation of iTreg. We also show that newly converted Tregs 

were phenotypically and functionally efficient.   

In a study of cohort of cGVHD patients, the presence of IDO expressing CD4+ T cells 

correlated with favorable outcome for the patient
497

. We also observed that the increase of 

IDO expressing Tregs correlated with patients’ outcome. TH9402 photodepletion can thus 

be used as a tool to increase this population. Furthermore, this increase may be used as a 

predictive value for patients’ response, allowing for better patient support during the 

treatment. The ability of IDO expressing Tregs from healthy donor to induce conversion of 

CD4+CD25- T cells into iTregs suggest that this is likely a common phenomenon and that 

TH9402 treatment may augment this phenomenon. Whether iTregs generated in an IDO 

dependent manner also regulate immune activation in auto-immune diseases or cancer 

remains to be studied. Conversely, the inhibition of the immune suppression and pro-tumor 

function of IDO with the use of 1-MT
173;175

 is widely used for tumor 

immunotherapy
177;498;499

. Since the ability of IDO expressing Tregs to generate iTregs is 

impaired by tryptophan, it may be worth exploring the possible effects of tryptophan on 

cancer immunotherapy. 

Given that IDO is also induced in APCs
494;495;500;501

, we cannot discard the role for IDO 

expression by APC. However, in the present studies we observed much higher basal IDO 

expression in Tregs than pDCs, and CTLA-4-Ig ligation further increased IDO expression 
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in both cell types. Further, APCs numbers in the peripheral blood of cGVHD patients 

have been shown to be reduced and thus, may not be an important source of IDO required 

for iTreg generation. Thus, Tregs that express higher basal IDO levels and induce 

conversion of Tcon to Tregs may be an important mechanism of tolerance induction in an 

IDO-dependent manner.  

Taken together, these results indicate that TH9402 photodepletion could be used as a part 

of a therapeutic strategy to increase of Tregs in cGVHD. We also uncovered mechanism of 

Tregs-mediated anti-GVHD effects of photodepleted cells. This observation could translate 

in the refinement of techniques implying reduction of lymphopheresis frequencies and 

infusion of Tregs.  However, to further optimize the treatment, interaction between Tregs 

and other cell populations implicated in cGVHD such as B cells and CD8 T cells in the 

context of TH9402 photodepletion requires further studies.  
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MATERIALS AND METHODS  

Patients and healthy donors 

PBMCs were obtained from healthy human subjects or patients suffering from cGVHD 

following allogeneic stem cell transplantation. Consent was obtained from all PBMCs 

donors and the study was approved by the ethic committee.  

Photodepletion of PBMCs 

Eight weekly followed by 8 bi-weekly leukaphoresed PBMCs from transplant patients were 

treated with TH9402 as described previously
491

.  

For full methods please see supplementary methods. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Transfusion of TH9402-induced photodepleted PBMCs into cGVHD 

patients does not affect T cell numbers or response (a) Schematics of TH9402 

photodepleted PBMCs transfusion into cGVHD patients in an ECP manner. Frequencies of 

total lymphocytes (b) and CD4+ T cells (c) healthy donors (HD) and in blood of cGVHD 

patients ere measured at 0, 8 and 20 week post transfusion. Frequency (d) and absolute (e) 

number of Treg cells was determined by intracellular FoxP3 staining for CD4+CD25+ T 

cells followed by flow cytometry. (f) To assess anti-viral response PBMCs from cGVHD 

patients at the indicated time post transfusion were cultured in the presence of a pool of 32 

viral peptides, antibodies to CD28 and CD49d, and brefeldin A, and 5hrs later stained for 

surface and intracellular proteins and analyzed by flow cytometry. (* p= <0.05, ** = 

p<0.01, *** = p<0.001) 

Figure 2: Photodepletion mediated by TH9402 induces IDO expression in Tregs and 

requires CTLA-4 signaling. Induction of IDO and frequency of IDO+ cells in 

photodepleted PBMCs from cGVHD patients was assessed by Q-PCR (a), Western blot (b 

and c) and flow cytometry (d and e). IDO activity was assessed by measuring ratio of 

tryptophan to kynurenine levels in the culture supernatants in the presence or absence of 1-

MT or anti-CTLA-4 antibody (f) and was further confirmed by determining the frequency 

of GCN2+CD4+ T cells (g). IDO expression and frequency of IDO+ cells in PBMCs, co-

cultured with photodepleted PBMCs or not, from cGVHD patients was analyzed in 

CD123+, CD11c+ and CD4+CD25+FoxP3+ cells by flow cytometry (h-j). A representative 

two color dot plot for CD123+ and CD4+CD25+FoxP3+ (h) cells in the absence (left 

panels) or presence of photodepleted PBMCs (right panels) is shown. (i) and (j) show 

average frequency of IDO expressing CD123+, CD11c+ and CD4+FoxP3+ cells in five 

independent experiments. (k) IDO expression by Tregs was confirmed by 

immunofluorescence. (l) To show that IDO induction in Tregs was specifically mediated by 

CTLA-4 signaling, cGVHD patients’ PBMCs were treated or not with TH9402 and 

cultured in the presence of PBMCs from the same patient for 5 days in the presence or 
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absence  of -CTLA-4 or -IFN. The proportion of IDO expressing Tregs was 

assessed by flow cytometry. (* p= <0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001).  

Figure 3: IDO is required for expansion and function of Tregs following TH9402 

induced photodepletion.  PBMCs from cGVHD patients were cultured either alone or in 

the presence of photodepleted PBMCs from same patients for 5 days in the presence or 

absence of molecules that inhibit IDO expression or activity. Flow cytometry was 

performed to estimate (a) the frequency and (b) the absolute number of Tregs 

(CD4+CD25+FoxP3+). (c) Following co-culture and restimulation with PMA/ionomycin, 

the proportion of IL-10 expressing CD4+CD25+ T cells was evaluated by flow cytometry. 

(d) PBMCs from cGVHD cells were unexposed or exposed to either scramble or IDO 

siRNA prior to TH9402 induced photodepletion, co-cultured for 5 days and pulsed with 
3
H 

thymidine for determining total cellular proliferation. (e) CD4+ T cell proliferation was 

studying by measuring EdU incorporation in co-culture of photodepleted PBMCs in the 

presence or absence of anti-CTLA-4 antibody or 1-MT. (f) To elucidate if cell-cell contact 

was required for conversion of CD4+ T cells into Tregs following photodepletion, freshly 

isolated CD4+CD25- cells were cultured in the upper well of a transwell plate, whereas 

untreated and/or photodepleted PBMCs from cGVHD patients were added to the bottom 

well of the plate. IDO activity was inhibited by adding 1-MT or exogenous tryptophan to 

the traswell culture. The frequency of FoxP3+ T cells in the upper chamber of transwell 

was measured by flow cytometry. (g) Functionnal assay of IDO induced Tregs and freshly 

isolated CD4+CD25+ Tregs healthy donor. Isolated Tregs were put in the presence of MLR 

activated T cell and proliferation from the same donor was measured by EdU incorporation.  

Figure 4: IDO expression in Tregs is essential for optimal inhibitory function of 

photodepleted PBMCs from cGVHD patient. (a) Requirement of IDO expression in 

Tregs suppressor function was elucidated by transfecting CD4+CD25+ T cells isolated 

from cGVHD patients with scrambled or IDO specific siRNA. The transfected cells were 

then cultured in the presence of previously MLR activated autologous CD4+CD25- at a 1:1 

ratio and CD4+ T cell proliferation was assessed by EdU incorporation. (b) Effect of IDO 

depletion on Treg suppressor function was determined at lower CD4+CD25+: CD4+CD25- 
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cell ratio. (c-e) CD4+CD25+ T cells from cGVHD patients were isolated and 

transfected with scrambled or IDO specific siRNA. Cells were then added back to bulk 

cGVHD cells before undergoing or not photodepletion. Autologous PBMCs were then 

cultured either alone or in the presence of photodepleted cGVHD cells for 5 days. (c) EdU 

incorporation into CD4+ T cells, (d) frequency of IL-10 expressing CD4+ T cells  and (e) 

frequency of FoxP3 expressing cells  was evaluated. (f-h) Similarly, CD4+CD25- T cells 

from cGVHD patients were isolated and transfected with scrambled or GCN2 specific 

siRNA. Cells were then added back to bulk cGVHD cells before undergoing 

photodepletion. PBMCs from cGVHD patients were then cultured either alone or in the 

presence of photodepleted cGVHD cells for 5 days. (f) EdU incorporation into CD4+ T 

cells, (g) frequency of IL-10 expressing CD4+ T cells and (h) frequency of FoxP3 

expressing cells  was evaluated.   

 

Figure 5: Tregs from healthy donors can be modulated to express IDO.  CD4+CD25+ 

cells from healthy donors were isolated and cultured in the presence or absence of CTLA-4-

Ig and IDO expression was analyzed by Q-PCR (16 hr post-culture) in total PBMCs (a). 

IDO expression was analyzed by flow cytometry after 3 days post-culture in Tregs and non 

Tregs; shown are a representative example (Left panel) and a compilation (right panel) of 5 

independent experiments. (c) IDO activity was assessed by measuring tryptophan and 

kynurenine levels in culture supernatants and expressed as tryptophan/kinurenine ratio. (d) 

The ability of CTLA-4-Ig signalled CD4+CD25+ T cells from healthy donor to suppress 

proliferation of MLR activated CD4+CD25- T cells was studied by measuring EdU 

incorporation and expressed as mean fluorescent intensity (MFI) for CD4+CD25- T cells. 

Panel (e) shows frequency of Tregs generated from CD4+ conventional T cells in transwell 

experiment where freshly isolated CD4+CD25- T cells from healthy donors were cultured 

in the upper chamber and Tregs exposed or not to CTLA-4-Ig were placed in lower 

chamber. IDO-induced generation of Tregs in transwell experiment was disrupted by 

adding αCTLA-4, 1-MT or tryptophan to the culture media. (f) Freshly isolated 

CD4+CD25- cells were either untreated or transfected with scrambled (scr), GCN2 or IDO 
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siRNA. Cells were then cultured in the upper chamber of transwell plate, whereas 

Tregs isolated from healthy donor were placed in lower chamber in the presence or absence 

of CTLA-4-Ig. Appearance of FoxP3 expressing T cells in the upper chamber was 

evaluated by flow cytometry.  

Figure 6: IDO expressing Tregs are better than IDO expressing pDCs in generating 

induced Tregs and frequency of IDO expressing Tregs in cGVHD patients correlates 

with response to TH9402 photodepletion treatment. (a) The ability of monocyte-derived 

pDCs, or mDCs or B cells to induce Tregs was determined by activating or not these cells 

in the presence of CTLA-4-Ig for 48hrs followed by co-culture with CD4+CD25- T cells. 

Five days post co-culture, the frequency of FoxP3+ T cells was estimated by flow 

cytometry. IDO activity was blocked in the presence of 1-MT. (b) A representative 

histogram is shown for IDO expression in CD123 expressing cells after 2 day culture in the 

presence or absence of CTLA-4-Ig by flow cytometry; panel (c) shows average frequency 

of IDO expressing CD123+ cells and standard deviation from 5 independent experiments. 

(d) T cell-pDCs contact independent generation of FoxP3+ T cells was determined by 

culturing CD4+CD25- T cells in the upper chamber and monocytes-derived pDCs in the 

bottom chamber in the presence of allo-derived Tregs. IDO induction/activity was inhibited 

by anti-CTLA-4 antibody, 1-MT or exogenous tryptophan. The frequency of FoxP3 

expression in the CD4+CD25- population was determined by flow cytometry. (e) The IDO 

activity in pDCs and Tregs cultured either alone or in the presence of CTLA4-Ig was 

assessed by determining ratio of tryptophan/kynurenine in culture supernatants. (f) Relative 

contribution of Tregs and pDCs in generating iTregs was determined by culturing 

CD4+CD25- T cells in the upper chamber and allo DCs in the bottom chamber of 

transwell. To the bottom chamber, bulk, Treg depleted, photodepleted or photodepleted 

Treg depleted PBMCs were added. The frequency of FoxP3+ T cells in the upper chamber 

was determined by flow cytometry. The frequency (g) and absolute number (h) of IDO 

expressing Tregs was evaluated in blood of cGVHD patients at 0, 8, and 20 week post 

TH9402-based photodepletion therapy.  
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Supplementary figure 1: The expression of IDO by Tregs following photodepletion 

using TH9402 is TGF-β independent and restricted toTH9402.  PBMCs from cGVHD 

patients were treated or not with TH9402 and co-cultured in the presence of PBMCs from 

the same patient for 3 days in the presence or absence of TGF-β blocking antibody or 

recombinant TGF-β. Levels of FOXP3 expression within CD4+ subset (a) and IDO 

expression within FOXP3+ subset was evaluated by flow cytometry. (c) cGVHD patients’ 

PBMCs were treated or not with 8-MOP and co-cultured in the presence of PBMCs from 

the same patients for 3 days. IDO expression was assessed by flow cytometry.  

Supplementary Figure 2:  IDO expression by Tregs is increased in cGVHD patients. 

IDO expression within CD4+ FOXP3+ subset from healthy donors (HD), untreated 

cGVHD patients or co-culture of cGVHD patients with photodepleted cells from the same 

patients was evaluated by flow cytometry. Shown is a compilation of 3 independent 

experiments. 

Supplementary Figure 3: Analysis of CD80 expression on Tregs and frequency of 

APCs in cGVHD patients. (a) CD80, a ligand for CTLA-4, expression was assessed in 

CD4+FoxP3+ and CD4+FoxP3- T cells by flow cytometry. Shown is the proportion of 

CD80 expressing Tregs and non Tregs (b) and mean fluorescent intensity (MFI) of CD80 

on the two subsets of CD4+ T cells. (c) Total total pDC, (d) mDC1, (e) mDC2 and (f) 

monocytes were monitored by flow cytometry in blood of TH9402 treated cGVHD patients 

on 0, 8 and 20 week post-treatment.  

Supplementary figure 3: IDO is required for anti-GVHD effect of photodepleted cells. 

(a) IDO expression was analyzed in PBMCs co-cultured or not with photodepleted PBMCs 

and transfected with scrambled or IDO specific siRNA. (b) Scrambled or IDO siRNA 

transfected PBMCs from cGVHD patients were photodepleted and cultured at indicated 

ratio with activated CD4+ T cells. Total proliferation was assessed by 
3
H thymidine 

incorporation and CD4+ T cell proliferation was assessed by EdU incorporation. (c) 

Schematic of transwell assay.  (d) ) CD4+CD25+ iTregs were isolated from transwell 
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cultures (Fig. 3g) and their capacity to suppress alloreactive T cell proliferation was 

measured by EdU incorporation at the indicated iTregs to T cell ratios. 

