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Résumé
La vigueur de la réponse immunitaire générée par les cellules dendritiques (DC) a positionné ces
cellules comme médiatrices centrales dans 1’activation des lymphocytes T. La vulnérabilité des
cellules cancéreuses de leucémie myéloide chronique (LMC) a I’intervention immunitaire résulte
apparemment de la capacité des cellules leucémiques de se différencier en DC. Ces DC ont alors
la capacité de présenter des peptides provenant des cellules souches leucémiques aux
lymphocytes T. Dans ce travail, nous démontrons que la plupart des patients atteints d’une LMC
présentent un déficit important en DC au niveau du sang et de la moelle osseuse avant la greffe
de cellules souches allogéniques. Les faibles niveaux de DC circulantes résultent en grande partie
d’une perte de la diversité au niveau des cellules progénitrices CD34" leucémiques au niveau de
la moelle osseuse. Ces cellules progénitrices CD34 " présentent d’ailleurs une capacité réduite a
se différencier en DC in vitro. Nous avons trouvé qu’un décompte faible de DC avant une greffe
allogénique était associ¢ a une diminution significative de la survie et une augmentation
considérable du risque de développer une des complications mortelles. Puisque la reconstitution
des DC suite a la greffe est absente, notre étude appuie aussi la thése que ce sont les cellules DC
pré greffe qui sont primordiales dans l'effet du greffon contre leucémie (GVL). Dans ce contexte,
notre étude suggere que le compte des DC avant la greffe allogénique pourrait servir de marqueur
pronostique pour identifier les patients LMC a risque de développer certaines complications suite

aune greffe allogénique.

MOTS CLES: Leucémie myéloide chronique, cellules dendritiques, ber/abl, homéostasie, immunothérapie



Abstract

The intensity of the immune response that is generated by the dendritic cells (DCs) has
established these cells as central mediators in the activation of T lymphocytes. The vulnerability
of leukemic cells present in chronic myeloid leukemia is mostly attributable to the ability of the
leukemic stems cell to differentiate themselves into potent DCs. The latter are then able to
present peptides which come from endogenous origin and from leukemic stem cells to the T
lymphocytes. In this thesis, we demonstrate that, before allogeneic stem cell transplant, the
majority of patients afflicted by CML have a considerable lack of DCs in their peripheral blood
as well as in their bone marrow. The low levels of circulating DCs result to a great extent from a
loss of diversity in the CD34" leukemic progenitor cells located in the bone marrow. Moreover,
these CD34 " leukemic progenitor cells display a reduced capacity to differentiate themselves into
DCs in vitro. Our findings show that having a low level of DCs prior to an allogeneic transplant
is associated with a significant decline in survival rates as well as with increased risks of
developing life threatening complications. Since the DCs’ reconstitution following an allogeneic
bone marrow transplant is missing, our study supports the thesis that pre graft DCs are essential
in the Graft versus leukemia effect (GVL).Therefore, our research suggests that tallying DC
before proceeding with an allogeneic transplant could act as a prognostic marker to identify LMC

patients who present risks of complications after an allogeneic transplant.

KEYWORDS: Chronic myeloid leukemia, dendritic cells, bcr/abl, homeostasis, immunotherapy
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"I know I have got to hold out for that. They don't give it to you if you have
passed away. I got to hold out for that."
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1.1. La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

La transplantation de cellules souches hématopoiétiques a ¢été¢ développée pour traiter les
déficits hématologiques congénitaux. Parmi ces maladies sont incluses: les anémies, les
immunodéficiences majeures ainsi que les hémopathies malignes, dont les leucémies, les
lymphomes et les myélomes multiples. Il existe deux types de greffe de CSH : la greffe autologue

et la greffe allogénique.

1.1.1. La greffe de CSH allogénique

La greffe de CSH allogénique (allo-CSH) requiére un donneur auquel sont prélevées des
cellules progénitrices hématopoiétiques. Celles-ci sont injectées au patient malade afin de
remplacer son systéme hématopoiétique détruit par la chimiothérapie. C’est en 1959 que la
premiére allo-CSH a été effectuée’. 1l faudra attendre jusqu’a 1980 pour que ce type de
traitement devienne un traitement de premicre ligne dans notre systéme de santé. Aujourd’hui,
l'allo-CSH constitue la seule thérapie cellulaire disponible pour guérir les leucémies et autres
désordres hématologiques qui peuvent étre mortels. La greffe de CSH allogénique permet, dans
un premier temps, de régénérer un nouveau systeme hématopoiétique a partir des cellules souches
du donneur. Dans un deuxiecme temps, les cellules immunocompétentes contenues dans le
greffon, notamment les lymphocytes T CD4" ou CDS8" ainsi que les cellules NK (Tueuses
naturelles)’, exercent une activité immunologique contre les cellules leucémiques résiduelles du
patient. Cette activité, connue sous le nom de réaction du greffon contre la leucémie (GVL), est
en grande partie responsable du succes de 1’allogreffe chez les sujets atteints de leucémie

my¢loide chronique (LMC).
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1.1.2. La greffe de CSH autologue

La greffe de CSH autologue est le second type de greffe couramment utilisé pour traiter
les tumeurs hématologiques. Les indications de la greffe autologue sont bien définies et
concernent surtout les myélomes et les lymphomes. Malgré tout, on peut utiliser la greffe
autologue pour traiter certaines leucémies aigu€s et chroniques, mais les succeés sont
généralement moindres. L autogreffe de CSH permet d’augmenter considérablement les doses de
chimiothérapie afin d’induire une ¢élimination maximale des cellules leucémiques tout en
demeurant dans les normes de toxicit¢ sur le systéme hématopoiétique du patient. La
contamination du greffon par les cellules tumorales représente par contre une limitation
importante du traitement. Il est alors possible de diminuer la contamination du greffon en
prélevant les cellules souches hématopoiétiques a la fin du cycle de chimiothérapie. C'est a ce
moment que la charge tumorale est réduite a son maximum et que les cellules progénitrices saines
émergent. Idéalement, il est préférable d'avoir recours a des méthodes additionnelles de purge du
greffon afin d’éliminer les cellules tumorales contaminantes. Par exemple, dans le cadre du
lymphome non hodgkinien, le Rituximab, un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur
CD20, peut étre utilisé ex vivo pour diminuer les cellules cancéreuse du greffon’, par contre
l'effet clinique sur la survie globale et la survie sans progression est discutable®”. D'ailleurs, dans
un contexte de LMC, cette technique est difficilement applicable puisque les cellules tumorales
expriment une variété de récepteurs de surface dont certains se retrouvent également sur les
cellules progénitrices saines. En général, 1’autogreffe est moins toxique pour le patient et la
reconstitution immunitaire suite a la greffe est meilleure. Cependant, on observe une fréquence

plus élevée de rechute leucémique qui serait liée a I'absence d'effet GVLC.
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1.2. Les sources de CSH et la chimiothérapie

1.2.1. La moelle osseuse et le sang périphérique

Les CSH résident principalement dans la moelle osseuse. Plusieurs études ont démontré
que les CSH immatures expriment le récepteur de surface CD34 et posseédent la capacité¢ de
régénérer un systéme hématopoiétique complet’®. Pendant plusieurs années, la moelle osseuse
¢tait obtenue par ponction au niveau des os plats, ce qui compliquait I’accessibilité a ces cellules.
Depuis quelques années, des facteurs de croissance comme le m-SCF (Monocyte-Colony
Stimulating Factor) ou le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) sont utilisés afin
d’induire la migration des CSH de la moelle osseuse vers le sang périphérique. Grace a ce type
d’intervention, le prélevement du greffon, qui auparavant devait étre fait dans une salle

d’opération, peut maintenant s’effectuer par cytaphérése.