Supplementary figure 4: Co-cultures of photodepleted with cGVHD allows for 

increased IL-10 expression by FOXP3 Tregs. IL-10 and IFN-γ expression within 

CD4+FOXP3+ subset in untreated cGVHD, photodepleted, co-cultures of photodepleted 

and untreated in the presence or absence of 1-MT was evaluated by flow cytometry. Shown 

is a representative example and a compilation of 3 independent experiments. 

Supplementary figure 5: Trypothan degradation is necessary for Treg induction and 

IL-10 secretion. (a) PBMCs from cGVHD patients were cultured alone or in the presence 

of photodepleted PBMCs in the presence or absence of PCPA (inhibitor of tryptophan 

hydroxylase that degrades tryptophan into serotonin) or 1-MT (inhibitor of IDO that 

degrades tryptophan into kynurenine) for 5 days. The frequency of Tregs (a) and IL-10 

expressing CD4+ T cells (b) in individual culture were determined by flow cytometry. (c) 

CD4+ T cell proliferation was determined by EdU incorporation assay. 

Supplementary figure 6: IDO inhibition leads to increased expression of IFN- by 

FOXP3 Tregs. CD4+CD25+ T cells from cGVHD patients were isolated and transfected 

with scrambled or IDO specific siRNA. Cells were then added back to bulk cGVHD cells 

before undergoing photodepletion. IFN- and IL-17 expression within CD4+FOXP3+ subset 

was evaluated by flow cytometry. Shown is a representative example and a compilation of 

3 independent experiments. 

Supplementary figure 7: Increase in Treg frequency is not due to preferential 

proliferation of FoxP3+ cells. (a) Experimental design for Fig 5e. (b) Experimental design 

for Fig 5f. (c) Purified CD4+CD25- T cells were labelled with CFSE and added to the 

upper chamber of transwell for experiment described in Fig 5e. On day 5, cell proliferation 

was assessed by measuring CFSE intensity by flow cytometry. To exclude possibility that 

increase in Tregs was not due to preferential survival of CD4+CD25+FoxP3+ cells viability 

(d) and absolute cell numbers (e) were assessed by trypan blue counts.  

Supplementary Figure 8: Treg induction by pDCs is IDO and GCN2 dependant. (a) 

Monocytes from Healthy donors were isolated and in vitro differentiated into pDCs or 
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mDCs. Cells were then exposed or not to CTLA-4-Ig for 2 days and co-cultured with 

CFSE labelled CD4+CD25- T cells for 5 days in the presence or absence of  IDO inhibitor 

1-MT. Proliferation of CD4+FoxP3+ and CD4+FoxP3- T cells was assessed by flow 

cytometry. (b) Monocytes-derived pDCs or mDCs were exposed or not to CTLA-4-Ig for 2 

days followed by co-culture with CD4+CD25- T cells for 5 days in the presence or absence 

of 1-MT and the frequency of IL-10, INF-γ and IL-17 expressing CD4+ T cells was 

assessed by flow cytometry. (c) Monocytes-derived pDCs or mDCs were stimulated or not 

with CTLA-4-Ig for 2 days and co-cultured for 5 days with CD4+CD25- T cells that were 

transfected with scrambled or GCN2 specific siRNA (prior to culture). FoxP3 expression in 

CD4+CD25- T cells was measured by flow cytometry. (d) IL-10, IL-17 and INF-γ 

expression was also assessed by flow cytometry. 

Supplementary figure 9: FoxP3 conversion by photodepleted cells involved 

tryptophan depletion. (a) Supernatants of select cultures described in figure 6f were used 

for culturing freshly isolated CD4+CD25- T cells in the presence or absence of 

supplementary tryptophan and the frequency of FoxP3 expressing T cells was evaluated by 

flow cytometry. (b) Photodepleted cells were co-cultured with increasing number of 

monocyte-derived pDCs in the bottom chamber of transwell plate, whereas freshly isolated 

CD4+CD25- cells were placed in the upper chamber and cultured for 5 days. The frequency 

of FoxP3 expressing T cells was evaluated in the CD4+CD25- subset by flow cytometry.
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Online supplementary material and methods 

Patients and healthy donors 

Peripheral blood samples were obtained from healthy donors and chronic GVHD (cGVHD) 

patients who failed to respond to at least 2 different immunosuppressive agents. All patient 

subjects underwent allogenic stem cell transplantation at Maisonneuve-Rosemont hospital 

(HMR), Vancouver General Hospital, Ottawa Hospital or Hamilton Hispotal, and all 

suffered from chronic GVHD according to the national institute of Health (NIH) Consensus 

Development Project criteria
502

.  

TH9402-induced photodepletion 

Patients treated under the clinical Phase I/II study of ECP underwent 7 weekly 

leukapheresis followed by ex vivo photodepletion using the TH9402 treatment protocol
12

, 

except that heat inactivated fetal bovine serum (FBS) was replaced by autologous serum for 

culturing photodepleted cells, and 1 x 10
8
 photodepleted cells were re-infused into the 

patients on the same day. For in vitro studies, Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

from cGVHD patients were isolated using density gradient centrifugation (Ficoll-Hypaque, 

Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfee, Montreal, QC, Can) and resuspended at 

1x10
6
 cells/mL in X-Vivo 15 medium without phenol red (BioWhittaker, Walkersville, 

MD, USA) supplemented with 2.5% iFBS (Hyclone, Logan, UT, USA). Cells were 

incubated for 45 minutes in the presence of 1.32 M 4,5-dibromorhodamine (TH9402; 

Kiadis Pharma, Amsterdam, Netherlands) at 37ºC, 5% CO2 in T75 flasks (VWR, Ville 

Mont-Royal, QC, Can) followed by exposure to 5 J/cm
2
 visible light (514 nm) delivered by 

a scanning device (Kiadis Pharma). 

Anti-viral T cell response 

PBMCs were adjusted to 10
6
 cells/ml and co-stimulatory antibodies (CD28 and CD49d, 

1µg/ml, BD Biosciences) and brefeldin-A (10µg/ml, Sigma Aldrich) were added. The cells 

were loaded with CEF32 peptide pool consisting of peptides derived from cytomegalovirus, 

Epstein-Barr virus (EBV) and influenza viruses (CEF). An un-stimulated culture and 

PMA/ionomycin-stimulated controls were included in each assay. Cells were incubated for 
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5 hours at 37C followed by fixation/permeabilization, and staining for IFN-γ, CD3, 

CD4, CD8 and CD69.  

Evaluation of Treg function 

TH9402 photodepleted PBMCs from cGVHD patients were used as effector (E) cells, 

while untreated cells from the same GVHD patients were used as targets (T). Alternately, 

PBMCs isolated from healthy donors and activated by MHC mismatched irradiated PBMCs 

(6000 cGy; Gammacell 3000 Elan, MDS Nordion, Ottawa, On, Can)
434

 were used as 

targets. To measure Treg function, effector cells were incubated with target cells at various 

E:T ratios in round bottom 96-well plates (Corning, Nepean, ON, Can.) for 5 days. Culture 

medium consisted of RPMI-1640 supplemented with 10% FBS, 1mM sodium pyruvate, 

non essential amino acids, 2 M L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 g/mL 

streptomycin (all Gibco, Burlington, ON, Canada), 50 M -mercaptoethanol (Sigma-

Aldrich) and 50 IU/mL IL-2 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA). This media was used 

for all cell cultures unless described otherwise.  

To measure cell proliferation, 1 C/well 
3
H-thymidine (0.037mBq; PerkinElmer Life and 

Analytical Sciences, Waltham, MA, USA) or 10 M 5-ethynyl-2’-deoxyuridine/well (EdU) 

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) was added to 4 day cell culture and incubated further 

for 18 hours. Cells were then harvested using a Packard Filtermate Cell Harvester-Unifilter 

96 unit (Packard, Groton, CT, USA) onto Unifilter plates (Millipore, Nepean, ON, Can) 

and 
3
H-thymidine incorporation was measured using a Topcount NXT Microplate 

Scintillation and Luminescence counter (Packard). In some experiments, cell proliferation 

was measured by determining incorporation of 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU; 10 M per 

well for 18 hr; Invitrogen, Burlington, ON, Canada). EdU incorporation was evaluated by 

flow cytometry (FACS LRS II, BD Bioscience) using Pacific blue conjugated azide 

(Invitrogen) and analyzed. 

Transwell assay 

Untreated PBMCs, photodepleted PBMCs or co-culture of untreated and photodepleted 

PBMCs isolated from cGVHD patients or isolated Tregs were cultured in the lower 

chamber of a 24-well transwell plate (0,4 μm membrane separating upper and lower 
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chamber; Corning) in the presence or absence of inhibitors of IDO induction/activity. 

Purified CD4+CD25- T cells were cultured in the upper chamber of the transwell. The 

frequency of FoxP3 expressing cells in the upper chamber was evaluated after 5 day 

culture. 

For testing activity of IDO secreted in culture supernatant following photodepletion of 

PBMCs, 5 day culture supernatants were concentrated using 30kd cutoff Amicon Ultra-15 

centrifuge filter units. The concentrated supernatant was added to CD4+CD25- T cell 

culture to test its ability to generate FoxP3+ Tregs.   

Real time quantitative-PCR (Q-PCR) 

RNA was extracted from cultured cells using RNeasy Mini Kit (Qiagen) and cDNA was 

synthesized (Biorad). IDO and GNC2 expression was determined by Q-PCR (ABI 7500 

instrument) and results were normalized to B2M expression by Ct method. Following 

primers were used for Q-PCR. IDO: forward 5’AGAGTCAAATCCCTCAGTCC3’, 

reverse 5’AAATCAGTGCCTCCAGTTCC3’; GCN2 forward 

5’TGCAACACACCTGACCAC3’, reverse 5’ACTTGCGCGGCCTGAACAA3’; B2M 

forward 5’-CACGTCATCCAGAGAATGG-3’, reverse 5’-

GATGCTGCTTACATGTCTCGATCC-3’.  

siRNA 

siRNA directed toward IDO and GCN2, and associated reagents were purchased from 

Santa Cruz biotechnologies. Manufacturer’s protocol was followed for siRNA transfection. 

Protein analysis 

Cells were lysed in buffer containing 50mM Tris-HCl  pH 7.3, 5mM EDTA, 50mM KCl, 

0,1%NP-40, 1mM dithiotheitol and protease inhibitor cocktail (Sigma). Protein 

concentration was determined by Bradford assay and Western blotted for IDO and -actin. 

IDO and -actin specific band signals were quantified using a LAS-3000:LCD camera 

coupled with MultiGauge software (Fugi, Stamford, CT).  

Immunofluorescence 

For immunofluorescence studies 50,000 PBMCs photodepleted or not and cultured for 3 

days were cytospun, fixed, permeabilized and stained for FoxP3 and IDO. Images were 
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acquired using Axovision LE microscope (Zeiss). Images were taken with ×20 or ×63 

oil-immersion lens. Images were cropped, brightness and contrast were enhanced 

minimally, and a 1-pixel median average was applied to each channel. 

Antibodies and flow cytometry analysis  

The following antibodies and reagents were purchased from BD Biosciences:  APC-

conjugated anti-CD123, -CD11b, -CD25, -CD62L, Pacific blue conjugated anti-CD45RA, 

PE or V450-conjugated anti-CD4, V450 or PE-conjugated anti-IDO, FITC conjugated anti-

CD80, PE-conjugated anti-IL-10, 7-amino actinomycin D (7-AAD), APC conjugated anti-

IFN, PE-labelled anti-IL-10, and PE-labelled anti-IL-17. Rabbit anti-human IDO antibody 

was from Fisher. Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit and APC conjugated anti-human IL-10 

antibodies were from Ebioscience. FoxP3 and CTLA-4 antibodies were from Biolegend. 

For intracellular staining, fixation and permeabilization buffer was purchased from 

Ebioscience. Cells were stained in complete PBS/FBS in the presence of Fc blocking 

reagent (Miltenyi Biotech, Auburn, CA, USA) for 15 minutes in cold, washed two times, 

and suspended in PBS/FBS. At least 5x10
4
 events were acquired using FACS LSRII (BD 

Bioscience) and analyzed using Flow Jo software (Tree Star, Ashland, OR, USA).  

Biochemicals and chemicals 

1-Methyl-d-tryptophan (1-MT), brefeldin, Flt3L, G-CSF, LPS were obtained from Sigma. 

IL-2, CTLA-4-Ig, TGF- and anti-TGF- were acquired from Biolegend. Recombinant 

human IDO was purchased from R&D systems. Carboxyfluorescein succinimidyl ester 

(CFSE) was acquired from Invitrogen. 

Tregs and CD4+ T cell isolation 

The CD4
+
CD25

+
 human regulatory T cell isolation kit (Miltenyi Biotec) was used for 

isolating Tregs and CD4+ T cells. In brief, total CD4+ T cells were isolated by negative 

selection. This fraction was used for positive selecting CD25
+
 T cells using magnetic 

microbeads conjugated antibody and the MACS LS columns (Miltenyi Biotec), whereas 

negative fraction was used as for obtaining CD4+CD25- T cells. 
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pDCs and mDCs generation 

Monocytes were isolated from PBMCs obtained from healthy donors by plastic adherence 

in 6-well plate (BD bioscience). Cells were then cultured for 5 days in the presence of 100 

ng/mL Flt3L (pDCs) or 50 ng/mL G-CSF and 50 ng/mL (mDCs). At the end of the culture, 

only cells in suspension were collected. pDCs maturation was induced by culturing in the 

presence of human CD40L expressing murine NIH/3T3 cell line (kind gift of Gordan 

Freeman, Dana Farber Cancer Institute, Boston, USA), whereas mDC maturation was 

induced by LPS (100ng/mL).  

CFSE labelling 

Purified cells were incubated in the presence of 5 μM CFSE (Invitrogen) for 15 minutes in 

RPMI lacking serum. Cells were washed with PBS and used in transwell experiment. CFSE 

staining was measured by flow cytometry. 

HPLC analysis 

PBMCs from patients suffering from cGVHD, co-culture of photodepleted PBMCs and 

cGVHD patients PBMCs, isolated Tregs, monocyte-derived pDCs or co-culture of Tregs 

and monocyte-derived pDCs were cultured in complete RPMI-1640 without phenol red and 

50 IU/mL IL-2 (R&D systems) for 5 days. Levels of trytpophan and kynurenine were 

determined using 150x1mm Q-TRAP 4000 HPLC column (Phenomenex) 

Inhibition of Treg mediators  

Biological activity of Treg mediators was inhibited using anti-CTLA-4 antibody or isotype 

matched control antibody (Sigma-Aldrich) in co-cultures. To ensure inhibition by the 

mAbs, we used 10-times higher concentration than the manufacturer recommended ND50 

(neutralizing dose 50). 1-MT was used at 10M (?? Check) concentration for co-culture 

conditions and was used at 2-3 fold higher concentration for testing IDO activity in culture 

supernatant. Tryptophan was added at __concentration. 

Statistical analysis 

Statistical analysis of all data was done by GraphPad Prism software version 4.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Statistical significance was determined by the Mann-

Whitney or ANOVA tests.  
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Chapitre 4.  

Résultats Supplémentaires 
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Les résultats suivants ne font pas partie des articles des chapitres précédents. 

Toutefois, ils aident à la compréhension de ces derniers. De plus, ces résultats seront 

utilisés comme données de base pour les études ultérieures de notre laboratoires afin de 

mieux comprendre l’effet de la photodéplétion au TH9402 sur la réponse alloréactive. 

1. La préservation des Tregs est nécessaire à la tolérance 

induite par la photodéplétion dans le contexte de la prévention 

de la GVHD. 

 

Il a été démontré que, lors de transplantation de HSC haplo-compatibles, la 

photodéplétion au TH9402 permet de « nettoyer » le greffon de cellules T alloréactives. 

Ceci permet de promouvoir la reconstitution immune tout en la réduisant le risque associé 

au développement d’une GVHD. Chez l’homme, la photodéplétion permet d’infuser à des 

patients une dose de cellules T approximativement 100 fois plus élevée que le taux 

généralement défini comme capable de générer une GVHD mortelle. Toutefois, le 

mécanisme par lequel la photodéplétion permet cette tolérance demeure incompris. Les 

deux hypothèses émises étaient soit que l’élimination des cellules alloréactives était 

suffisante pour générer cette tolérance ou que cette tolérance impliquait la préservation des 

Tregs. 

Matériel et méthode 

 

Dans cette étude, nous avons utilisé un modèle murin recevant des cellules T 

incompatibles photodéplétées ou non et déplétées en cellules CD4+CD25+ ou non afin 

d’éliminer les Tregs par billes magnétiques. Les cellules de souris C57BL/6 (Jackson 

Laboratories, Montréal, Canada) déplétées ou non en cellules CD4+D25+ ont été cultivées 

avec des cellules de souris BALB/c (Jackson) irradiées pendant 3 jours. Suite à cette 
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culture, les cellules ont subi ou non une photodéplétion au TH9402. La méthode de 

photodéplétion varie de celle observée dans les articles précédents. En effet, au lieu 

d’utiliser la technique de l’ECP, la technique ATIR a été utilisée. C'est-à-dire que les 

cellules ont été exposées 40 minutes à 10uM de TH9402 suivi d’une période d’extrusion de 

50 minutes dans un milieu sans TH9402. L’exposition à la lumière fut de 5J/cm
2
. Les souris 

BALB/c irradiées létalement (100Gy) ont reçu 1x10
7
 cellules de moelle osseuse déplétées 

en cellules T à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre Thy1.1 et du complément 

ainsi que 1x10
6
 cellules T provenant de souris C57BL/6. 

Résultats 

 

Les souris ayant reçu des cellules photodéplétées présentent une survie prolongée 

par rapport aux souris ayant reçu des cellules non traitées. Il n’y a pas de différence 

significative entre la survie des groupes ayant reçu des cellules T non traitées peu importe 

si le greffon était déplété ou non en Tregs. Toutefois, les souris ayant reçu des cellules 

photodéplétées où les Tregs avaient préalablement été éliminées présentent une survie 

diminuée par rapport au groupe dont les Tregs n’avaient pas été éliminées (p<0.05). Cette 

expérience nous amène donc à conclure que la préservation des Tregs joue un rôle 

important dans la tolérance induite par les cellules ayant subi la photodéplétion. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 17 La préservation des Tregs est nécessaire à la tolérance induite par la 

photodéplétion dans le contexte de la prévention de la GVHD. Les souris Balb/c ont été 
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irradiées létalement et ont reçu une greffe d’HSC ainsi que des cellules T afin de 

déclencher une GVHD létale. Les cellules T injectées aux souris étaient traitées à la 

photodéplétion ou non et déplétées ou non en cellules CD4+CD25+. 

 

2. La photodéplétion au TH9402 favorise la réponse Th2 

au détriment de la réponse Th1 dans le contexte du 

traitement de la cGVHD. 

 

Dans les deux articles précédents, nous avons démontré que la photodéplétion au 

TH9402 entraînait une augmentation des Tregs ainsi qu’une diminution de la réponse 

alloréactive de manière dépendante d’IDO. Toutefois, l’effet des cellules photodéplétées 

sur les cellules non Tregs n’a pas encore été évalué. Chez la souris, il a été démontré que 

l’aGVHD était médiée par les cellules CD4+ de type Th1 et les cellules CD8+ et que la 

cGVHD était médiée par les cellules T de type Th2
309-311

. Cependant, chez l’homme, il a 

été démontré que les cellules Th1 pouvaient également être en cause dans la 

pathophysiologie de la cGVHD
369

. Nous avons émis l’hypothèse que le développement 

préalable de l’aGVHD pouvait en être la cause. Le but de cette expérience est de 

comprendre l’effet des cellules photodéplétées et plus particulièrement des Tregs dans la 

balance Th1/Th2. 

Matériel et Méthode 

 

Des cellules de patients atteints de cGVHD ont été cultivées en présence de cellules 

traitées ou non à la photodéplétion pendant 5 jours. Ces cellules ont également été déplétées 

ou non en cellules CD4+CD25+ à l’aide de billes magnétiques. Après cette culture, les 

cellules T ont été restimulées à l’aide de PMA/Ionomycine (Sigma) pendant 4 heures. Du 



 

174 

 

 

brefeldine A (Sigma) a été ajouté durant les deux dernières heures pour bloquer la 

sécrétion de cytokines. Les taux d’IFN-γ et d’IL-4 ont été évalués par cytométrie en flux. 

Résultats 

 

Suite à une co-culture entre des cellules de patients cGVHD et des cellules traitées à 

la photodéplétion, les cellules T CD4+ expriment une quantité plus élevée d’IL-4 et une 

plus petite quantité d’IFN-γ. Ceci peut se traduire par une augmentation du phénotype Th2 

et une diminution du phénotype Th1 dans ces cellules. Toutefois, la déplétion des cellules T 

CD4+CD25+ renverse cet effet. La déplétion des cellules CD4+CD25+ n’a toutefois pas 

d’effet significatif sur les populations Th1/Th2 dans les cellules non traitées. Ceci signifie 

que l’enrichissement en Tregs produit par la photodéplétion est nécessaire à l’effet des 

cellules photodéplétées sur le changement de la balance Th1/Th2 effectué par les cellules 

photodéplétées. 

 

 

Figure 18 Les cellules photodéplétées augmentent la réponse Th2 et diminuent la 

réponse Th1de manière Treg dépendante. Des cellules provenant de patients atteints de 

cGVHD ont été mises en culture avec des cellules photodéplétées ou non provenant du 

même patient pendant 5 jours. Les cellules photodéplétées étaient déplétées ou non en 
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cellules CD4+CD25+. Après restimulation, le taux de cellules exprimant IFN-γ et IL-4 

a été évalué par cytométrie en flux. 

3. Les cellules photodéplétées ont un effet inhibiteur sur les   

cellules CD8 de manière CTLA-4 et IDO dépendante. 

 

Comme il a été décrit dans la revue de littérature, la réponse Th1 est associée à une 

réponse cellulaire médiée par les cellules T CD8. Puisque nous avons observé que les 

cellules photodéplétées entraînaient une baisse de la réponse Th1, nous avons tenté 

d’étudier l’impact de la photodéplétion sur la réponse cellulaire CD8. Ce tableau représente 

une compilation de 5 expériences indépendantes. 

Dans le précédent article, nous avons identifié CTLA-4 et IDO comme étant les 

principaux effecteurs de l’effet anti-GVHD des cellules photodéplétées (Bastien et al, 

soumis). IDO exerce son effet anti-inflammatoire par déplétion du tryptophane. Cette 

diminution du tryptophane dans le milieu se traduit chez les cellules T par l’expression de 

GCN2, qui a pour effet d’arrêter le cycle cellulaire. Il existe deux destins possibles pour 

une cellule exprimant GCN2 : le premier consiste à, par un mécanisme inconnu, exprimer 

FOXP3 et de se convertir en Treg, le second se présente si la baisse du tryptophane est trop 

forte et que le stress au niveau du réticulum endoplasmique ne permet pas la survie de la 

cellule. Dans les cas de stress au niveau du réticulum endoplasmique, les cellules répondent 

en exprimant la protéine C/EBP homologous protein (CHOP), ce qui entraîne un arrêt du 

cycle cellulaire et peut mener à l’apoptose
503

. Dans un premier temps, nous avons évalué la 

proportion de cellules exprimant CHOP dans les cellules T CD4 et CD8. Nous avons 

ensuite évalué l’impact des cellules photodéplétées sur l’activité cytotoxique des cellules T 

CD8 dirigées contre les cellules du patient de manière descriptive, par le marqueur de 

dégranulation des cellules CD8 (le CD107a)
504

, et fonctionnelle. 

De plus, comme décrit dans la revue de littérature, il existe d’autres types de Tregs 

outre les cellules CD4+CD25+FOXP3+. Parmi ces cellules T régulatrices, on retrouve les 

cellules CD8+CD28- ainsi que les cellules T double négatives CD4-CD8-. Puisque nous 
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avons observé une préservation des Tregs exprimant CD4, la survie des autres types de 

cellules T régulatrices a également été investiguée. 

Matériel et méthode 

 

Évaluation de l’expression de CHOP et CD107a 

Les co-cultures entre les cellules provenant de patients atteints de cGVHD et de 

cellules photodéplétées ont été effectuées suivant le modèle expliqué dans le second 

chapitre de cette thèse. L’évaluation de l’expression de CHOP et CD107a a été effectuée 

par cytométrie en flux. 

 

Évaluation de l’activité cytotoxique des cellules CD8 

Les PBMCs provenant d’un patient atteint de cGVHD ont été incubées pendant 4 

heures avec du Cr
51 

 (Amersham) pendant 90 minutes. Ces cellules ont ensuite été mises en 

culture pendant 4 heures en présence de cellules photodéplétées ou non provenant du même 

patient. Un anticorps neutralisant dirigé contre CTLA-4 a également été ajouté ou non à la 

co-culture. Le taux de Cr
51

 présent dans le surnageant a ensuite été évalué grâce à un 

compteur gamma. 

 

Évaluation de la survie des cellules T régulatrices 

Les PBMCs provenant d’un patient atteint de cGVHD ont été exposées ou non à la 

photodéplétion au TH9402. Trois jours après le traitement, la proportion de cellules T 

CD8+CD28- et de cellules T CD4-CD8- a été déterminée à partir des cellules survivantes 

(AnnV- et 7AAD-). 

Résultats  

 

Nous avons observé une augmentation de l’expression de la protéine CHOP chez les 

cellules T CD4+ et CD8+ suite au traitement à la photodéplétion. De manière intéressante, 
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l’inhibition d’IDO est associée à une perte de cette expression. Ces résultats suggèrent 

que l’activité d’IDO peut entraîner soit un arrêt du cycle cellulaire ou une augmentation de 

l’apoptose des cellules T suite au traitement à la photodéplétion. D’ailleurs, ceci corrèle 

avec les résultats obtenus démontrant une diminution de la prolifération dépendante de 

l’activité d’IDO des cellules T CD4 dans les co-cultures (Bastien et al, soumis). Toutefois, 

aucune différence n’a été observée au niveau de l’expression de CD107a, signifiant que 

l’état d’activation des cellules T CD8 n’a pas été changé par la photodéplétion. 

 

Du point de vue fonctionnel, on observe également une activité cytotoxique réduite 

des cellules ayant subi la photodéplétion. Encore une fois, l’inhibition d’IDO entraîne une 

perte de cet effet. Ces résultats suggèrent fortement que la photodéplétion a un effet 

inhibiteur sur la réponse T CD8 de manière IDO dépendante. Ceci pourrait se traduire par 

le fait que l’activité d’IDO ne fait que diminuer la survie des cellules T CD8, sans changer 

leur activité. 

 

 

Figure 19 La photodéplétion entraîne une baisse de l’activité des cellules T CD8 par 

augmentation de l’apoptose. Des PBMC provenant de patients cGVHD ont été cultivés en 

présence de cellules photodéplétées ou non provenant du même patient en présence ou 

absence de 1-MT. A. L’expression du facteur pro-apoptique CHOP a été évaluée par 
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cytométrie en flux. B. L’expression du marqueur de dégranulation des cellules T CD8, 

CD107a a été évalué par cytométrie en flux. C. Les PBMCs provenant d’un patient atteint 

de cGVHD ont été incubés avec du Cr
51

. L’activité cytotoxique des cellules photodéplétées 

été évaluée par un essai de relâche de Cr
51

. 

Nous avons ensuite évalué la survie des cellules T régulatrices autres que les 

CD4+CD25+FOXP3+. Dans cette étude, nous  avons observé que la photodéplétion était 

associée à une augmentation de la proportion de cellules CD8+CD28- ainsi que de cellules 

T double négatives CD4-CD8-. Ces résultats démontrent que la photodéplétion peut être 

utilisée pour enrichir non seulement les Tregs conventionnels, mais également les autres 

types de cellules T régulatrices incluant les cellules T CD8+CD28- et les cellules T double 

négatives. 

 

 

Figure 20 La photodéplétion permet l’enrichissement des cellules T régulatrices 

CD8+CD28- et cellules double négatives. Des PBMCs provenant de patients atteints de 

cGVHD ont été exposés à la photodéplétion. La proportion et le nombre absolu de cellules 

T régulatrices A. CD8+CD28- et B. CD4-CD8- survivant au traitement fut évaluée par 

cytométrie en flux. 
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4. L’activité de CTLA-4 induit une diminution de 

l’expression des molécules de co-stimulation chez les 

APCs de manière indépendante de l’Activité catalytique 

d’IDO 

 

Le 8-MOP, un agent photosensible fréquemment utilisé dans la thérapie de la cGVHD, 

induit la tolérance via son activité sur les cellules dendritiques. Il a été démontré que les 

cellules apoptotiques infusées au patient sont phagocytées par les monocytes et les cellules 

dendritiques immatures qui arborent alors un phénotype tolérogénique. Dans le cadre de 

cette thèse, nous avons cherché à savoir si un tel mécanisme pouvait être présent chez les 

patients GVHD. Puisque nous avons démontré que CTLA-4 et IDO sont les principaux 

effecteurs tolérogéniques des cellules photodéplétées, nous avons cherché à connaitre 

l’impact de la signalisation de CTLA-4 sur les monocytes et les cellules dendritiques.  