1.2.2. Le sang de cordon

Le sang de cordon constitue une troisiéme source de CSH. Découvert en 1974, le sang de
cordon présente I’avantage d’étre facilement disponible puisque les cellules sont obtenues a partir
du cordon ombilical récupéré aprés la naissance du nouveau-né °. Plusieurs études ont démontré
que ce type de greffe entrainait une diminution du risque de développer une maladie du greffon
contre 1'hote (GVH). Cette propriété des CSH de cordon serait possiblement due a une plus
grande proportion de cellules T immatures ou encore au nombre important de cellules

1011 Malheureusement, la reconstitution

immunosuppressives retrouvé dans le sang de cordon
immunitaire et myéloide est plus lente. On observe aussi une augmentation de 1'absence de prise

de la greffe chez les patients'>. De plus, le nombre restreint de CSH retrouvé dans un cordon
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ombilical est généralement insuffisant pour greffer un patient adulte, ce qui nécessite donc

I’utilisation de plusieurs cordons pour effectuer une greffe chez un individu.

1.2.3. La compatibilité: le systeme HLA

Dans le cadre d’une greffe de CSH allogénique, le couple donneur-receveur doit posséder
une compatibilit¢ pour les antigénes du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH).
Généralement, cette compatibilité se retrouve dans la famille immédiate du patient. Toutefois, en
absence de donneur familial compatible, la greffe peut étre effectuée a partir de CSH d’un
donneur non apparent¢é HLA-compatible . L' histocompatibilit¢ maximale possible est de 12
alléles sur 12, ce qui est observable en cas de greffe d'un donneur apparenté. Lorsque la greffe
provient d’un donneur non-apparenté, 10 all¢les sont séquencées. Une compatibilité de 10/10 est
la plus élevé possible, avec une compatibilité parfaite obligatoire au niveau du HLA-A, -B et -C
B Les HLA I et II sont sous-divisés en trois différents groupes comprenant les HLA I des
groupes A, B et C et les HLA II des groupes DR, DQ et DP '*. La greffe de sang de cordon
permet d’accepter un degré d’incompatibilit¢ HLA plus grand entre le donneur et le receveur

(compatibilité de 4 a 6 antigénes majeurs HLA-A, B, DR)".

1.2.4. Traitement chimiothérapeutique et leucopénie

Avant une greffe de CSH allogénique ou autologue, le patient recoit une chimiothérapie
intensive avec ou sans radiothérapie qui a pour but d’éliminer les cellules leucémiques. Cette
étape de préparation appelée « conditionnement » est nécessaire et induit aussi une
immunosuppression complete du patient. Ce « conditionnement » va aussi favoriser la prise du
greffon et permettre d’éviter le rejet de greffe. Le conditionnement prégreffe se compose d’une
chimiothérapie couplée ou non a une irradiation corporelle totale (TBI). En fonction de son

intensit¢ d’immunosuppression et du degré de myéloablation, on distingue deux types de
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conditionnements: un conditionnement myé¢loablatif et un conditionnement d’intensité réduite

non my¢loablatif.

1.2.4.1. Le conditionnement my¢loablatif

Le conditionnement myéloablatif a été le 1* traitement prégreffe utilisé pour traiter des
patients souffrant de maladies hématologiques malignes et qui étaient ¢ligibles pour une greffe de
CSH allogénique. Ce type de traitement est hautement toxique et induit une destruction compléte
de la moelle osseuse. Le traitement va donc se limiter a une utilisation chez des patients
généralement plus jeunes ne présentant pas de facteurs de comorbidité associés. Le
conditionnement myéloablatif peut étre associ¢ a une chance de GVHD de grade II a IV supérieur
en moyenne de 27% pour non-my¢loablatif. La prépondérance des GVHD III-IV est encore plus
élevé, soit respectivement de 35% versus 17%'®!”. Celui-ci entraine également une lymphopénie
sévere qui peut perdurer pendant plusieurs années suite a la greffe de CSH. Ce type de greffe est

donc associé a un risque de mortalité important.

1.2.4.2. Le conditionnement a intensité réduite

Dans les années 80, les chimiothérapies d'intensités réduites ont été développées afin de
diminuer la toxicité reliée au traitement'®. Ce type de conditionnement permet de greffer des

personnes plus 4gées et/ou présentant des facteurs de comorbidités important'*

De plus, des
patients atteints de maladies hématologiques difficilement traitables par des traitements standards
ont pu étre pris en charge grace a cette nouvelle approche. Ceci incluant les leucémies myéloides
aigués et les syndromes myélodysplasiques, alors reconnus comme incurables’’. Le degré de
lymphopénie et d'inflammation est généralement moins important suite a la greffe de CSH, ce qui

. . . . . N . . 2223
pourrait favoriser une meilleure reconstitution du systtme immunitaire 7. Les

conditionnements réduits assurent une aussi bonne prise du greffon que les traitements
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conventionnels. Nous observons aussi un effet GVL efficace ainsi qu'une fréquence moins élevée
d’infections bactériennes et fongiques chez les individus traités avec un conditionnement
réduit**?. Les réactivations au cytomégalovirus (CMV) seraient aussi moins fréquentes chez les
patients recevant un conditionnement d’intensité réduite’. Le développement de chimiothérapies
moins invasives permet aujourd’hui de traiter des patients qui autrefois n’étaient pas admissibles

a la greffe de CSH allogénique.

1.4. La régénération du compartiment lymphocytaire chez 'homme

Suite a la perte des lymphocytes T, deux voies principales de reconstitution immunitaire
sont possibles : la voie thymique et la prolifération homéostatique (HPE) des lymphocytes T

matures contenus dans le greffon.

1.4.1. La voie thymique

Chez les patients greffés, la reconstitution immunitaire a long terme des lymphocytes T
naifs ayant un répertoire diversifi¢ est faite au niveau du thymus. Ce type de reconstitution
immunitaire, qui est essentielle au processus de défense immunitaire, revient de fagon trés lente.
Cet intervalle de temps est de 6 a 18 mois chez les patients jeunes et entre 10 a 30 ans chez les
patients plus dgés *’. La reconstitution serait d'ailleurs gravement affectée par la chimiothérapie et

la Maladie du greffon contre I'hote aigué (GVHa)*®.

La différenciation des lymphocytes T implique plusieurs événements majeurs qui se
produisent au niveau de la moelle osseuse et du thymus. Au niveau de la moelle osseuse, les CSH
présentes se différencient en cellules progénitrices thymiques (ETP). Les ETP, bien que faisant
partie principalement de la lignée des cellules souches des lymphocytes T, ont encore la

possibilité de se différencier en d’autres types cellulaires, dont les cellules dendritiques et les
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lymphocytes B*. Les ETP qui arrivent au thymus perdent éventuellement cette plasticité et
deviennent des cellules doubles négatives (DN) pour les récepteurs CD4 et CDS8. Le phénomene
de réarrangement des génes du TCR survient au stade DN3 et est induit par 1'activation des geénes
RAGI et RAG2. Suite au réarrangement de la chaine béta du TCR, la cellule commence a
exprimer les co-récepteurs CD4 et CDS8 et ce stade est appelé double positif (DP). Ceci est
ensuite suivi par le réarrangement du locus de la chaine-a et de l'expression membranaire de

30,31

récepteurs des lymphocytes T alpha-beta (TCR-af)

Lors de la différenciation thymique, deux étapes de sélection se mettent en place. Le
premier mécanisme de sélection des lymphocytes T est la sélection positive, se produisant au
niveau de la médulla thymique. Elle permet seulement aux cellules qui reconnaissent le complexe
majeur d'histocompatibilité présent sur les CPA de survivre. Lors de cette étape, si le TCR de la
cellule se lie a une molécule CMH 1, la cellule conserve et maintient 1’expression du récepteur
CDS8 et perd le CD4. Par contre, une liaison avec le CMH II entraine la perte du récepteur CDS et
le maintien du CD4*. Le deuxiéme mécanisme de sélection est la sélection négative. Lorsque
Iaffinit¢ du TCR pour le CMH dépasse un certain seuil, la cellule est alors éliminée®. Le
processus de sélection négative a pour but d’éliminer les lymphocytes T auto-réactifs afin
d’éviter le développement de maladies auto-immunes. Certaines cellules CD4" possédant une
affinité plus grande pour le TCR peuvent survivre a la sélection négative et devenir des cellules T
régulatrices (Treg)**. Par contre, les mécanismes de sélection des cellules Treg demeurent encore
peu connus. Les thymocytes relachés par le thymus sont appelés émigrants thymiques récents ou

RTE et poursuivent leur maturation en périphérie.
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Figure 1: Les mécanismes impliqués dans la reconstitution immunitaire des lymphocytes T suite
a une greffe de CSH allogénique. Inspiré de Thymus and immune reconstitution after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation in humans: never say never again (2012) Tissue antigens

1.4.2. La sénescence thymique causée par le vieillissement

La fonction thymique est particuliérement robuste lors du stade feetal et du développement
périnatal. Pour des raisons encore méconnues, cette fonction décline graduellement avec 1'age.
L’involution thymique age-dépendante serait associée a une diminution de la production des
thymocytes. L'involution serait en partie causée par l'effondrement des différents épithéliums
thymiques et par la perte de la jonction cortico-médullaire®®. Chez un adulte 4gé entre 35 et 45
ans, le thymus contiendrait moins de 5-10% de sa cellularité initiale tout en gardant un ratio
semblable entre le compartiment des thymocytes et celui des cellules épithéliales
thymiques®®*"28. Or ces résultats supportent un modéle ou les acteurs cellulaires de la fonction
thymique seraient particulicrement affectés par le vieillissement. Les changements en cellularité
sont caractérisés par une infiltration massive d'adipocytes, une diminution importante du nombre
de mTEC (cellule thymique épithéliale de la médulla) et une augmentation des cTEC (cellule
thymique épithéliale du cortex)”. Cette dégénérescence thymique apporte des changements

importants a la composition du compartiment périphérique des cellules T. Dans certains cas, ces

22



changements peuvent entrainer une diminution de la diversité du répertoire T en périphérie et une
. 1oL, N . . . . 4
augmentation de la susceptibilit¢ a certains types de maladies infecticuses®’. Les causes

biologiques de I'involution thymique demeurent toutefois largement inconnues.

Le thymus ne posséde pas de « réservoir » intrinséque de cellules souches lymphoides et
I’apport en cellules souches progénitrices proviendrait de la moelle osseuse. Les SCH de la
moelle osseuse seraient aussi affectées par le vieillissement, ce qui aurait pour conséquence une
réduction de la production des cellules lymphoides progénitrices*’. L'injection de cellules
progénitrices compétentes dans des souris agées ne semble toutefois pas avoir d'effet significatif
sur la prévention de l'atrophie thymique, ce qui suggere que le thymus deviendrait dysfonctionnel
en vieillissant **. D’autres études indiquent que la perturbation d'autres facteurs extrinséques
comme le crosstalk TEC/ETP, la diminution de production du facteur d'inhibition des leucémies
(LIF), de l'oncostatine M (OSM) pourraient affecter la fonction thymique®. Une étude chez la
souris a en effet démontré qu’un thymus atrophi¢ transplanté chez un receveur plus jeune pouvait

. 44
Se€ revigorer .

La voie thymique est essentielle a la reconstitution immunitaire d’un répertoire de
lymphocytes T diversifié. Malheureusement, a cause de I’involution thymique, cette voie est
généralement inefficace et ne permet pas la reconstitution des lymphocytes T suite a la greffe de
cellules souches allogéniques. De plus, il est bien connu que le thymus humain est trés sensible a
la chimiothérapie, ce qui pourrait expliquer pourquoi la présence de TREC(T cell receptor
excision circles ) sanguin est généralement plus faible chez les receveurs que chez les donneurs
au niveau des lymphocytes T CD4" et CD8"*>*® Cette différence est par ailleurs accentuée chez

les patients développant une GVH . En l'absence de nouveaux lymphocytes T naifs, on observe
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un appauvrissement naturel du répertoire T et ceci devient particuliecrement évident chez les

personnes agées qui subissent une greffe de CSHY.

Chez les patients ayant une reprise de la fonction thymique, la sélection négative effectuée
pouvant s'effectuer par les APC du donneur pourrait permetre 1'instauration d'une tolérance chez
les lymphocytes T produits de novo & partir des CSH du donneur*®. Dans ce contexte, il est peu
probable que la tolérance induite par le thymus puisse inhiber la réponse anti-leucémique
puisqu’il est improbable que les antigénes leucémiques soient exprimés par les CPA du donneur

. 4
au niveau du thymus™.

1.4.3. La prolifération homéostatique des cellules T matures

L'expansion homéostatique est une voie de reconstitution des lymphocytes T qui repose
sur la prolifération des lymphocytes T périphériques résiduels. Ce mécanisme a été identifi¢ pour
la premiére fois chez des souris athymiques lymphopéniques qui avaient re¢u un inoculum de
lymphocytes T. La prolifération homéostatique permet de reconstituer durablement le

compartiment des lymphocytes T périphérique des animaux receveurs.

Chez une majorité des greffés médullaires, la fonction thymique est généralement
insuffisante pour reconstituer un répertoire complet de lymphocytes T. Dans ce contexte, la
prolifération homéostatique demeure 1’'unique facon de ramener des comptes lymphocytaires a
des valeurs normales. Cette particularité des cellules T a proliférer intensivement dans un hote
lymphopénique serait due, en partie, a I'absence de thymopoiése et a un excés de ressources ",
Des ¢études fonctionnelles ont démontré que I’IL-7 et la stimulation du TCR étaient tous deux

requis pour la prolifération homéostatique des lymphocytes T naifs *% Pour la cellule CD8"

mémoire, la stimulation du TCR serait dispensable et I’IL-15 seule serait suffisante pour induire
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I’expansion homéostatique®. Les éléments requis pour la prolifération homéostatique des
lymphocytes T CD4" mémoires demeurent encore peu connus, mais pourraient aussi impliquer
I’IL-7 avec ou sans signal provenant du TCR **. Ces différences au niveau des éléments requis
pour induire la survie et l’expansion homéostatique pourraient expliquer pourquoi les
lymphocytes T CD8" reviennent rapidement a des valeurs normales. Par contre, les lymphocytes
T CD4" peuvent prendre plusieurs mois ou années avant de revenir a des valeurs normales™.
Chez les patients qui regoivent une greffe allogénique, la lymphopénie est généralement plus
sévere et pourrait étre causée par le faible inoculum de lymphocytes T administré au moment de
la greffe®®. Des études récentes ont démontré que I’alloréactivité induirait des changements
fonctionnels au niveau des organes lymphoides secondaires. Ceci aurait un effet adverse sur la
survie et I’expansion homéostatique des lymphocytes T°'°°. Les médicaments administrés en
prophylaxie ou en traitement de la GVH ont aussi un role important a jouer dans le maintien de la

lymphopénie chez les patients greffés>”-00-61:6263,

Or, I’acquisition de I’immunocompétence du
patient dépend en grande partie de 1’efficacité de la reconstitution immunitaire par expansion
homéostatique. Dans un contexte ot la diversité de niche périphérique des lymphocytes T CD4"

est réduite par les effets déléteres de la GVH, les patients deviennent généralement plus sujets

aux infections.

1.5. Les complications postgreffe majeures : la rechute et la GVH

1.5.1. Réaction du greffon contre 1'hdte ou GVH

Dans un contexte d’allogreffe, la GVH survient lorsque les lymphocytes T du donneur
reconnaissent et détruisent les tissus sains de I'hote®. 1l existe 2 types de GVH : la GVH aigué et
la GVH chronique (GVHc). La GVHa survient typiquement dans les 100 jours qui suivent la

greffe de CSH alors que la GVHc survient généralement plus tard. Bien que ces deux
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complications soient toutes deux reliées a 1’alloréactivité, la physiopathologie de la GVH aigué et

chronique demeurent trés distinctes.