Matériel et méthodes 

 

Les monocytes des patients cGVHD ont furent isolés par adhérence dans des 

plaques 6 puits adhérentes (BD Biosciences). Les cellules furent ensuite cultivées durant 6 

jours en présence de 100ng/mL d’IL-4 (R&D system) et de G-CSF (R&D system). Les 

cellules en suspension furent collectées et cultivées pendant 3 jours en présence de LPS et 

de CTLA-4-Ig (R&D system). L’activité d’IDO a été bloquée ou non par l’ajout de 1-MT. 

Le phénotype des APCs fut analysé par cytométrie en flux. 

Résultats 

 

Les cellules présentatrices d’antigènes exposées au CTLA-4 présentent une 

diminution significative de l’expression des molécules de co-stimulation CD83 et CD86. 

Ceci est caractéristique des APCs immatures et tolérogéniques. De plus, une diminution 
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marquée de l’expression d’IL-12 est observée lorsque les cellules sont cultivées en 

présence de CTLA-4-Ig. De manière intéressante, ce phénomène n’est pas renversé par 

l’inhibition de l’activité catalytique d’IDO, ce qui suggère qu’il s’agit d’un phénomène 

IDO-indépendant. Des études supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si ce 

phénomène, causé par le CTLA-4-Ig, est également retrouvé dans le contexte de la 

photodéplétion au TH9402. 

 

 

Figure 21 L’activité de CTLA-4 induit un phénotype tolérogénique chez les APCs. Les 

APCs d’un patient cGVHD ont été induits à partir de ses propres monocytes. Les APCs ont 

ensuite été exposées au LPS pour favoriser la maturation de ces derniers. Les cellules ont 

également été exposées au CTLA-4-Ig et au 1-MT. L’expression d’IL-12 ainsi que des 

molécules de co-stimulation CD83 et CD86 a été évaluée par cytométrie en flux. Est 

présenté en A. un exemple représentatif et B. une compilation de 4 expériences 

indépendantes.  
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5. Les patients atteints de cGVHD de novo possèdent un 

plus grand nombre de Tregs 

La physiopathologie de la cGVHD demeure inconnue. Lors de la revue de littérature, 

nous avons émis l’hypothèse que les patients ayant préalablement eu une aGVHD ont une 

physiopathologie différente de ceux n’ayant jamais eu cette maladie. Dans ce sens, le taux 

de Tregs chez les patients atteints de cGVHD demeure sujet à controverse, puisque 

plusieurs affirment que ce taux est augmenté chez les patients souffrant de cGVHD alors 

que d’autres observent une diminution de ce taux. Dans cette étude nous avons évalué le 

taux de Tregs chez les patients participant à l’étude clinique portant sur le traitement de la 

cGVHD par la photodéplétion au TH9402. 

 

Matériel et méthode 

L’analyse phénotypique des cellules T des patients participant à l’étude clinique 

portant sur le traitement de la cGVHD par la photodéplétion au TH9402 a été effectuée par 

cytométrie en flux. 

 

Résultat 

Dans cette étude, nous avons observé que les patients souffrant de cGVHD de novo, 

c'est-à-dire n’ayant pas eu d’aGVHD au préalable, possédaient un taux de Tregs plus élevé 

que les patients ayant eu l’aGVHD au préalable. Ces résultats vont dans le même sens que 

l’hypothèse émise par Matsuoka et al stipulant que le taux de Tregs chez les patients 

souffrant de cGVHD est plus élevé que la normale alors que les patients souffrant 

d’aGVHD ont un défaut de reconstitution des Tregs suite à la greffe de cellules souches 

330
.Il sera intéressant d’étudier avec plus de précision les différences entre les types de 

cGVHD au niveau des autres populations de cellules T.  
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Figure 22 Les patients souffrant de cGVHD de novo ont une augmentation des Tregs 

comparé aux patients ayant préalablement eu l’aGVHD. Le taux de Tregs des patients 

souffrant de cGVHD réfractaire a été relevé en fonction du type de cGVHD du patient. Le 

taux de Tregs a été déterminé par cytométrie en flux. 
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Dans le premier chapitre de cette thèse, nous avons démontré que la 

photodéplétion au TH9402 permet une élimination sélective des cellules T activées tout en 

épargnant les cellules T au repos et les Tregs. Les Tregs préservés sont fonctionnels et 

peuvent ainsi immédiatement exercer un effet anti-GVHD caractérisé par une diminution 

de la prolifération des cellules alloréactives. Nous avons également observé que l’ajout de 

cellules photodéplétées aux cellules de patients souffrant de cGVHD était associé à une 

augmentation de la sécrétion d’IL-10. De plus, ces effets anti-inflammatoires sont 

conservés à de faibles ratios de cellules photodéplétées : cellules cGVHD, allant d’un ratio 

1 :1 à un ratio 1 :8. L’importance de ce ratio est importante au plan clinique, puisque la 

quantité maximale de sang récupérér pour un traitement d’ECP est de  15% de la 

population lymphocytaire d’un individu donné
505

. Ceci impliquerait que les cellules Tregs 

infusées se retrouvent à un ratio compatible avec une activité immunorégulatrice. 

 

De plus, nous avons démontré que les Tregs traitées au TH9402 pouvaient induire 

un phénotype Treg dans les cellules CD4+CD25-. Le mécanisme par lequel les Tregs 

photodéplétés pouvaient induire ce phénotype n’a pas été étudié dans ce chapitre. 

Cependant, cette induction de Tregs ainsi que l’effet anti-cGVHD des cellules 

photodéplétées étaient dépendants de CTLA-4, un des principaux effecteurs des Tregs. 

Nous avons ensuite démontré in vivo que l’injection de cellules photodéplétées chez le 

patient souffrant de cGVHD entraînait, chez ces patients, une augmentation de la 

proportion de Tregs aussi tôt que 4 semaines après le début du traitement. Ceci représente 

un intervalle beaucoup plus court que celui de 12 semaines rapporté avec le 8-MOP. Ces 

résultats semblent donc attribuer au TH9402 un profil d’activité favorable en regard du 8-

MOP qui est l’agent présentement utilisé en clinique. 

 

Alors que le TH9402 a déjà été utilisé avec succès dans la prévention de la GVHD 

dans le contexte des greffes de moelle osseuses haplo-identiques (Roy et al, manuscrit en 

préparation), les présents travaux représentent la première étude portant sur la capacité du 

TH9402 à traiter une cGVHD déjà établie. Les traitements actuels de la cGVHD impliquent 
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de hautes doses d’immunosuppresseurs présentant des effets secondaires débilitants. 

L’utilisation des propres cellules du patient afin de combattre la cGVHD représente une 

voie séduisante dans l’optique du développement de nouvelles thérapies 

immunosuppressives. De plus, cette thérapie étant effectuée ex vivo, les risques d’effets 

secondaires systémiques sont plus faibles pour le patient. Comme décrit dans la revue de la 

littérature, il existe deux manières efficaces de traiter la cGVHD : éliminer les cellules 

responsables de la cGVHD ou augmenter le nombre de Tregs possédant un effet anti 

cGVHD. La photodéplétion permet d’éliminer les cellules T alloréactives tout en préservant 

les Tregs. Son effet anti-cGVHD peut s’exercer ainsi dans ces deux registres. Toutefois, les 

thérapies immunosuppressives représentent une arme à double tranchant : en effet, une trop 

grande immunosuppression peut augmenter les risques d’épisodes infectieux ainsi que de 

rechutes. Afin d’optimiser les traitements dans le but d’éviter les risques de ces effets 

néfastes, une plus grande connaissance du mécanisme d’action des Tregs s’impose. Tel 

était l’objectif du second chapitre de cette thèse. 

 

Dans le second chapitre nous avons démontré, dans un premier temps, que la 

photodéplétion entrainait une augmentation de la proportion de cellules T exprimant 

FOXP3 chez tous les patients traités à la photodéplétion au TH9402. Cependant, cette 

augmentation de proportion de Tregs pouvait se traduire par une augmentation du nombre 

de Tregs seulement chez les patients ayant répondu au traitement. Nous avons identifié IDO 

comme le principal effecteur de cette augmentation de la population Treg. De manière 

intéressante, nous avons observé que, contrairement à ce qui a été rapporté dans la 

littérature, ce sont les Tregs qui expriment IDO chez le patient atteint de cGVHD et que 

l’IDO exprimé par les Tregs contribue grandement à l’effet anti-GVHD et à l’induction du 

phénotype Tregs chez les cellules CD4+CD25-. Cette conversion implique une diminution 

du tryptophane ainsi que l’activité de la protéine GCN2. De plus, nous avons démontré que 

les Tregs d’un donneur sain pouvaient être modulés avec une forme soluble de CTLA-4 

(CTLA-4-Ig) pour exprimer IDO et supprimer la réponse alloréactive de manière 

dépendante d’IDO et surtout d’induire un phénotype Treg dans les cellules CD4+CD25-. 
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L’inhibition de l’un des éléments de la cascade inhibitrice CTLA-4/IDO/diminution du 

tryptophane/GCN2 empêche cette conversion. Finalement, nous avons retrouvé les Tregs 

exprimant IDO in vivo chez le patient souffrant de cGVHD. Leur présence corrèle 

d’ailleurs avec l’amélioration de l’état du patient. 

 

Les Tregs inhibent la réponse immunitaire par une variété de mécanismes dont les 

plus reconnus sont le TGF-β, IL-10 et CTLA-4. De manière intéressante, aucune 

augmentation du niveau de TGF-β n’a été observée et son inhibition n’entraîne pas une 

perte de l’effet anti-GVHD. Ceci peut être expliqué par le fait que plusieurs types 

cellulaires peuvent exprimer TGF-β. La sécrétion de TGF-β lors de la cGVHD est 

principalement associée à l’activité des cellules mononucléaires exprimant CD11b
506

. Lors 

de notre étude, la provenance du TGF-β n’a pas été évaluée. Il est possible que l’absence 

d’augmentation de TGF-β soit due à l’élimination des cellules produisant TGF-β lors de la 

photodéplétion. De plus, alors que le rôle inhibiteur de TGF-β a été observé dans plusieurs 

maladies auto-immunes, son rôle dans la cGVHD demeure controversé. En effet, Banovic 

et al ont démontré que TGF-β nuisait à la réaction GVL et qu’il augmentait la cGVHD chez 

la souris
506

.  Une principale explication de ce phénomène pourrait être la présence d’IL-6 

causée par la réaction GVH. En présence d’IL-6, TGF- β pourrait induire le développement 

des cellules TH17 au lieu des Tregs. De plus, tout au long de cette thèse, nous avons tenté 

d’influencer l’effet de TGF- β en ajoutant du TGF- β recombinant dans nos cultures ou en 

bloquant son activité à l’aide d’un anticorps monoclonal. Nous avons observé que cette 

voie n’affecte ni l’activité des Tregs, ni la production d’IDO dans les Tregs chez les 

patients souffrant de cGVHD. Ces résultats entraînent une question quant à la capacité des 

cellules T des patients atteints de  cGVHD de répondre à TGF- β. La plupart des études 

portant chez l’effet de TGF- β sur les maladies auto-immunes sont effectuées chez la 

souris. Puisque les souris conservent leur activité thymique tout au long de leur vie, elles 

possèdent un pool de cellules T naïves qui seraient peut-être plus enclines à réagir au TGF-
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β que les cellules d’un patient atteint de cGVHD possédant majoritairement des 

cellules T mémoires. 

 

Parmi les molécules dont nous avons étudié, l’effet anti-prolifératif des cellules 

photodéplétées n’est dépendant que de  CTLA-4 et IL-10. Ceci n’exclut pas la présence de 

deux types de cellules T régulatrices, soit les Tregs CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 pouvant inhiber la 

réponse immunitaire par CTLA-4 et les Tr1, qui n’expriment pas FOXP3, mais pouvant 

inhiber la réponse alloréactive par sécrétion d’IL-10. D’après les résultats obtenus dans le 

second chapitre de notre étude, l’augmentation d’IL-10 semble liée à l’activité de CTLA-4, 

puisque le blocage de l’activité de ce dernier ainsi que celle d’IDO entraîne une perte de 

l’augmentation de l’expression d’IL-10 par les cellules CD4
+
. Dans le cas des cellules Tr1, 

il a été démontré que leur induction dépend de l’activité d’IL-10 et non d’IDO
507

. Ce 

résultat suggère que le type de cellule T régulatrice le plus impliqué dans l’effet que nous 

avons observé est les Tregs CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
. Ceci n’exclut pas une participation, 

toutefois moindre, des cellules Tr1.  

 

Comme décrit dans la section revue de littérature, une autre molécule faisant partie de la 

superfamille des immunoglobulines joue également un rôle dans le développement des 

Tregs : le CD28. Toutefois, ces deux molécules jouent un rôle opposé. CD28 favorisant 

l’activation des cellules T alors que CTLA-4 inhibe cette activation. Il est intéressant de 

constater que ces deux molécules peuvent induire le phénotype Treg par des mécanismes 

différents : CD28 agissant de manière intrinsèque à la cellule lors de son activation
508

 alors 

que CTLA-4 agit par l’entremise d’IDO à distance. De plus, l’activité de CD28 est associée 

à une prolifération préférentielle des Tregs comparé aux cellules T au repos
509

. Dans le 

second chapitre de cette thèse, nous avons démontré que les Tregs ne prolifèrent pas 

davantage que les cellules T conventionnelles. Ceci tend à éliminer la participation de 

CD28 dans l’augmentation observée du nombre de Tregs dans nos co-cultures. Toutefois, 

tout au long de  cette thèse, nous n’avons pas vérifié explicitement le rôle joué par CD28 en 

bloquant son activité ou en ajoutant un agoniste. Il est possible que l’ajout ou le blocage de 
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CD28 puisse influencer nos résultats : L’action de CD28 pourrait dans un premier 

temps favoriser la prolifération des Tregs. Toutefois, dans le contexte de la cGVHD, la 

présence de cytokines inflammatoires dans le milieu pourraient favoriser le développement 

de cellules T inflammatoires. C’est à ce niveau que l’activité de CTLA-4 et d’IDO 

pourraient s’avérer importante afin d’inhiber ce développement. Donc, du point de vue du 

traitement de la cGVHD, la signalisation de CTLA-4 est préférable pour induire les Tregs, 

puisqu’il permet également d’inhiber l’activation des cellules T alloréactives alors qu’un 

mécanisme basé sur la signalisation de CD28 risquerait d’amplifier la réponse alloréactive. 