1.5.1.1. Réaction du greffon contre 1'hote aigué

La maladie du greffon contre 1'hote aigué€ est I'une des complications les plus importantes

a survenir suite a une greffe de moelle osseuse allogénique. Les disparités pour les antigénes

majeurs d’histocompatibilités ou pour les antigénes mineurs d’histocompatibilités sont en grande

partie responsables de ’initiation de I’alloréactivité. Les couples donneur-receveur apparentés ont

généralement une incidence de GVH plus faible (35-45%) que les couples donneur-receveur non

apparentés (50-80%)%°*°7 La GVHa est divisée en différents stades selon la gravité de la

maladie (tableau 1)°® .

Tableau 1: Symptomes associés a la maladie du greffon contre 1'hote aigué

-25% de la peau

I

-50% de la peau
-Début d'atteinte au foie

I1I

-50% de la peau et l'intestin
-Atteinte au foie

-Crampe douloureuse
-Diarrhée

-25% de survie

v

-Cloche sur la peau
-Dysfonctions hépatiques
-Dégradation importante de
1'épithélium intestinal

-5% de survie
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Selon le modele de Ferrara, on dénombre 3 phases distinctes dans le développement de la
GVHa. Premiérement, il y a une libération massive de cytokines pro-inflammatoire, aussi appelé
tempéte de cytokines. Celle-ci, est causée par les dommages aux tissus lors du conditionnement

avant la greffe et conduit a D’activation des CPA du patient, principalement les cellules

dendritiques.

L’activation des CPA du receveur augmente la présentation antigénique et permet
Iactivation des lymphocytes T du donneur contre des déterminants antigéniques du receveur®’’,
Les cellules T activées sortent des ganglions lymphatiques et retournent au niveau des tissus
inflammés ou ils exerceront une cytotoxicité directe ou indirecte contre les cellules du receveur.
La destruction des tissus de 1’hote contribue a augmenter 1’inflammation et la présentation

antigénique. Ceci a pour effet de créer une boucle de rétroaction positive qui favorise 1’activation

des lymphocytes T alloréactifs’".

Le conditionnement prégreffe joue un role important dans I’initiation de la GVH puisqu’il
contribue aux dommages cellulaires qui entrainent le relachement de cytokines pro-
inflammatoires tel que le TNF-a, IL-1 et IL-6 > . Ces cytokines favoriseraient 1’activation des
lymphocytes T du donneur. Les chimiothérapies a intensité réduite auraient une toxicité moins
importante pour les tissus du patient et ceci pourrait expliquer la diminution de I’incidence de la
GVH chez les patients qui recoivent ce type de chimiothérapie. L’activation des cellules du
donneur meéne a une expansion rapide ainsi qu'a la production importante de cytokines de type
THI1 telles que I'IL-2 et L'IFN-y. Ces cytokines agissent sur la prolifération des lymphocytes T,

A7 Les cellules NK activées

mais aussi sur I’expression des molécules du CMH I et II des CP
contribuent substantiellement a la production totale d'INF-y et I’'immunogénicité des CPA. Les

Iésions au niveau du tube digestif vont également libérer des substances microbiennes comme le
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lipopolysaccharide (LPS) ainsi que des molécules associées aux pathogenes (PAMP) qui vont
augmenter D’activation des DC par signalisation via les récepteurs Toll-like (TLR)”. Les
cytokines libérées au cours de la GVH ont un role clé dans I’activation, mais aussi dans le
maintien des fonctions effectrices des cellules T, des cellules NK et des cellules présentatrices
d'antigénes. Bien que ce phénoméne puisse entrainer un choc septique et causer la mort, il va
principalement €tre impliqué dans la progression de la GVH aigué, menant alors a des dommages

importants au niveau de la peau, des intestins et du foie.
1.5.1.2. Réaction du greffon contre I'h6te chronique

La maladie du greffon contre 1'hdte chronique constitue une des limites thérapeutiques les
plus importantes chez les patients subissant une greffe de moelle osseuse allogénique.
L'incidence de celle-ci chez I'adulte est ¢élevée, soit de 25-80%, selon la compatibilité qui existe
entre le donneur et le receveur. La GVHc constitue un facteur de morbidité et de mortalité trés

71,78

important malgré 1'association importante entre la GVHc et l'effet GVL Elle présente des

manifestations cliniques trés hétérogenes selon les organes atteints et la sévérité de la maladie

7980 [a GVHc est reconnue comme une maladie

peut varier fortement d’un patient a 1’autre
distincte de la GVHa, et non plus comme une extension de celle-ci®’. Alors que la GVHa est
caractérisée par une inflammation et un environnement nécrotique important au niveau des
organes (Tableau 1). La GVHc, pour sa part, se manifeste surtout par une fibrose et une
inflammation chronique qui affectent un éventail plus large de tissus que ce qui est
habituellement retrouvé dans la GVHa. Les signes cliniques de la GVHc comportent des

similitudes avec ceux retrouvés chez les patients atteints de maladies auto-immunes systémiques.

Parmi eux, on retrouve la dépigmentation (vitiligo-like), bronchiolite oblitérante et le syndrome
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fribrotique (Tableau 2). Ces symptomes sont uniques a la GVHc et peuvent étre utilisés pour son

diagnostique.**

Tableau 2: Symptomes de la GVHc pouvant servir de signes cliniques diagnostiques

Peau -Dépigmentation (vitiligo-like)
oy ser -Scarification
Scalpe et pilosité -Ecaillement et 1ésions
-Xénostomia
-Mucocele
Bouche -Atrophie
-Ulcere
-Douleurs et sécheresse
Yeux -Conjonctivite cicatrisante
-Kératopathie
Partie génitale -Erosions , fissures et ulcéres
Poumons -Bronchiolite oblitérante
Muscles et articulations | -Myositis ou polymyosite

1.5.2. GVH et GVL: La jonction entre bénéfique et néfaste

1.5.2.1. L’immunité antitumorale ou effet GVL (greffon versus leucémie)

Les traitements intensifs de radiothérapie et de chimiothérapie administrés aux patients
avant la greffe allo-CSH sont responsables en grande partie de la destruction des cellules
leucémiques. Malheureusement, il est fréquent de détecter des cellules leucémiques résiduelles
suite a la chimiothérapie, c’est ce qu'on appelons la maladie minimale résiduelle. Dans ce
contexte d’allogreffe, les lymphocytes T du donneur seraient responsables de 1’élimination des

cellules leucémiques résiduelles et pourraient ainsi prévenir la rechute leucémique.
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L'effet GVL apres une greffe allogénique est I'une des immunothérapies les plus efficaces
a ce jour®™. Comme pour la GVH, les CPA seraient essenticlles dans la génération d'un effet
GVL. Ce sont principalement les cellules dendritiques de 1'hote qui seraient responsables de cet
effet immunologique, mais ceci n’exclut pas un réle possible des CPA du donneur lorsque la

charge tumorale est faible®**’.

L'effet GVL peut dépendre de la présence d’incompatibilité(s) majeure(s) au niveau des
molécules du CMH. Mais, généralement, il va dépendre d’une incompatibilité au niveau des
antigénes mineurs d’histocompatibilités (miHA) et/ou de la présence de peptides tumoraux
retrouvés a la surface des cellules tumorales®™. Les miHA, caractérisés par des protéines
polymorphiques, ont un rdle essentiel dans l'effet GVL qui a été clairement démontré in vitro et
chez la souris. L'activation des cellules T par les miHA présents au niveau de la tumeur ou ceux
partagés par les tissus de I'hote et de la tumeur serait a la base de l'effet GVLY. 1l semblerait
d’ailleurs que la présence de miHA allogéniques immunodominants, plutét que les antigénes

., . A 1
associés aux tumeurs, ait le role central dans I'effet GVL58:892091

Le role des cellules T dans la GVH et la GVL est supporté par des modeles précliniques
qui ont démontré que la déplétion des lymphocytes T diminuait considérablement le risque de
développer une GVH, mais augmentait aussi les rechutes leucémiques’”. Avec l'augmentation de
l'utilisation des conditionnements réduits, la présence d'une interconnexion entre la GVH et la
GVL est de plus en plus claire dans la prévention de la rechute tumorale. Le type de présentation
antigénique ainsi que la nature des antigeénes présentés pourraient avoir un role fondamental sur
I’activit¢ GVL et GVH des lymphocytes T alloréactifs. L'injection de leucocytes du donneur
augmente considérablement l'effet GVL, mais est souvent compliquée par la GVH’>**, L’effet

GVL est particulierement efficace puisqu'il va permettre de contourner les problemes
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d'immunoéditions chez les cellules leucémiques résiduelles grace a une réponse anti-leucémique

polyclonale®.

L’effet GVL le mieux caractérisé provient d’études effectuées chez des sujets ayant une leucémie
my¢loide chronique. Dans ce type de maladie, la présence de la translocation 9;22 meéne a la
production d’une protéine chimérique BCR/ABL et I’expression de peptides provenant de la
jonction de cette protéine oncogénique. On parlera plus spécifiquement de la LMC dans les pages

suivantes.

1.6. Le role des cellules dendritiques en greffe de CSH

En 1973, Ralph Steinman, avec l'aide de son complice Zanvil Cohn, identifiait un

9697 pourtant, 100 ans plus

nouveau type cellulaire au niveau des organes lymphoides de la souris
tot, Paul Langerhans décrivait des cellules a morphologie similaire au niveau de I’épiderme
cutané’. Ces cellules, appelées cellules dendritiques, ont un role essentiel pour faire le lien entre
l'immunité innée et acquise’”. Les cellules dendritiques sont une population de cellules trés
hétérogenes, qui, essentiellement, ont pour fonction de présenter des antigénes aux lymphocytes
T via les molécules du CMH de classe I ou II. Les CPA sont divisées en différentes classes selon

. / . <o+ 100,101
leurs fonctions dans la réponse immunitaire'**'"".

1.6.1. Les principales populations de cellules dendritiques

Contrairement au systeme lymphoide qui prend généralement plusieurs mois ou années a
se régénérer suite a une greffe allogénique, les cellules myéloides se régénerent plus rapidement.
Plusieurs études ont démontré le réle important des DC du receveur dans I’initiation de la GVH.

Dans un contexte de LMC, la présence de DC leucémiques pourrait expliquer les succes de
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l'allogreffe chez ces patients puisqu’elles ont le potentiel de présenter des antigénes tumoraux.
La reconstitution suite a l'allo-CSH des DC est donc importante pour I’immunocompétence du
patient. Il existe plusieurs types de DC avec des rdles parfois encore mal définis. Cette section se
veut un résumé des connaissances acquises au cours des derniéres années sur les différentes

populations de DC.
1.6.1.1. Les cellules dendritiques inflammatoires

Les cellules dendritiques inflammatoires, aussi appelées mDC3, expriment a leur surface
cellulaire les récepteurs HLADRLin'CD1 1c"CD16". Les mDC3 proviendraient de la
conversion des monocytes sanguins CD14 ' HLADR" ou directement des DC myéloides (mDC)
présents dans le systeme lympha‘[iqueloz’103 . Ces cellules se retrouvent principalement dans le
sang, le systtme lymphatique, la rate, les ganglions ainsi que les tissus. Les études cliniques ont
démontré une association entre le nombre de mDC3 et I'inflammation systémique qui est associée

104

a une diminution de la survie chez les patients en septicémie . Les DC inflammatoires seraient

aussi impliquées dans I’établissement d’une réponse Thl robuste, probablement via une

105,106
2105

production élevée d'IL-1 . D'ailleurs, la neutralisation de la chimiokine CCL2 ainsi que

1’élimination des DC inflammatoires réduient considérablement la réponse Th1'"”.

1.6.1.2. Les cellules dendritiques my¢loides

Les DC myéloides de type 1 (mDC1) expriment les récepteurs de surface HLADR "Lin’
CD11c"CD1c" au niveau de la moelle osseuse et dans le systéme périphérique chez 'humain. Les
DC my¢loides proviennent de la branche des cellules progénitrices myéloides positives pour le
récepteur FLT3" et qui dépendent du FLT3 ligand (FL)'®. Les mDC1 produisent des quantités

importantes d'IL-12, une cytokine essentielle pour le développement d’une réponse Thl, mais
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199119 Les mDC1 produisent aussi du

aussi pour la sécrétion d'IL-10 dans certaines conditions
GM-CSF, TGF-p, IL-1, IL-6, IL-23 ainsi que certaines chimiokines essenticlles au
développement de différents types de réponses immunitaires (TH1, TH2, TH17 ou autres)''"'!%.
Au niveau des organes riches en endotoxines et en antigénes commensaux comme 1’intestin, les
mDC1 sont trés nombreuses et joueraient un role dans la tolérance immunitaire a ces antigénes'".
Dans un contexte de greffe de CSH allogénique, les mDC1 pourraient prévenir la mortalité en

diminuant la morbidité reliée a I'inflammation''*!!>.

Les DC myéloides de type 2 possédent les récepteurs HLADR "Lin CD11¢'CD141c™. Ces
DC sont essentielles pour l'activation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) en réponse a
certains virus. Elles sont caractérisées par une expression élevée du récepteur TLR3 et produisent
des quantités importantes d'TL-12p70 et d'IEN-B une fois stimulées''®'"”. Elles excellent dans
l'induction de la réponse Thl et dans la présentation croisée (cross-présentation) d'antigénes
nécrotiques exogeénes par la molécule du CMH de classe 1. Cette caractéristique leur est
spécifique grace a I’expression presque exclusive de CLEC9A, un récepteur spécialisé dans la
reconnaissance des cellules endommagées''*''*'?°. Suite a une activation des TLR3 et TLR7/8,
ces DC produisent des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires telles que 1I’IL-1, I’IL-6

et le TNF-o'?".
1.6.1.3. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) humaines expriment les récepteurs
HLADR Lin BDCA-2"CD123" au niveau de la moelle osseuse et du sang périphérique'?%. Elles
ont initialement été décrites comme des cellules produisant des quantités importantes d'interféron

123,124

de type 1 L'ontogénie des pDC demeure toutefois encore mal connue. Des études
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effectuées chez des souris génétiquement modifiées pour le géne FL ont démontré que le FL était
important dans le développement des pDC'*'*. Chez I'humain, le réle du FL a été confirmé
suite au traitement de sujets sains ou le nombre de pDC augmentait significativement aprés son
injection intraveineuse'?’. Le GM-CSF est une autre cytokine importante pour les pDC, puisqu’il

. [N o . . 128
serait essentiel a 1a mobilisation des pDC au niveau de la moelle osseuse .

Les pDC ont d'abord été décrites comme des cellules produites exclusivement a partir des
cellules progénitrices lymphoides (CLP) puisque ces cellules exprimaient le transcrit de pré-
TCR'?. Des expériences effectuées chez la souris ont démontré que l'expression dTKAROS, un
facteur de transcription associé a la lignée lymphoide, était aussi nécessaire a la maturation des
pDC". Curieusement, d’autres travaux indiquaient que les cellules progénitrices myéloides
communes (CMP) pouvaient se différencier en mDC, mais aussi en pDC aussi bien in vitro qu’in

Pl Malgré le fait que les CMP n'expriment pas de transcrit de pré-TCR, les pDC différenciés

Vivo
a partir des CMP l'expriment éventuellement *%. Ces travaux suggérent que les pDC seraient
générés a partir de différentes lignées de cellules souches hématopoiétiques alors que les DC
lymphoides ou my¢loides se différencieraient uniquement a partir de CMP. La maturation des
pDC a lieu exclusivement dans la moelle osseuse. Une fois matures, elles migrent ensuite vers les

organes lymphoides secondaires, particuliérement dans les zones riches en cellules T telles que

les HEV (hight endothelial venule)'*”.

Les pDC possédent des récepteurs TLR qui différent des mDC, soit les TLR7 et TLR9'**.
La stimulation des TLR par des agonistes tel que des acides nucléiques viraux, permettent une
réponse antivirale rapide lors d'une infection. La production massive d'IFN de type 1 et d'IL-12
par les pDC confére a ces cellules un role clé dans la défense antivirale. L’interféron-o induit
l'activation des cellules NK tout en augmentant la protection des cellules saines contre la
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135 L'IFN-o augmente aussi la polarisation des lymphocytes T vers un phénotype Thl et

cytolyse
induit la production IgG par les lymphocytes B**!*’. Les pDC produisent aussi des chimiokines
chemoattractantes pour les cellules T et B, permettant ainsi de stimuler la réponse T et B ou

favoriser I'anergie de ces cellules dépendamment du statut d'activation de la pDC"*!%.