Il serait cependant intéressant d’investiguer de manière plus précise le rôle de CD28 dans 

l’effet anti GVHD des cellules traitées à la photodéplétion, car bien que nous ayons observé 

une baisse de cellules présentatrices d’antigène dans la circulation des patients atteints de 

cGVHD, il n’est pas certain que ces cellules soient absentes au niveau du tissus cible de la 

maladie. Dans un tel cas, la stimulation des cellules T et l’implication de CD28 pourrait 

jouer un rôle plus important dans cet effet. 

 

Une question demeure sur le rôle réel joué par CTLA-4 dans l’activité anti-GVHD 

des Tregs. En effet, dans un premier temps, nous avons démontré que l’activité de CTLA-4 

était associée à une augmentation d’IDO. Ce dernier menant à une induction du phénotype 

Treg dans les cellules CD4+CD25-. Ces résultats entraînent une question à savoir si CTLA-

4 ne joue qu’un rôle dans l’induction des Tregs ou s’il joue à la fois un rôle anti-prolifératif 

et dans l’induction des Tregs? Ceci peut être répondu par l’augmentation de GCN2 dans les 

cellules T CD4+ qui est dépendante de l’action de CTLA-4. En effet, suite à une diminution 

du taux de tryptophane dans le milieu, également dépendante de l’action de CTLA-4, les 

cellules T sont privées de tryptophane. Ceci se traduit par une augmentation d’ARN de 

transfert (tARN) vides dans la cellule. Cette augmentation de tARN vides entraîne un stress 

au niveau du réticulum endoplasmique et amène l’expression de GCN2 dans la cellule. Il 

est reconnu que la première action de GCN2 est de bloquer le cycle cellulaire expliquant 

ainsi le rôle anti-prolifératif de CTLA-4 et IDO
187

. Un blocage de l’expression de GCN2 a 

d’ailleurs résulté en la perte de l’effet anti-prolifératif des cellules traitées à la 
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photodéplétion. Par la suite, deux conséquences majeures sont possibles : la première 

est que le stress au niveau du réticulum endoplasmique ne soit pas trop fort. Dans un tel 

cas, les cellules T peuvent, par un mécanisme moléculaire encore inconnu, entraîner la 

conversion des cellules T en Tregs. La seconde est que le que le stress soit trop fort pour 

permettre à la cellule de survivre. La cellule exprimera alors la protéine pro-apoptotique 

CHOP (ou GADD-153) et la cellule entrera en apoptose
172

. Nous avons d’ailleurs observé 

une augmentation de l’expression de CHOP autant chez les cellules T CD4+ que CD8+ 

suite à une co-culture de cellules photodéplétées avec des cellules de patient cGVHD 

(Résultats supplémentaires). Ceci démontre qu’en plus d’induire un phénotype Treg chez 

les cellules T CD4+CD25-, les Tregs, via l’action de CTLA-4, puis d’IDO, peuvent induire 

l’apoptose chez les cellules T alloréactives. Cependant, nos résultats démontrent que 

l’action de CTLA-4 est médiée en grande partie par l’action d’IDO : le blocage de 

l’expression d’IDO dans les Tregs par un siRNA renverse complètement l’effet anti-

prolifératif des cellules traitées à la photodéplétion. Si l’action de CTLA-4 était 

indépendante d’IDO, une telle expérience aurait résulté en une inhibition incomplète de 

l’effet anti-prolifératif des cellules traitées à la photodéplétion. 

 

Nous avons également observé le rôle primordial joué par la déplétion du 

tryptophane dans le milieu. En effet, l’ajout de tryptophane dans le milieu est associé à 

l’abrogation de la génération de Tregs. De plus, l’inhibition de l’autre enzyme déplétive du 

tryptophane, le tryptophane hydroxylase avec le p-chlorophenylalamine (PCPA), a entraîné 

une perte de l’effet des cellules photodéplétées sur la génération des Tregs ainsi que sur 

l’augmentation de la production d’IL-10 dans les cellules CD4+. Par contre, cette inhibition 

n’a pas eu d’impact sur l’effet anti-prolifératif des cellules photodéplétées. Ceci peut être 

expliqué par le fait que l’activité du tryptophane hydroxylase résulte en la synthèse de 

sérotonine à partir du tryptophane. Ce neurotransmetteur possède un effet pro-

inflammatoire sur les cellules T
510

. La perte de ce signal pro-inflammatoire pourrait 

expliquer l’absence d’effet du PCPA sur la prolifération des cellules T. 
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Lors de cette thèse, nous avons également cherché à savoir quel type de 

cellules T étaient le plus susceptible à la conversion en Treg par IDO. Ceci représente une 

question importante, puisque chez les donneurs sains, l’induction d’un phénotype Treg par 

IDO a été rapportée principalement chez les cellules T naives (CD62 L+CD45RA+). Les 

résultats de notre étude corroborent ces observations. Cependant, chez les patients plus âgés 

ayant une activité thymique diminuée ou ayant subi une greffe de moelle osseuse, la 

majorité des cellules T sont de type mémoire. Dans notre étude, nous avons démontré que, 

chez ces patients, les cellules T mémoires effectrices (TEM, CD45RO, CD62L-)) et, à un 

degré moindre, les cellules T mémoires centrales (TCM, CD45RO, CD62L+) sont 

susceptibles à la conversion en Tregs sous l’action d’IDO. Les patients enrôlés dans notre 

étude clinique étaient tous des adultes, donc dans les conditions mentionnées ci haut et 

possédaient une grande proportion de cellules T mémoires. Ces résultats de cette étude 

clinique démontrent qu’il est possible de prendre avantage de l’activité d’IDO même chez 

des patients plus âgés avec une activité thymique réduite. Ceci signifie également que la 

photodéplétion au TH9402 et son mécanisme IDO dépendant pourrait être utilisés dans 

d’autres contextes incluant celui des maladies auto-immunes et de la GVHD aigue où les 

cellules T du patient ont majoritairement un phénotype mémoire.  

 

Outre l’importance de l’activité d’IDO, un autre point relevé lors de cette thèse est 

la découverte de l’expression d’IDO par les Tregs. Jusqu’à tout récemment, l’expression 

d’IDO a été réservée aux cellules présentatrices d’antigènes, plus particulièrement les 

cellules dendritiques. Par contre, le groupe du Dr Lapointe a récemment observé IDO dans 

les cellules B
511

. Par contre, IDO n’était pas actif dans ces cellules. De plus, le groupe de 

Socié a observé l’expression de IDO dans un sous type de cellules T CD4 retrouvées au 

niveau intestinal chez des patients atteints de cGVHD
497

. La présence de ces cellules 

corrélait inversement avec la sévérité de la maladie
497

. Dans notre étude, il ne s’agit pas 

d’une incapacité des cellules dendritiques du patient d’exprimer IDO, mais bien d’une 

diminution prononcée du nombre de ces cellules chez le patient. Lorsque mis en présence 

de Tregs, nous avons observé une augmentation de la proportion d’APC exprimant IDO 
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corrélant avec la quantité de Tregs présentes dans la culture, ce qui démontre leur 

capacité à exprimer IDO. Toutefois, il s’agit de cellules dendritiques induites à partir de 

monocytes, il est possible qu’une expérience similaire sur des cellules dendritiques isolées 

de ces patients génère des conclusions différentes. Dans un tel cas, la capacité des cellules 

dendritiques d’exprimer IDO pourrait être utilisée comme un indicateur de GVHD. Par 

opposition, la proportion de Tregs exprimant IDO corrélait avec la réponse du patient au 

traitement. Il s’agit de la première étude à rapporter la présence d’IDO dans les Tregs 

fonctionnels chez les patients atteints de cGVHD. De plus, la baisse du ratio 

tryptophane :kynurenine dans le surnageant de nos cultures nous a permis de conclure 

qu’IDO était actif dans ces cellules. Nous avons démontré que l’IDO exprimé dans les 

Tregs était dépendant de CTLA-4, puisque le blocage de ce dernier est associé à une perte 

de la population de Tregs exprimant IDO. Le blocage de CTLA-4 résulte également en la 

perte de la diminution du ratio tryptophan :kynurenine et de l’expression de GCN2 dans 

nos co-cultures confirmant ainsi que l’activité d’IDO est bien dépendante de la liaison avec 

CTLA-4. L’autre molécule fréquemment utilisée afin d’induire IDO dans les cellules est 

IFN-γ. Dans notre étude, nous avons bloqué l’activité d’IFN-γ et avons observé un effet 

intermédiaire sur l’augmentation des Tregs dans nos co-cultures. Des études plus poussées 

seraient nécessaire afin de déterminer l’impact de cette cytokine sur l’induction d’IDO dans 

les Tregs de patients atteints de cGVHD. Toutefois, dans un contexte de cGVHD, 

l’utilisation de la voie du CTLA-4 est préférable, puisque l’IFN-γ est également associé à la 

réponse Th1 et un niveau d’inflammation plus élevé. Dans cette étude, nous avons 

également observé que l’IDO exprimé dans les Tregs contribue de façon importante à 

l’effet anti-prolifératif, à l’augmentation de la sécrétion d’IL-10 par les cellules T CD4 ainsi 

qu’à la génération de Tregs par les cellules photodéplétées. Ceci souligne l’importance 

d’IDO non pas comme un mécanisme inhibiteur des cellules dendritiques causé par l’action 

des Tregs, mais comme mécanisme responsable de la potentialisation de l’activité 

suppressive des Tregs. Notre étude est d’ailleurs la première étude démontrant l’expression 

d’IDO biologiquement actif par les Tregs. 
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Les Tregs sont souvent présentés comme une source de CTLA-4 pour les 

cellules cibles, généralement les cellules dendritiques ou autre APC.  Le CTLA-4 inhibe 

l’activation de la cellule T alors que l’expression d’IDO est associée à l’APC qui exprime 

son ligand : CD80 ou CD86. Par contre, CTLA-4 est présent sur une variété de cellules 

telles que les cellules T activées, ce qui signifie que ces cellules peuvent également être 

source de CTLA-4 et amener l’induction d’IDO. D’autres études seront nécessaires pour 

évaluer l’importance du  CTLA-4 exprimé par les Tregs, tel qu’un blocage sélectif de 

l’expression de CTLA-4 par les Tregs. De plus, l’expression de CD80 par ces dernières 

suggère que les Tregs peuvent être à la fois une source et une cible pour CTLA-4. 

Toutefois, la nécessité du contact cellulaire pour l’effet anti-GVHD des cellules 

photodéplétées exclut la présence d’une forme sécrétoire de CTLA-4 provenant des Tregs. 

De plus, dans notre étude, nous avons observé qu’afin d’avoir un niveau de conversion de 

non Tregs en Treg optimum, la seule présence de cellules photodéplétées ne suffit pas : la 

présence de cellules de patients cGVHD non traitées est nécessaire. Il existe plusieurs 

explications possibles à de phénomène : premièrement, il est possible que, puisque les 

cellules activées ne meurent pas immédiatement suite à la photodéplétion, cette mort 

retardée puisse entrainer une baisse dans la concentration cellulaire. Cette baisse dans la 

concentration cellulaire pourrait avoir comme effet de diminuer les contacts Treg – Treg, 

limitant l’expression d’IDO. De plus, dans cette optique, il est possible que la baisse de 

concentration cellulaire diminue l’impact d’IDO sur le ratio tryptophane :kynurenine. Ici, 

un ajustement de la concentration cellulaire permettrait de répondre à cette question. La 

deuxième explication est que le CTLA-4 ne provienne pas exclusivement des Tregs. Il est 

alors possible que les cellules activées retrouvées dans les cellules cGVHD non traitées 

fournissent au moins en partie le CTLA-4 requis pour induire IDO dans les Tregs. Il est 

également possible que les Tregs puissent interagir avec des APC pour augmenter 

l’expression d’IDO. Toutefois, cette explication semble peu probable puisque l’on observe 

ni une augmentation de l’expression d’IDO dans les cellules CD11c
+
, ni dans les cellules 

CD123
+
. Une autre explication est que les cellules T activées puissent également exprimer 

IDO. En effet, ces cellules expriment de manière transitoire plusieurs marqueurs communs 
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avec les Tregs tel FOXP3, CD25, CTLA-4 et CD80. Il n’estpas impossible que les 

cellules T activées puissent exprimer IDO également. Toutefois, les cellules T activées 

possèdent un métabolisme plus rapide que celui des Tregs. Ces cellules risqueraient alors 

de souffrir plus de manque de tryptophane dans le milieu et entrer plus rapidement en 

apoptose.   

 

Les patients de la cohorte que nous avons étudiée possédaient un nombre réduit 

d’APC par rapport aux donneurs sains. Il est intéressant de noter qu’il existe une disparité 

entre les taux de cellules dendritiques rapportés dans la littérature. Il serait possible que ces 

résultats reflètent la différence au niveau de la physiopathologie de la cGVHD. En effet, la 

cGVHD peut être précédée ou non de l’aGVHD. L’aGVHD est caractérisé par une 

diminution des populations de cellules dendritiques et de Tregs. À l’opposé, des études 

portant sur la cGVHD ont démontré que la population de Tregs peut soit être augmentée ou 

diminuée dans cette maladie. Cependant, aucune étude n’a évalué l’impact de l’historique 

du patient sur les populations de Tregs et de cellules dendritiques. Nos résultats 

préliminaires suggèrent que les patients atteints de cGVHD de novo (n’ayant pas eu 

préalablement d’aGVHD) possèdent une population Treg en nombre plus élevé que les 

patients atteints de cGVHD de  type « interrompue » (aGVHD guérie suivie de cGVHD) et 

type « progressive » (aGVHD évoluant en cGVHD). Toutefois, aucune corrélation n’a été 

établie entre le nombre de cellules dendritiques et le type de cGVHD. En raison de la taille 

de l’échantillon, des études plus approfondies doivent être effectuées afin de confirmer nos 

observations.  