Les pDC n’excellent toutefois pas dans la présentation antigénique puisque I’endocytose
serait beaucoup moins performante que chez les DC myéloides'*’. L’expression des molécules du
CMH seraient moins importantes comparativement aux autres types de DC. En effet, les pDC
utilisent le promoteur de transcription CTIIA III qui n’induit pas une augmentation de
I’expression des molécules du CMH II suite & I’activation de la pDC."*!. L'activation virale des
pDC peut entrainer une forte réponse Thl chez les lymphocytes T. Par contre, dans des
conditions allogéniques ou en abondance d'IL-3 et de CD40L, les pDC vont favoriser une

polarisation Th2'**.

Les pDC sont capables d'induire une profonde anergie chez les lymphocytes T CD4", un
phénomeéne qui peut €tre inversé par l'injection IL-2. Elles peuvent aussi augmenter la tolérance

143,144,145 1 4 stimulation des

en produisant de I’'IL-10 ou en favorisant la prolifération des Treg
pDC avec un ligand CTLA-4 induit une forte expression d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
qui diminue le tryptophane circulant et diminue l'activation et la réponse des lymphocytes
T'¥147 L'absence de pDC chez la souris serait associée 4 une augmentation considérable des

maladies inflammatoires, suggérant un role des pDC dans la protection contre l'inflammation

. . o 148
déclenchée par des antigeénes inertes .
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1.6.2. Génération et facteurs de différenciation des DC

A cause des difficultés techniques pour isoler les DC, une grande partie des connaissances
que nous avons sur celles-ci proviennent de DC différenciées et produites in vitro a partir des
cellules souches progénitrices de la moelle osseuse ou de la fraction adhérente des cellules

mononuclées du sang.

1.6.2.1. GM-CSF, IL-4 et TNF-a

L'utilisation combinée du GM-CSF (Granulocyte monocyte colonie stimulating factor)
d’IL-4 et de TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) permet de différencier des DC a partir de
cellules souches progénitrices CD34'**1°°. La combinaison unique de GM-CSF et d’IL-4 semble
toutefois suffisante pour la production de DC'*'. Chacune des cytokines a un role précis : le GM-
CSF agit sur les cellules progénitrices et induit leur différenciation ainsi que leur survie'>. Le
TNF-a augmente considérablement la prolifération des cellules CD34" en présence de GM-CSF
ou d'IL-3 et induit la maturation des DC'*’. Finalement, 'lL-4 augmenterait la pureté des DC
produites en prévenant la différenciation en macrophages et en stimulant la conversion de
macrophages en DC'**. Cette combinaison de cytokines produit des DC dites immatures (non
activées). C'est le traitement avec le TNF- o qui est nécessaire pour obtenir des cellules

155

présentatrices d'antigenes matures ~~. Le TNF-a peut étre remplacé par d’autre agents activateurs

des DC notamment le CD40L, le LPS ou d’autres agonistes du TLR4 '°®7.

1.6.2.2. FLT3-Ligand (FL)

L’administration de FL a des souris ou des humains augmente significativement le

nombre de DC au niveau du sang '*®. Ces DC sont fonctionnels et peuvent stimuler efficacement

159,160

des cellules T en réaction mixte lymphocytaire . Le mécanisme précis par lequel le FL
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augmente le nombre de DC demeure toutefois obscur. Par contre, il semblerait que le FL pourrait
agir en accélérant la différenciation des cellules progénitrices et/ou en monopolisant les cellules
souches hématopoiétiques commises préexistantes pour les faire différencier en DC. Le FL
pourrait aussi agir en synergie avec le TGF- pour promouvoir la différenciation in vitro des
CSH en DC dans un milieu de culture sans sérum'®. Chez la souris, la culture de cellules
progénitrices avec du FL permet la production de DC qui expriment le récepteur CD11c. Ces
populations se divisent en deux catégories distinctes selon 1’expression du récepteur CD11b : DC
lymphoides et DC myéloides'®. Comparativement aux GM-CSF, IL-4 et TNF-a, le FL
permettrait la génération de DC matures ayant une présentation antigénique normale.
Curieusement, les DC générées avec du FL favoriseraient une réponse immunitaire de type TH1
alors que celles générées avec du GM-CSF favoriseraient une réponse immunitaire de type TH2.
Appuyant donc la thése selon laquelle les DC formées par le FL seraient distinctes de celles

générées a partir du GM-CSF'®,

1.6.2.3.IL-3

L’interleukine-3 seule ne suffit pas a la génération de DC. Par contre, lorsque combinée
au TNF-0'% ou au CD40L'®, elle induit la production de DC a partir de cellules progénitrices
CD34". Les DC produites in vitro en ajoutant de 1’IL-12 et de I’'TFN-y possédent un phénotype
DCI1 alors que les cellules cultivées en présence d’IL-4 posseédent un phénotype DC2. Les DC de
type 1 (DC1) ont une capacité supérieure a celle des DC2 a stimuler les cellules T dans une
réaction mixte lymphocytaire'®. In vivo, l'injection de GM-CSF et d'IL-3 augmente
considérablement le nombre de DC qui ressemblent aux pDC et qui produisent de I'l[FN-. Ces DC
possederaient aussi une activité antitumorale élevée via la présentation croisée pour activer des

+ 167

lymphocytes T CD8
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1.6.2.4. Monocyte colony stimulating factor (M-CSF)

Le facteur de croissance M-CSF en combinaison avec 1'[L-4 et le TNF-a permet la
différenciation des cellules progénitrices CD34" en DC. Par contre, les niveaux de DC produits
sont relativement faibles par rapport a ceux obtenus avec le GM-CSF'®®. Le M-CSF en
combinaison avec 1'lL-6 entraine aussi un défaut de maturation des DC, ce qui empéche leur

génération a partir de cellules souches progénitrices CD34"'%’.

1.6.3. Mécanismes d’activation des DC

1.6.3.1. Facteurs solubles importants pour la maturation et l'activation des DC

L'ajout de certaines cytokines aux combinaisons GM-CSF, IL-4 et TNF-a peut polariser
les DC en culture in vitro. L'IL-7 aiderait a la différenciation des monocytes ainsi que des CLP
résidents dans le thymus a se différencier en DC'7"'7"172, Ces DC exprimeraient davantage le
CMH et auraient une capacité supérieure a activer les lymphocytes T (jusqu'a 1 a 2 log

ey . . 173
supérieurs) comparativement aux DC retrouvées dans le sang. .

L'IL-2 permettrait d'augmenter considérablement la motilité des DC in vitro et in vivo. Le
traitement & 1'IL-2 entrainerait l'accumulation des DC au niveau des poumons et de la peau'’".
L'IL-6 entraine une diminution importante de la production de DC. Par contre, son utilisation en
combinaison avec le GM-CSF, le SCF(stem cell factor) ou le FL permettrait de différencier les
cellules CD34" en DC matures '>'"*'"" L'IL-12 seule ou en combinaison avec du FL entrainerait
une accumulation de DC my¢éloides au niveau de la rate, des ganglions lymphatiques, du thymus,
du foie et des tissus tumoraux'’®. Son utilisation augmenterait aussi significativement

l'expression du CMH 11'”°.
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L'IL-13 pourrait substituer I’IL-4 dans la génération in vitro de DC et favoriserait la

o e e 180,181
génération de DC dérivés des monocytes (moDC) %0,

. L'IL-15 augmenterait I’expression des
molécules de costimulation CD80/86, CD40. Elle entrainerait aussi une diminution de l'apoptose
et une augmentation de la sécrétion d'TFN-y et d'IL-2. L’ajout d’IL-15 augmente

considérablement la capacité des DC a stimuler les lymphocytes T'8%!83184

.Elle permettrait aussi
d'augmenter la phagocytose ainsi que la production d'IL-12, de MCP-1 (monocyte chemotactic

protein-1) et de TNF-a par les DC'®’.

Le TGF-B (tumor growth factor beta) endogéne est essentiel pour le développement des
cellules de Langerhans (LC). Les DC non-LC sont indépendantes du TGF-3 pour leur maturation.

Ces DC démontreraient par contre une diminution de I' expression du CMH I1'*¢,

1.7. Le role des DC dans ’effet GVH

Des ¢études murines ont démontré que la GVHa serait déclenchée par des lymphocytes T
CD4" allogéniques activés par les CPA du receveur et maintenue par ceux du donneur. Les
lymphocytes T CD8" ont besoin des CPA du receveur pour déclencher la GVH. De plus, les CPA

187,188,189 .
7% Les LC, des DC retrouvées

du donneur ne feraient qu'amplifier la GVH déja présente
principalement au niveau d’épithéliums cutanés et intestinaux, seraient responsables de
l'apparition de la maladie au niveau de I’intestin et de la peau, méme si certaines expériences

. . 190,191
semblent remettre ces résultats en question .

Le role des CPA dans la GVHc est moins bien compris, principalement en raison de
disparités de la maladie (GVHc de novo ou suite a une GVHa). Par ailleurs, 'hétérogénéité des
symptomes cliniques empiétent grandement sur la compréhension du rdle des CPA dans la

maladie. Certaines études démontrent que les CPA du donneur et du receveur peuvent étre
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impliquées, mais que cela dépend de l'organe atteint. Par exemple, la GVHc peut étre causée par
les CPA du donneur et du receveur de facon générale, alors que les CPA du donneur semblent

2.1 . .. . . ,
P219  Deux voies distinctes semblent impliquées dans

prédominer en GVHc intestinale
l'apparition des CD4 " alloréactifs qui causent la GVHc, soit la voie thymus-dépendante et la voie
thymus indépendante. La voie thymus dépendante serait associée a une fonction thymique
résiduelle avec une altération de la sélection négative des thymocytes. Des études chez la souris
ont en effet démontré que I'évolution de la GVHa aigué€ vers la forme chronique de la maladie
serait causée par des dommages thymiques induits par des lymphocytes T CD8". Ces dommages
empécheraient la sélection négative des thymocytes par les DC du thymus, générant donc des
lymphocytes T CD4" autoréactifs. Ceci pourrait expliquer pourquoi le KGF (Keratinocyte growth
factor) aurait un role protecteur contre la GVHc puisqu’il serait impliqué dans la restauration et le

maintien de 1’épithélium thymique chez la souris'**.

1.7.1. Les cellules dendritiques de I'hote et du donneur

Les CPA du receveur jouent un role essentiel afin d’activer les cellules T du donneur'®’.

La présentation de miHA du receveur présenté par ses DC constitue la voie directe de

, . ., . . , el . , , . . 196.197
présentation antigénique impliquée dans I’initiation de la réponse alloréactive anti-receveur .

Il existe aussi une voie indirecte de présentation antigénique ou les DC du donneur vont présenter

. .. . \ 198
les miHA du receveur et ainsi contribuer a la GVHa

. Les antigénes associés aux tumeurs, qui
sont des protéines souvent identiques a celles retrouvées dans les cellules saines, mais en quantité
aberrante ou modifiée par des mutations, aux tumeurs sont généralement présentés par les DC du
receveur. Finalement, il existe la voie semi-directe ou les cellules T du receveur reconnaissent
les molécules du CMH du receveur qui sont retrouvées a la surface des cellules du donneur par

7 1.1 199,2
un processus appelé « nibling »'*2%.
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1.7.2. Cellules dendritiques tolérogéniques (tolDC)

Les DC auraient la capacité¢ d’adapter leur fonction selon le milieu extracellulaire dans

lequel elles baignent®”!

. Alors que les DC immunogéniques induisent le développement de
cellules T effectrices, les DC tolérogéniques seraient plus aptes a favoriser le développement des
Treg”®. Les DC du donneur joueraient un réle essentiel dans I’induction de la tolérance puisque
les cellules T nécessitent deux signaux pour s'activer : un signal provenant du TCR et un signal
de costimulation. La génération de DC immatures qui possédent des niveaux faibles de molécules
de costimulations et de CMH permettrait alors de maintenir la tolérance immunitaire chez les
patients ayant recu une greffe de CSH allogénique™”. In vitro, l'utilisation de DC immatures

204,205,206

dérivées de la moelle osseuse favoriserait l'anergie des cellules T et la formation de

207,208
Treg™"

. I est important de préciser que certaines sous populations de DC matures ont une
capacité accrue d’induire I'expansion des cellules régulatrices CD4™ méme en absence d'1L-22%.
Contrairement aux DC immatures, ces DC matures auraient un role actif dans le maintien de la

tolérance immunitaire et possiblement auraient un role clé dans atténuation de la GVH*'**'!,

1.7.3. Le role des DC dans ’effet GVL

Il a été proposé que différentes populations de DC ¢étaient possiblement responsables de la

ségrégation entre l'effet GVH et GVL?*'?

. Dans les cas d’une greffe de CSH HLA compatible, les
DC qui portent a leur surface des antigénes mineurs d’histocompatibilité¢ exprimés de fagon
ubiquitaire seraient responsables de I’effet GVH. Par contre, les DC qui présentent des antigenes
mineurs restreints au systeme hématopoiétique seraient en grandes parties responsables de 1'effet
GVL (figure 2)*"°. Dans cet optique, l'injection de DC préincubés in vitro avec des antigénes

associés au tumeurs (TAA) augmenterait l'effet GVL sans toutefois affecter la GVH>'**">. Au

niveau clinique, il semble qu’une diminution du nombre de DC, particulicrement les DC
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11 e . .7 \ - O 216 r
my¢loides, serait associée a une augmentation des rechutes leucémique”™ . D’autres études ont

confirmé que le réle des DC dans I'effet GVL était di a leurs effets sur les lymphocytes T.
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Figure 2: La différence entre l'effet GVL et GVH est ségréguée par le type d'antigénes mineurs
présenté par les cellules dendritiques lors de la stimulation des cellules T. Inspiré de Nature
Review : cancer (2004) Nature publishing group

Présentation
d'antigénes présents
de fagon ubiquitaires
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2. Hypothese et objectifs
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2.1. Objectifs et hypothese

2.1.1. Hypothese: L’absence de cellules dendritiques leucémiques avant
une greffe de moelle osseuse allogénique représente un facteur de risque
a la rechute leucémique pour des patients avec une leucémie myé¢loide

chronique.

2.1.2. Objectifs
1. Evaluer le nombre de cellules dendritiques avant la greffe chez

des sujets LMC.

2. Evaluer I’impact clinique suite & la greffe en fonction du nombre
de cellules dendritiques énuméré avant la greffe de moelle osseuse

allogénique.

3. Evaluer la reconstitution immunitaire des cellules dendritiques

suite a une greffe de moelle osseuse allogénique.
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3.1. Loss of progenitor diversity is associated with diminished production of bcr-
abl* dendritic cells and shorter survival in transplanted CML patients.