 

Dans les conditions dans lesquelles nos études se sont déroulées, nous avons 

découvert qu’en présence d’un nombre réduit d’APCs, les Tregs peuvent prendre la relève 

et exprimer IDO. De manière intéressante, la quantité d’IDO exprimée dans les Tregs est 

inversement proportionnelle à la quantité d’APC retrouvée dans la culture. C'est-à-dire que 

plus la quantité d’APC est importante dans la culture, moins les Tregs expriment IDO. Par 

opposition, la quantité d’IDO exprimée par les APCs n’est pas influencée par le nombre de 
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Tregs retrouvés dans la culture. Toutefois, le ratio tryptophane : kynurenine corrélait 

avec l’IDO exprimé par les Tregs et non avec celui exprimé par les APCs. Toutefois, ces 

observations ont été effectuées à partir du sang des patients. Les cellules dendritiques dans 

les tissus pourraient être présentes en plus grand nombre et dans un état d’activation 

différent comparé à celles retrouvées dans le sang. Une étude va d’ailleurs dans ce sens
512

. 

Il est possible que les Tregs puissent interagir différemment avec les APCs au niveau des 

tissus et induire de cette manière IDO provoquant ainsi une tolérance à l’hôte. Cependant, 

cette même étude précise que les cellules dendritiques au niveau de la peau chez les 

patients atteints de cGVHD expriment un haut niveau de CD86 et un bas niveau de 

CD80
512

. Le CTLA-4 possédant une affinité beaucoup plus grande pour le CD80 que le 

CD86
513

, il est possible que l’induction d’IDO soit moins efficace dans ces cellules. Bref, 

l’évaluation des cellules dendritiques au niveau des tissus demeure sous étudié et un 

approfondissement des connaissances demeure nécessaire afin d’évaluer le possible impact 

de l’interaction Treg – cellules dendritiques au niveau des tissus.  Des études similaires 

pourraient être produites chez la souris afin d’évaluer le rôle des cellules dendritiques dans 

les tissus. Toutefois, il existe plusieurs différences physiologiques au niveau de la réponse 

T entre l’homme et la souris et plusieurs questions sont à répondre quant à la capacité de 

Tregs à exprimer IDO et leur interaction entre elles et avec les cellules dendritiques. 

Toutefois, le groupe du Dr. Socié a observé un sous-type de cellules T exprimant IDO au 

niveau du tissu instestinal
497

. Une étude plus approfondie de ces cellules serait importante à 

savoir si ces cellules sont bien des Tregs. Toutefois, nos résultats suggèrent que les Tregs 

exprimant IDO que nous avons observé dans nos co-cultures et dans le sang des patients 

atteints de cGVHD puissent être les mêmes que ces groupes ont observés au niveau des 

tissus. 

 

Ces résultats ont amené une nouvelle question à savoir si l’expression d’IDO dans 

les Tregs était restreinte aux patients souffrant de cGVHD ou si elle pouvait être induite 

chez les donneurs sains. Nous avons démontré que, suite à la liaison avec CTLA-4-Ig, les 

Tregs peuvent augmenter leur expression d’IDO. De manière surprenante, 30-40% des 
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Tregs chez les donneurs sains expriment déjà IDO. La liaison avec CTLA-4 permet 

d’augmenter cette proportion. L’IDO exprimé par les Tregs de donneurs sains est actif, tel 

que confirmé par la chute du ratio tryptophane : kynurenine. Les Tregs sont également 

capables d’inhiber la prolifération des cellules T CD4 alloréactives de manière dépendante 

d’IDO. De plus, les Tregs peuvent induire un phénotype Treg dans les cellules T 

CD4+CD25-. Ce phénomène est augmenté par l’ajout de CTLA-4-Ig. L’action de CTLA-4 

et d’IDO est primordiale pour cette conversion de non-Tregs en Tregs, puisque le blocage 

de CTLA-4, d’IDO ou l’ajout de tryptophane résulte en la perte de cette conversion. La 

nécessité de la chute du tryptophane a été confirmée par le blocage de GCN2 qui résulte en 

l’incapacité des cellules CD4+CD25- à se convertir en Tregs. Il est intéressant de noter que 

l’inhibition d’IDO dans les cellules CD4+CD25- ne résulte pas en la perte de la capacité de 

ces dernières à se convertir en Tregs. Ceci signifie que l’IDO doit provenir des Tregs sous 

l’action de CTLA-4-Ig et que ce dernier n’a aucun effet sur les cellules CD4+CD25-. Bref, 

nous avons démontré qu’IDO pouvait être utilisé par les Tregs afin de diminuer la réponse 

alloréactive, mais aussi que ce mécanisme pouvait être renversé par l’ajout de tryptophane. 

Ces résultats sont d’une grande importance, puisqu’ils démontrent que l’expression d’IDO 

par les Tregs n’est pas restreinte aux patients souffrant de cGVHD. Puisque les Tregs 

provenant de donneurs sains ont la capacité d’exprimer IDO, on devrait pouvoir retrouver 

des Tregs avec une capacité similaire chez les patients souffrant d’autres maladies telles les 

maladies auto-immunes. Ceci pourrait donc avoir des implications dans le traitement de 

telles maladies où IDO joue un rôle primordial. 

 

Durant cette étude, nous avons pu apprécier l’action de CTLA-4 sur les Tregs. 

Cependant, CTLA-4 peut également agir sur d’autres types cellulaires. En effet, dans nos 

résultats supplémentaires, nous avons observé que CTLA-4 possède une action inhibitrice 

sur les macrophages et les cellules dendritiques pouvant être traduite par une diminution 

des molécules de co-stimulation ainsi que de la production d’IL-12 sur ces cellules Cette 

réduction n’a toutefois pas été évaluée dans le contexte de la photodéplétion au TH9402. 

Toutefois, l’expression des molécules de costimulation n’a pas été évaluée dans les cellules 
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T provenant des patients cGVHD.  De manière intéressante, le blocage d’IDO par 1-

MT ne renverse pas cet effet, laissant présager que cet effet est indépendant d’IDO. Il est 

toutefois important de noter que la présence de 1-MT bloque l’activité catalytique d’IDO et 

non pas sa présence. Il est possible qu’IDO aie d’autres effets non médiés par son activité 

catalytique, vu sa capacité à agir comme un messager dans la signalisation de TGF-β48
. 

Ceci pourrait impliquer deux mécanismes distincts d’induction de la tolérance par les 

cellules exposées à la photodéplétion au TH9402. Un premier, dépendant de CTLA-4 et de 

l’activité catalytique d’IDO et un autre dépendant de CTLA-4, mais indépendant de 

l’activité catalytique d’IDO. Afin d’évaluer si le second mécanisme est similaire à celui 

observé par Orabona et al
48

, il serait alors nécessaire de bloquer l’activité de TGF- afin 

d’inhiber également la phosphorylation d’IDO. 

 

Il est important de noter qu’IDO ne possède pas seulement des rôles bénéfiques. En 

effet, il a été démontré qu’IDO joue un rôle important dans l’évasion des tumeurs au 

système immunitaire (revue dans 
177

). De plus, plusieurs groupes tentent d’utiliser 

l’inhibition d’IDO afin d’augmenter l’efficacité de l’immunothérapie des tumeurs dans les 

tumeurs exprimant IDO
177

. D’autres stratégies consistent en l’inhibition des molécules 

effectrices des Tregs. Dans nos études, nous avons démontré que l’ajout de tryptophane 

dans le milieu permettait de surpasser l’effet anti-prolifératif ainsi que la conversion de T 

conventionnels en Tregs par IDO. L’inhibition des Tregs par l’utilisation de tryptophane 

par voie parentérale ou orale pourrait être envisagée afin d’augmenter l’efficacité de 

l’immunothérapie du cancer. Ceci pourrait entraîner une amélioration des traitements et de 

la qualité de vie des patients atteints de tumeurs infiltrées par une population de Tregs. 

 

L’impact d’IDO sur la réponse immunitaire T CD4 dans le contexte de la cGVHD 

demeure à investiguer plus profondément. En effet, bien que nous ayons observé une 

diminution de la prolifération des cellules T alloréactives, une augmentation de sécrétion 

ainsi que de la proportion de cellules exprimant IL-10, l’ajout de cellules traitées à la  

photodéplétion n’a pas entraîné de changement au niveau de la sécrétion des cytokines pro-
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inflammatoires IFN-γ et TNA-α. Il serait intéressant d’étudier le rôle d’IDO sur les 

réponses Th1 et Th2. Nos résultats préliminaires semblent démontrer que la photodéplétion 

entraîne une hausse de la réponse Th2 et une diminution de la réponse Th1 de manière 

dépendante à IDO (résultats supplémentaires). L’impact sur la réponse Th17 n’a toutefois 

pas été évalué. La réponse Th17 chez le patient cGVHD pourrait influencer la réponse au 

traitement. En effet, il a été décrit chez la souris que la présence d’IL-6 dans le milieu peut 

entraîner la dégradation d’IDO. Ainsi, dans un milieu favorisant la réponse Th17, il est 

possible que l’expression d’IDO soit inefficace. Il a également été démontré que les Tregs, 

en présence d’IL-6 pouvaient effectuer de la reprogrammation cellulaire. C'est-à-dire 

qu’elles peuvent sécréter des cytokines inflammatoires et arborer un phénotype « T helper-

like » en présence de cytokines inflammatoires, principalement IL-6, le tout, sans jamais 

perdre l’expression de FOXP3
514

.  Dans cette même étude, les auteurs ont observé que 

l’IDO provenant de cellules dendritiques permettait de contrer cette reprogrammation 

cellulaire
514

. Cette étude pourrait s’avérer très intéressante dans le contexte de la cGVHD 

où premièrement, les cellules dendritiques sont en nombre diminué (du moins dans la 

circulation), donc théoriquement ne forment pas la principale source d’IDO nécessaire pour 

prévenir la reprogrammation cellulaire. Deuxièmement, il est possible que l’IDO sécrétée 

par les Tregs puisse elle-même prévenir cette reprogrammation. Il serait intéressant 

d’évaluer dans un premier temps le taux d’IL-6 ainsi que l’expression de cytokines 

inflammatoires tel IFN-γ ou IL-17 par les Tregs chez les patients atteints de cGVHD 

réfractaire au début des traitements au TH9402. 

 

Au niveau de la réponse in vivo, la photodéplétion est utilisée avec succès comme 

stratégie thérapeutique dans le traitement de la cGVHD (Roy et al, données non publiées). 

Cependant, la molécule la plus utilisée est le 8-MOP, qui agit différemment du TH9402. 

Comme il a été décrit plus haut, le 8-MOP se localise dans noyau de la cellule et exerce son 

effet cytotoxique en créant des liens covalents dans l’ADN, entraînant l’apoptose de toutes 

les cellules T. Par opposition, le TH9402 se localise dans la mitochondrie et n’est pas 

cytotoxique envers toutes les cellules T. Ainsi, les cellules non activées possédant une 
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pompe MDR-1 active peuvent également expulser la molécule, ce qui leur confère 

ainsi une résistance au traitement
434

. Les résultats du premier chapitre de cette thèse 

suggèrent que les Tregs survivent également grâce à l’activité de cette pompe. Le TH9402 

exerce son effet cytotoxique via augmentation du stress oxydatif. Notre laboratoire a 

démontré que les cellules possédant un stress oxydatif à l’état basal plus élevé étaient plus 

sensibles au traitement au TH9402 (voir autres contributions, données non publiées). Des 

données préliminaires effectuées dans notre laboratoire démontrent que les Tregs possèdent 

à l’état basal un stress oxydatif moindre comparé aux cellules T activées (Résultats 

supplémentaires). Ceci pourrait également contribuer à la survie des Tregs au traitement. 

Ceci pourrait amener une explication supplémentaire quant à la survie des Tregs et des 

cellules T non activées au TH9402. 

 

Au niveau de l’action physiologique exercée par ces deux agents photosensibls chez 

les patients souffrant de cGVHD, la disparité des mécanismes d’induction de mort 

cellulaire pourrait engendrer une réponse différente. Ceci peut être expliqué de plusieurs 

manières. Premièrement, il a été démontré que l’augmentation des Tregs chez les patients 

traités au 8-MOP était due à l’injection des cellules apoptotiques qui étaient phagocytées 

par les monocytes et cellules dendritiques immatures, entraînant un phénotype 

tolérogénique de ces dernières. Il n’est pas exclu qu’un tel effet pourrait se produire chez 

les patients traités à la photodéplétion au TH9402. Cependant, le fait que le TH9402 

préserve les Tregs fonctionnels pourrait conférer au TH9402 un avantage thérapeutique. En 

effet, les patients traités à la photodéplétion au TH9402 n’ont reçu que 16 traitements alors 

qu’une quantité plus élevée de traitements était nécessaire afin d’obtenir des résultats 

similaires chez les patients traités au 8-MOP
432

. Le mécanisme moléculaire par lequel le 

TH9402 induit une immunosuppression semble également différent de celui du 8-MOP. 

L’immunosuppression causée par le 8-MOP passe par une modulation des cellules 

dendritiques par les cellules apoptotiques. Cette modulation entraîne une expansion des 

Tregs par un mécanisme dépendant de « programmed death ligand-1 » (PDL-1) et alors que 

le niveau d’IDO demeure inchangé
515

. Dans notre étude, nous avons observé que la 
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photodéplétion au TH9402 était associée à une augmentation rapide d’IDO dans les 

Tregs causée par l’activité de CTLA-4. Une telle augmentation n’est pas observée suite à la 

photodéplétion au 8-MOP. De plus, l’augmentation in vivo d’IDO dans les Tregs est 

observée rapidement après les premiers traitements comparativement aux traitements au 8-

MOP. Ces deux molécules agissent donc de manières différentes. Ces deux thérapies 

pourraient mêmes être utilisées simultanément. Cependant, le fait que le 8-MOP soit 

toxique envers les Tregs pourrait réduire l’efficacité du TH9402. Afin d’optimiser 

l’efficacité du TH9402, une utilisation simultanée avec des agents immunosuppresseurs 

possédant une faible activité cytotoxique envers les Tregs tels que la prednisone, la 

rapamycine ou encore une combinaison avec une thérapie d’IL-2 à base dose serait 

préférable. La prise d’immunosuppresseurs fortement toxiques envers les Tregs tels que le 

CsA, le tacrolimus et les anticorps monoclonaux dirigés contre CD25 pourraient quant à 

eux diminuer l’efficacité de la photodéplétion au TH9402. 

 

Le fait que la photodéplétion au TH9402 permet d’infuser des Tregs fonctionnels 

aux patients atteint de cGVHD pourrait permettre un raffinement de la technique de 

photophérèse extracorporelle dans un futur rapproché. En effet, si cette technique ne 

constituait qu’en l’élimination des cellules T alloréactives, le patient devrait subir une 

lymphophérèse, une photodéplétion ex vivo des cellules collectées, puis une réinfusion de 

ses cellules à chaque traitement. La préservation des Tregs permet d’entrevoir une nouvelle 

stratégie permettant de diminuer le nombre de lymphophérèses. En effet, les cellules 

recueillies pourraient être traitées ex vivo, congelées en plusieurs aliquots, puis réinjectées 

au patient lors des traitements subséquents. Afin de pouvoir raffiner cette stratégie 

thérapeutique ainsi, il sera également impératif d’augmenter nos connaissances sur le rôle 

joué par les Tregs dans le contrôle de la réaction GVH. Ainsi, outre les cellules CD4
+
, les 

Tregs sont connus pour leur capacité d’inhibition de la réponse des cellules CD8
+
, ainsi que 

de réguler la réponse des cellules B et des APC. Une meilleure  connaissance de 

l’interaction des Tregs avec ces cellules s’impose afin de pouvoir utiliser cette stratégie à 

plus grande échelle. À cette fin, nous désirons, dans un avenir rapproché, caractériser de 
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manière plus spécifique les Tregs exprimant IDO afin de mieux apprécier le rôle 

d’IDO dans l’inhibition de la réponse immunitaire. Il sera également intéressant 

d’investiguer si la présence de ces Tregs exprimant IDO au niveau du tissus afin de pouvoir 

rapporter nos observations directement au lieu de l’inflammation. De plus, il sera également 

intéressant d’étudier l’interaction des Tregs préservés par la photodéplétion avec d’autres 

types cellulaires capables d’induire la tolérance et impliquées dans le développement de la 

cGVHD tel les cellules dendritiques ou les cellules B. Finalement, il sera important de 

s’assurer que l’expression in vivo d’IDO par les Tregs n’est pas restreinte aux patients 

atteints de cGVHD. Nous comptons donc étudier cette population sur des patients atteints 

d’autres désordre inflammatoires tels les patients atteints de maladies inflammatoires des 

intestins (maladie de Crohn et colite ulcéreuse), sclérose en plaque, lupus érythémateux 

etc…  

Nos travaux démontrent clairement qu’une meilleure compréhension des 

mécanismes d’action de la thérapie photodynamique au TH9402 et des Tregs est non 

seulement intéressante au plan scientifique, mais qu’elle perment de développer de  

nouvelles stratégies de traitement qui ont le potentiel d’augmenter grandement la survie et 

la qualité de vie des patients souffrant de cGVHD et d’autres désordres immunologiques. 

 

Conclusion 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons démontré que la photodéplétion permettait, 

dans un premier temps, d’éliminer sélectivement les cellules T alloréactives responsables 

de la GVHD chronique tout en épargnant les Tregs, qui ont un effet anti-inflammatoire. 

Nous avons découvert que les Tregs préservées pouvaient exercer un effet anti GVHD 

grâce à une sécrétion accrue d’IL-10 et à l’activité de CTLA-4. Par la suite, nous avons 

démontré que l’activité de CTLA-4 était associée à une augmentation de l’expression 

d’IDO par les cellules Tregs elles-mêmes. Cette expression d’IDO est associée à une 

augmentation de la population Tregs et à une expression accrue d’IL-10 par les cellules T 
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CD4+. De plus, l’infusion de cellules photodéplétées à des patients souffrant de 

cGVHD suivant un protocole de photophérèse extra-corporelle permet d’augmenter la 

population Tregs chez ces patients sans entraîner de lymphopénie ni d’immunosuppression 

envers les infections. Ces résultats pourraient permettre de raffiner les techniques de 

traitements ainsi que d’augmenter la qualité de vie des patients souffrants de cGVHD.  

De plus, nous avons démontré que les Tregs de donneurs sains pouvaient exprimer 

IDO en présence de signalisation de CTLA-4. Ceci implique que l’effet observé lors de nos 

études n’est pas restreint aux cellules provenant de patients souffrant de cGVHD. Le 

traitement à la photodéplétion au TH9402 pourrait éventuellement être utilisé dans le 

traitement d’autres maladies comportant un nombre diminué de Tregs.  
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 ABSTRACT 

 

Haplotype mismatched transplantation offers a unique opportunity to treat patients without 

a suitable matched related or unrelated donor. Indeed, related haplo-donors are usually 

extremely motivated, immediately available, and can provide additional stem or immune 

cells when required, a most important feature in the context of high risk malignancies. 

Immunomagneticallly selected CD34+ stem cell grafts enable rapid and sustained trilineage 

engraftment. However, the associated delay in immune reconstitution results in significant 

risk for severe infectious complications and malignant relapse. The infusion of T 

lymphocytes selectively depleted of their anti-host reactive components represents the most 

interesting approach to accelerate post-transplant T cell recovery. Such a strategy relies on 

ex vivo donor cell activation against host antigens and their selective elimination. 

Immunotoxins and magnetic beads could target antigens such as CD25 with impressive 

results. Photodepletion of alloreactive T cells represents an appealing alternative to both 

eliminate anti-host immune T cells and spare memory T cells to fight infections. 

Interestingly, regulatory T cells can be retained after such treatment, and have been found 

to transform non-regulatory into regulatory T cells, a finding that may be of utmost 

importance in both prevention and control of GVHD.  Efforts to promote efficient antigen 

presentation and selective allodepletion promise to accelerate immune reconstitution 

without GVHD and to address the most crucial issues in haplo-mismatched and other types 

of transplants. 
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Finding the appropriate donor 

Aggressive therapeutic modalities using high doses of chemotherapy and/or 

radiation therapy are now commonplace treatments for leukemia, lymphoma and various 

non hematologic malignancies.  These intensive approaches have often been used in 

association with hematopoietic stem and progenitor cell support and have led to major 

responses and remissions in patients with relapsed or refractory diseases, ultimately 

contributing to improve the disease-free-survival of patients with high risk hematologic 

malignancies
1
. 

On the other hand, only a small percentage of patients (20-25%) can hope to find a 

histocompatible family donor in order to undergo high dose chemotherapy and/or radiation. 

For these patients, unrelated donors from world registries are sought. Such searches are 

accompanied by quite variable successes depending on  ethnicity and availability of donors 

of different origins. Indeed, we are learning that individuals across the globe may have 

distinct immunologic behaviors in comparison to others, and that HLA types from some 

ethnic backgrounds are poorly represented in such registries
2;3

. Two other options are also 

offered to those individuals who cannot find a matched related donor: umbilical cord 

transplantation and haplotype mismatched related transplants
4;5

. 

Umbilical cord transplants are usually easily accessible, with improved definition of 

collection parameters and characterization of cell products over time
6
. Cells present in these 

grafts enable transplant of cells presenting variable levels of mismatching with the patient. 

Indeed the low incidence of graft-versus-host disease (GVHD) permits low stringency HLA 

matching. However, the number of cells that can be collected from such grafts is limited 

and poses a particular problem for transplantation of adult patients. Interestingly, 

transplantation of 2 or more cords affords stem cell engraftment in adults or adolescents of 

adult weight
7;8

. Nevertheless, neutrophil and platelet engraftment remains delayed and the 

subject of intensive investigation to shorten the duration of this high risk interval. In 

addition, transplantation of a rather immature immune system is accompanied by an 

increased incidence of infections, particularly of viral origin. 
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Haplo-identical related donors offer an appealing transplant alternative to those who 

do not have a readily available donor.  Indeed, parents and children can be used as donors, 

as well as haplotype-matched siblings. Even more distant family members such as cousins 

and uncles/aunts can present adequate matching to enable transplantation. Importantly, such 

donors are immediately available and usually highly motivated. Results to date demonstrate 

that this type of transplant presents a number of advantages as it can be achieved with 

relatively low morbidity
4
. This approach also provides constant access to the donor in the 

rare instances where graft rejection would occur. In addition, donor lymphocyte infusions 

could be administered to fight infections or leukemia relapse.  

T-cell depletion in haplo-transplantation 

Initial attempts at haplo-transplantation have been associated with a high incidence 

of acute GVHD.
9
 In addition, engraftment failure, both early and late, affected more than 

10% of transplant patients, representing a major obstacle to haplo-transplantation.
10

 Long-

term survival below 10% were initially observed after 2-loci mismatched transplantation in 

standard and high risk patients.
11

 Such findings prompted the development of ex vivo T cell 

depletion strategies to decrease the incidence of GVHD,  albeit long term outcome 

remained low.
12

 

Identification by Reisner et al that CD34+ cells harbored a veto effect and prevented 

donor graft rejection by residual host T cells surviving the preparative regimen represented 

a major advance.
13

 This finding, in addition to the development of immunomagnetic cell 

selection devices affording high CD34+ stem cell recovery with high levels of purity in a 

reliable and reproducible fashion, created unique conditions for the performance of haplo-

transplantation. Indeed, Aversa et al could perform haplo-transplantation using positively 

selected CD34+ stem cells without problems with engraftment or GVHD.
14

 Patients 

administered CD34+ cells grafts with minimal contamination by donor T cells (less than 

2x10
4
 CD3+ cells/kg) did not experience significant GVDH. Interestingly, lethal GVHD 

was observed in individuals receiving as few as 3x10
4
 CD3+ cells/kg. In a phase II clinical 
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study, the Perugia group reported T-depleted haplo-identical transplantation on 67 patients 

with high risk AML and 37 patients with ALL. GVHD rates were very low (8% grade II-IV 

acute GVHD and 3% extensive chronic GVHD).
15

 However, they reported a 40% 

transplantation related mortality, mostly from infection and high relapse rates, an 

observation pointing toward a lack in cognate immunity. The role of T cells may be even 

more important when the intensity of the preparative regimen is decreased. Indeed, 11 

patients were transplanted using a modified Perugia regimen without total body irradiation 

in a Canadian multicenter study. They reported no GVHD, however, 10 of the 11 patient 

died within 4 months of relapse or infections.
16

 Importantly, decreased relapse rates were 

observed in individuals demonstrating killer inhibitory receptors (KIR).
15

 Acute myeloid 

leukemia cells were found to be particularly sensitive  to donor natural killer (NK) cells 

with KIR-mismatching against the host. Nevertheless, viral and fungal infections remained 

a significant concern and a major cause of mortality after such T cell depleted 

transplantation.
16-18

 A recent study by Cho et al compared the impact of in vivo T cell 

depletion using anti-thymocyte globulin (ATG) in haplo-identical transplantation and 

matched donor in the context of reduced intensity regimen.
19

 They observed that ATG 

administration was associated with greater CMV infection rates in haplo-identical 

compared to matched transplants. However, no differences  were found in the overall 

survival, relapse, GVHD and disease-free survival rates.
19

 In addition, many studies also 

reported that the profound T cell depletion produced by ATG administration was associated 

with increased risks of serious infections.
20-22

 Similar results were observed in a multi 

center study by Ciceri et al where low levels of GVHD were observed following ex vivo T-

depleted haplo-identical transplantation, but with high mortality rates due to infections.
23

 

CD3/CD19 immunomagnetic depletion of cell grafts is also being investigated in an effort 

to reduce GVHD incidence while preserving NK and gamma-delta T cells.
24

 Very 

encouraging results in pediatric populations were observed, with faster immune recovery 

and high NK cell numbers resulting in fewer graft rejections, relapses and infectious 

episodes.
25

 In contrast, adult patients demonstrated surprisingly high grade II-IV acute 
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GVHD rates.
26;27

 This could be explained by the loss of thymic function in adults which 

could protect against lymphopenia and GVHD. Taken together, these results show that ex 

vivo T cell depletion is feasible in the context of haplo-identical mismatched 

transplantation, but at the cost of higher infection and relapse rates. 

In vivo depletion of alloreactive cells 

As an alternative to ex vivo depletion of graft T cells, a few groups in Philadelphia and 

Baltimore are studying an in vivo approach where endogenously activated T cells are killed 

using post-transplant chemotherapy (discussed in the present issue of Seminars in 

Oncology). Patients receiving T replete grafts were exposed to high dose 

cyclophosphamide post-transplant which resulted in reduced levels of GVHD, accounting 

for only 3% of total deaths. These studies were very encouraging with only 15% non 

relapse mortality.
28;29

 However, subsequent evaluations showing a 2-year relapse rate close 

to 60% raised the possibility that such treatment might have eliminated cells mediating 

graft-versus-leukemia activity.
30

 Another approach consists in the infusion of low doses of 

T cells in the patient followed by cyclophosphamide for T cell tolerization. This is followed 

by the administration of a CD34+ selected graft to prevent cytopenias. This 2-step approach 

was well tolerated, with  low incidences of severe GVHD,  relapse and infection rates.
31

 

Such options clearly warrant long term evaluations. 

Selective ex vivo T cell allodepletion 

While acute myeloid leukemia cells may be targeted by NK cells, infectious agents, 

particularly viruses and fungi, usually require T cell intervention. Attempts to accelerate 

immune reconstitution after T cell depletion have been accompanied by GVHD and could 

not be implemented. In this setting, there was a clear need for administration of T cells that 

could recognize infectious and leukemia antigens, but not host cells. Toward this goal, 

groups led by Cavazzana-Calvo, Champlin and Barrett et al developed a strategy depending 

on the elimination of donor cells with the ability to recognize host antigens in vitro
32-35

. For 
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this purpose, donor peripheral blood mononuclear cells are incubated with those of the 

recipient in a mixed lymphocyte reaction. T lymphocytes recognizing the major 

histocompatibility complex (MHC) antigen of the host become activated and express the 

interleukin-2 receptor (CD25). Activated cells were then eliminated using anti-CD25 

monoclonal antibody targeting with toxin or magnetic beads.
32;33

 Depletion of alloreactive 

T cells by a specific anti-interleukin-2 receptor p55 chain immunotoxin did not impair in 

vitro antileukemia and antiviral activity.
32

 Indeed, this ricin A chain immunoconjugate 

depleted alloreactive T cells and preserved cells with the ability to kill autologous CMV-

infected fibroblasts as well as autologous EBV-B-lymphoblastoid cell lines.
32

 The same 

CD25 antigen could also be targeted using immunomagnetic beads to eliminate alloreactive 

T cells.
33

 Such results are supported by anti-CD25 in vivo usage for GVHD prophylaxis 

and treatment.
36-38

 

When these laboratory findings were translated into a pediatric population, anti-CD25-

immunotoxin (FRT5-dgA) treatment of MLR activated cells resulted in the elimination of 

95-100% of anti-host reactivity. Immune responses post allodepletion could be observed in 

12 of the 16 grafts, yet no GVHD of grade III or more were observed. Interestingly GVHD 

was only observed in patients with grafts demonstrating more than 1% residual 

alloproliferation.
39

 In 3 patients developing cytomegalovirus infection, virus-specific T 

cells expanded rapidly, a finding only observed in the setting of the infusion of allodepleted 

lymphocytes. Such a strategy was also used in the context of matched sibling 

transplantation in an adult population and allowed to limit GVHD prophylaxis to 

cyclosporine and selectively depleted T cells (10
8
 T cells/kg).

34
 Immune reconstitution was 

rapid and grade III to IV acute GVHD was only observed in 12% of patients. This anti-

CD25 immutoxin was also tested in a primarily pediatric haplo-transplant population and 

found to induce anti-CMV and anti-EBV responses in 4 of 6 patients treated with 10
5
 T 

cells /kg.
35

 The fact that few patients developed acute or chronic GVHD supports the 

concept of T cell allodepletion using a mixed lymphocyte reaction (MLR) to identify donor 

cells with the ability to recognize patient cells. However there are a number of issues with 
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targeting of CD25 to eliminate cells with GVHD potential. Indeed, CD25 is expressed only 

transiently upon exposure to mismatched cells. In addition, CD25 is also expressed on the 

surface of regulatory T cells, a subset of cells which may be of particular interest in 

preventing GVHD in the context of highly immunogenic HLA-mismatched transplantation.  

Photodepletion of alloreactive T cells 

In order to obviate the need for CD25 targeting, we have been working on a photodynamic 

approach for the selective destruction of alloreactive T cells, while preserving immunologic 

cells with non-pathogenic residual activity but anti-infection and anti-leukemia activity. 

Photodynamic therapy is currently used in many different indications,  particularly in 

cancer treatment.
40

 It is based on the observation that  some compounds are not cytotoxic 

on their own, but become highly toxic to cells upon illumination with light of a suitable 

wavelength. Most often this is a result of the generation of reactive oxygen species by these 

compounds upon illumination. In a preclinical model, L-leucyl-L-leucine methyl ester 

(LLME) was shown to deplete dipeptidyl peptidase I (DPPI)-expressing cytotoxic cellular 

subsets.
41

 This could be translated into a dose dependent increase of survival in mice 

without affecting the GVL effect
41

 nor the T cell repertoire.
42

 Most photodynamic 

compounds do not, however, show high cell type specificity. We have developed a 

photodepletion approach using a highly potent dibromorhodamine photosensitizing 

compound, TH9402, which selectively accumulates in cancer cells and alloreactive T cells 

and can be activated by visible light (514 nm). The illumination device incorporates a light 

source with two fluorescent tubes and an acrylic filter that eliminates ultraviolet light and 

provides an output spectrum similar to the absorption spectrum of TH9402. Preclinical 

studies have demonstrated that this compound eliminates malignant cells highly efficiently, 

but is not toxic to hematopoietic stem cells.
43

 In addition, Guimond et al have shown that T 

cell activation results in functional P-glycoprotein 170 inhibition with ensuing intracellular 

trapping of TH9402.
44

 Thus, dibromorhodamine accumulation results, upon light exposure, 

in the formation of a triplet excited state from a singlet excited state,
45

 leading to lethal cell 

damage, both of apoptotic and necrotic origin
46

. 
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Upon exposure to host mononuclear cells demonstrating allogeneic MHC-mismatched 

antigens, allostimulated donor CD4+ and CD8+ cells retained TH9402 preferentially over 

their resting counterparts. This treatment caused selective elimination of immunoreactive 

T-cells, as measured using flow cytometry, proliferation assays and cytotoxic T cell 

precursor frequencies. Importantly, residual T cells had the ability to respond to third party 

cells. In addition, P-glycoprotein inhibition with verapamil or cyclosporine A promoted 

intracellular trapping of the photosensitizer and global cell elimination, underlining the role 

of P-glycoprotein in this process. When tested using murine cells, this strategy eliminated 

anti-host responses but preserved responses against a syngeneic BCL1 leukemia/lymphoma 

and third party cells. In addition, the administration of selectively depleted T cells in vivo 

not only prevented the development of acute GVHD in a mismatched setting, but also 

allowed recipients to survive without detectable leukemia cells.
47

  

When tested in a clinical trial in an HLA- matched setting, CD4+ naive and central memory 

T cells were eliminated after photodynamic processing while CD8+ naïve and effector cells 

were preserved.
48

 Patients receiving photodepleted cells demonstrated complete donor 

chimerism rapidly and reconstituted with enhanced CD8+ naïve cells. However, these 

patients demonstrated infectious complications and chronic GVHD. While this study 

reported relatively low relapse rates, it emphasizes the difficulty of selectively eradicating 

donor cells reacting toward minor histocompatibility antigens from fully matched HLA-

compatible donors. In comparison, photodepletion of haplotype mismatched cells activated 

in a mixed lymphocyte reaction preserved naïve and central memory cells of both CD4+ 

and CD8+ origins
44

. In addition, when administered to patients, the naïve CD4+ and CD8+ 

compartments also demonstrated the most prominent recovery. These different cell graft 

and immune recovery results highlight the striking differences in cell behaviour between 

HLA-matched and –mismatched cells. In addition, T cells were selected as stimulator cells 

in the HLA-matched donor setting to minimize the possibility of activating cells against 

occult malignant residual cells.
48

 The fact that antigen presenting cells consisted of T cells, 

which harbor less immunogenic potential than conventional antigen presenting cells, and 
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underwent CD3+ selection and expansion prior to their use, as well as the relatively short 

immunization period and lack of cytokine support during the co-culture with donor cells, 

may all have contributed to the relative deficiency in anti-host cell elimination
49

. Indeed, 

Mielke et al, from the same laboratory, was able to generate specific depletion of anti-host 

reactivity in the context of haplotype mismatch between donor and recipient.
50

 Moreover, a 

preclinical study demonstrated that TH9402 photodepleted cells could be used in conditions 

resulting in the elimination of anti-host response, and induction of specific responses to 

pathogens such as cytomegalovirus, adenovirus, varicella zoster virus, herpes simplex 

virus, aspergillus fumigatus, Candida albicans and Toxoplasma gondii.
51;52

 

Haplo-identical stem cell transplantation with photodepleted T cell add-back 

As previously discussed, there is a need for rapid immune response toward infectious 

agents when using T cell depleted haplo-identical grafts. To address this major obstacle, we 

investigated the ability of donor lymphocyte infusions photodepleted of their alloreactive 

component to accelerate post-transplant immune reconstitution. A clinical phase I trial was 

performed in adults to evaluate selective elimination of host-reactive T cells for prevention  

of GVHD using the dibromorhodamine-based photodepletion approach described above
53

 

Of the  27 adult patients enrolled, 19 patients (median age of 54 years) presenting very high 

risk hematologic malignancies (mostly refractory or relapsed acute leukemias (n=11) or 

myelodysplastic syndromes (n=4)) were transplanted. The preparative regimen consisted of 

total body irradiation, thiotepa and fludarabine and was followed by CD34+ 

immunomagnetically selected peripheral blood cell grafts. One month later, patients 

received incremental doses of an add-back of photodepleted T-lymphocytes to accelerate 

immune reconstitution (ATIR). Doses of ATIR cells ranged from 1x10
4
 (level I) to 5x10

6
 

(level VII) CD3+ cells/kg. The high level of elimination of alloreactive T cells observed in 

preclinical studies, as measured using flow cytometry and cytotoxic T lymphocyte 

precursors, could be replicated in the clinical trial. Although none of the patients received 

GVHD prophylaxis, no patient developed grade III-IV acute GVHD. Grade II acute GVHD 



 
 

xii 

 

xii 

developed in only 4 patients, with 3 of these corresponding to the 2 highest T cell doses. 

Immunologic recovery was first observed in NK (CD56+) followed by B (CD19+) cells 

within the first weeks post-transplant.  Patients who had received the highest T-cell doses 

were the first ones to present with CD3+, CD4+ and CD8+ cells. When compared to 

patients receiving low doses of photodepleted T cells, patients receiving high cell doses 

(3x10
5
 T cells/kg) had decreased infections and delayed in the time to develop their first 

infection. Interestingly, the difference in T cell dose translated in a low treatment-related 

mortality in the latter group. This treatment strategy resulted in an overall survival of 

47.4±22.4% (±95% confidence interval) and event-free-survival of 36.8±21.7% at 2 years, 

with a median follow-up of 4.0 years, an impressive finding in view of the particularly poor 

prognosis of these patients. Transplant-related mortality was decreased in the high (19.2%) 

versus the low (65.7%) T-cell dose group, with a similar trend for improved survival in the 

high T-cell dose group. These results indicate that it is possible to administer T cells with 

the ability to recognize and fight infections without inducing severe GVHD. The benefits of 

this alloreactive T cell photodepletion are particularly promising for patients undergoing 

haplo-transplantation, where infections represent the most important cause of treatment 

failure. These results are currently further investigated in a phase II trial.  

Generation of potent and specific anti-host alloreactivity 

Successful depletion of T cells with anti-host reactivity relies on the ability of 

immunization protocols to elicit specific anti-host responses and on the efficacy of 

treatment procedure utilized to eradicate these activated cells. MLR is currently the easiest 

and most efficient strategy to prime donor against patient cells. However, cells cultured in a 

MLR increase their CD25 expression, particularly in the CD4+ subset, while few CD8+ 

cells do so
33

. This may reflect the propensity of class II MHC antigens to generate MLR-

reactive cells while class I antigens usually require a stronger stimulus. For this reason, we 

have incorporated cytokine support in the form of interleukin-2, which resulted in 

consistent cell activation across both MHC subtypes. Utilization of purified dendritic cells 

and other professional antigen presenting cells could also increase immunization 
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potential
54;55

. In addition, high resolution sequencing may foster the identification of tissue 

antigens that elicit the strongest GVHD responses, thus leading to specific T cell activation 

against crucial GVHD epitopes
56

. Better definition of priming conditions with the ability to 

consistently activate cells against minor histocompatibility antigens would open the door to 

perform MHC-matched transplants without additional immunosuppression. 

 

Regulatory T cell preservation and enhancement 

While cytokines like interleukin-2 can increase alloreactivity and enhance the elimination 

of anti-host reactive cells, Guimond et al found that a small CD4+CD25+ T cell population 

was resistant to the above TH9402 phototherapy and could represent regulatory T cells.
44

 In 

a clinical scaling study, Mielke et al identified  those resistant CD4+CD25+ cells as 

FOXP3+, a finding that provides further support to the regulatory nature of these cells.
57

 

Moreover, Bastien et al demonstrated that TH9402 eliminated endogenously activated T 

cells from GVHD patients while preserving functional regulatory T cells, a strategy that 

could be useful for the treatment of chronic GVHD.
58

 Indeed, extracorporeal photopheresis 

consists in the phototreatment of lymphopheresis cells collected from GVHD patients. 

Most current studies involve 8-methoxypsoralen (8-MOP) to eliminate T cells and attenuate 

GVHD symptoms primarily through an IL-10 dependent mechanism.
59

 We showed that 

TH9402 could preserve regulatory T cells that inhibit alloreactivity through IL-10 secretion 

and CTLA-4 ligation.
58

 In addition, photodepleted cells could induce a regulatory T cell 

phenotype within CD4+CD25- cells in a CTLA-4 dependent mechanism.
58

 Moreover, 

when TH9402 photodepleted patient cells were reinjected to these chronic GVHD patients 

on a weekly schedule, an increase in regulatory T cells was observed in the peripheral 

blood as early as 2 weeks after the first injection.
58

 In contrast, such a regulatory T cell 

increase required 3 months of treatment with 8-MOP.
60

 Interestingly, photodepletion with 

TH9402 was found to be particularly efficient at inducing selective depletion of host 

reactive T cells from GVHD patient cells compared to CD25+ depletion (Figure 1). Thus 
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the same photoactive agent could be used for both prevention and treatment of GVHD. 

Furthermore, TH9402 also induces an anti-inflammatory phenotype in dendritic cells 

allowing further inhibition of GVHD response.
61

 Hence, by its activity on activated cells, 

concomitant preservation of Tregs and effect on dendritic cells, TH9402 may not only be 

appropriate for the prevention of GVHD in haplo-identical transplantation, but also part of 

a an effective strategy for the treatment of established GVHD. 

Conclusions 

Concomitant achievements in laboratory strategies, technological developments and 

clinical applications have resulted in major advances in the performance of haplo-

mismatched transplantation. The infusion of high doses of CD34+ selected grafts afforded 

engraftment without GVHD. However, impaired T cell reconstitution was associated with 

an increased incidence of infections and malignant relapse. Selective depletion of 

alloreactive T cells enables the administration of T cells with the ability to fight infections 

and malignancy without causing GVHD. T cell photodepletion represents a particularly 

appealing approach for selective allodepletion as it eliminates anti-host reactive cells and 

preserves resting cells with anti-infection and potentially anti-leukemia activity. Moreover, 

treatment conditions can be modified to enhance the presence of regulatory T cells and 

position these cells as prime immunomodulators in the context of GVHD treatment.  

Development of increasingly effective ex vivo immunizing strategies using dendritic and 

other antigen presenting cells, enhanced culture conditions, and potent and selective 

depletion strategies may be of utmost importance in the control of GVHD for haplotype 

mismatched and other transplants.  Such combined efforts should increase patient access to 

safer haplotype mismatched transplantation and improve patient outcome significantly.  
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Figure Legend: 

Figure 1: Anti-CD25 versus TH9402 depletion of CD25+ alloreactive and regulatory T 

cells. A) When donor T cells are exposed to recipient mononuclear cells, host reactive T 

conventional (Tcon) become activated and acquire CD25 and other antigens share between 

activated and regulatory T cells.  B) Anti CD25 monoclonal antibodies interact with both 

activated Tcon and regulatory T cells (Tregs), leading to magnetic depletion of both cellular 

subsets. C) The photosensitizer TH9402 is predominantly retained in activated T cells with 

low levels of accumulation in regulatory T cells. This allows for selective elimination of 

activated T cells with minimal regulatory T cell apoptosis and preservation of resting T 

cells. D and E) Peripheral blood mononuclear cells from GVHD patients either exposed to 

anti-CD25 immunomagnetic beads or TH9402 photodepletion. Three days later, activated 

CD4+CD25+FOXP3- T cells undergo massive elimination in both conditions, as measured 

by flow cytometry. However, CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T cells are eliminated with 

CD25 targeting but spared after photodepletion. 
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