Absence of bcr-abl+ dendritic cells in CML patients is due to the loss of progenitor diversity and

directly impacts patient outcome.
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ABSTRACT

The robustness of the immune response generated by dendritic cells (DCs) has positioned these cells as
central mediators of T cell activation. The sensitivity of CML cells to immune interventions likely results
from the capacity of leukemia-derived DCs to directly present peptides from leukemic CML precursors to
T lymphocytes. Here we show that most CML patients prior to allogeneic SCT present an important
deficit in DCs in their blood and bone marrow. Low levels of circulating DCs were associated with severe
skewing of CML BM CD34" progenitors and limited DC production in vitro. Finally, we found that low DC
counts prior to allogeneic stem cell transplantation were significantly associated with decreased overall
survival and increased incidence of graft-versus-host disease. Thus far, our study suggests that DC counts
prior to allogeneic SCT could serve as a prognostic marker to predict outcome in transplanted CML

patients.
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INTRODUCTION
Strategies to harness the capacity of immune cells to identify and selectively eliminate cancer cells have
rejuvenated the concepts of adoptive immunotherapy and tumor vaccines."® Among cancers, CML

probably represents the paradigm of immune surveillance since the ability of T cells to recognize and

7-10

eliminate such malignant cells has led to curative applications in stem cell transplantation.”™ The clinical

role of T cells was identified more than 20 years ago, when fluctuations in the number of CML cells

followed modulation of immune suppression after allogeneic transplantation, and patients receiving T

11

cell-depleted allografts demonstrated an increased incidence of relapse.” Moreover, hematologic,

cytogenetic and even molecular remissions were observed upon emergence of graft-versus-host disease

(GVHD)."™ Importantly, such a response was also observed in patients failing to display any sign of anti-

3

normal host cell response,” suggesting that tissue-restricted host minor histocompatibility antigens

(MiHA), differentiation antigens or leukemia-specific epitopes present on all CML cells could be

8,14,15
d.

targete Finally, the fact that leukemia cells can be eliminated by reinfusion of donor lymphocytes,

without additional chemotherapeutic intervention, confirms the crucial role of immune cells and

demonstrates that CML-naive donor T cells can be primed and expanded into cytotoxic effector
CEHS 9,12,16-18

The magnitude of the immunostimulatory reaction generated by DCs has positioned these cells as

19-21

central mediators of primary T cell-dependent immune response. Although initially scarce, DC

precursors demonstrate a unique capacity to proliferate and differentiate into potent antigen presenting

202223 |nterestingly,

cells (APCs) when exposed to the appropriate combination of early acting cytokines.
CML-specific bcr-abl fusion peptides on the surface of DC cells have been shown to induce peptide
specific major histocompatibility complex class | and Il restricted T cell immune responses.’**® Since CML
cells are able to transform into DCs and present their own immunogenic peptides, then why do these

malignant precursor cells escape immune recognition?***33

Several hypotheses can be raised to explain
the outgrowth of CML cells: (i) inadequate antigen presentation through DCs, (ii) defective DC-T cell

interactions, or (iii) impaired T cell proliferation and effector mechanisms. Interestingly, some
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investigators have noted a correlation between the number of DCs and the level of circulating
CD34%/CD38" cells in the blood,”** which might indicate that these malignant cells are perhaps
recognized and eliminated by immunoreactive cells. On the other hand, it is possible that the disease
itself could affect the normal distribution of hematopoietic progenitors. The present study was
performed to clarify the impact of CML disease on the production of high numbers of immunogenic DCs
expressing bcr-abl. We found that CML DCs can be generated from CD34" but their numbers was greatly
reduced in most CML patients. The diminished production of DCs from CD34" precursors was not
ascribed to a selective elimination of DC precursors but rather to a severe skewing of bone marrow
progenitor cells favoring the accumulation of mature committed progenitors at the expense of their
more immature counterparts. Finally we found that patients with few CD11c* DCs in their blood were

more susceptible to develop GVHD and/or die after allogeneic stem cell transplantation.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patient population and clinical samples. Patients with CML (n=25) and healthy volunteer donor (n=25)
samples were obtained under protocols approved by the HMR Ethics Committee, and written informed
consent was obtained from all patients and healthy donors in accordance with the Declaration of
Helsinki. Patient and donor characteristics are summarized in Table 1. Three patients did not receive HSC
transplantation. Bone marrow (BM) and/or peripheral blood (PB) samples were collected in preservative-
free heparin and mononuclear cells (MNC) separated by ficoll-hypaque density gradient centrifugation
(Ficoll-Paque; Pharmacia, Piscataway, NJ, USA). Cells were cryopreserved in 10% dimethylsulfoxide

(DMSO) using standard techniques and stored in the vapor phase of liquid nitrogen until utilization.

Cell purification. CD34" cells were isolated from BM samples using immunomagnetic beads according to
manufacturer’s instructions (Dynabeads M-450 CD34, Invitrogen, Burlington, Can.). Briefly, mononuclear

cells were incubated with anti-CD34 coated beads for 30 min at 4°C, washed and selected. Magnetic
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beads were removed from the surface of selected cells by incubation with DetachaBead buffer for 10

min at 37°C.

Monocytes were isolated from PBMC by plastic adherence. For monocyte isolation by plastic adherence,
5 X 10° PBMC per well were distributed into 12-well plates (Costar, Corning, NY, USA), and allowed to
adhere in a 5% CO, incubator at 37° for 2 hrs in RPMI-1640 containing 10% fetal calf serum. Non-
adherent cells were removed by washing adherent cells. Adherent cells were recovered by incubation

with ice cold PBS and gentle scraping with a cell lifter.

Expansion of DCs in liquid culture. Purified CD34" cells and adherent CD14” monocytes were adjusted to
1X10° cells/ml in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Sigma, St-Louis, MO),
2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/mL penicillin, and 100 pug/mL streptomycin (all from
Gibco, Grand Island, NY) and grown in 24-well plates in the presence of human recombinant cytokines:
GM-CSF (800 U/ml), a kind gift from Genetics Institute (Cambridge, MA, USA), IL-4 (10 U/ml) and TNF (50
U/ml) (Genzyme, Cambridge, MA, USA). Cytokines were replenished every 2 days by removing half of the
medium and adding back fresh medium supplemented with cytokines. When confluence was reached,
wells were split in two. Cells were serially sampled at days 5, 7, and 10 for adherent CD14" cells, and days

5,10, 15 and 20 for CD34" cells to perform cell count and immunophenotypic analysis.

Flow cytometric analysis and cell sorting. DC surface antigen expression was evaluated by direct
immunofluorescence staining using standard techniques. The monoclonal mouse anti-human antibodies
used were phycoerythrin (PE) conjugated: CD1a; or fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated: CD54,
CD58, CD80, CD11a, CD11b, CD16, HLA-ABC and HLA-DR (Coulter Immunology, Hialeah, FL), and CD40,
CD50, CD86 (ID Lab, Toronto, Can.). PEcy7 conjugated: BDCA-1, CD19, FITC conjugated BDCA-2, PE

conjugated BDCA-3, Alexa Fluor 647 conjugated CD11c, APCcy7 conjugated CD14, and Pacific Blue
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conjugated HLA-DR were used to evaluate DCs. (Biolegend,San Diego, US). Non-specific binding was
determined using appropriate isotypic controls. Immunofluorescence reactivity was determined using
multi-parameter flow cytometry, analyzing between 10* and 10° cells in each sample (FACScan and LSR I,
Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA), and processed using Cellquest (Becton Dickinson) or FlowJo
(Treestar, Ashland, OR, USA). The percentages and absolute number of DCs were calculated based on

lymphocytes and monocytes gating.

CFSE dilution analysis. CD34" selected cells were stained with 5 uM CFSE for 15 min at 37°C, washed,
then incubated for 18 hrs at 4°C in Iscove's modified Dulbecco medium (Gibco) supplemented with 20%
FCS. CFSE labeled cells were then cultured in RPMI 10% FCS supplemented with GM-CSF, IL-4 and TNF-a

as described previously. CFSE dilution was analyzed on days 0 and +5 using flow cytometry.

Colony forming cell (CFC) assays. Cell samples were plated in methylcellulose medium (MethoCult
H4434; StemCell Technologies Inc, Vancouver, Can) according to the manufacturer's instructions.
Colonies were scored and classified after 14 days of culture using an inverted microscope (Leitz, Labovert
FS). Classification consisted of colony-forming-unit-granulocyte-macrophage (CFU-GM < or > 500 cells) or
colony-forming-unit-erythroid (CFU-E) and burst-forming-unit-erythroid (BFU-E < or > 8 clusters) as well

as colony-forming-unit-mix (CFU-Mix).

Fluorescent in situ hybridization (FISH). Cells were cytospun unto slides and evaluated for presence of
ber-abl as described previously.®* The ber-abl fusion gene was identified in interphase nuclei by dual-
fusion fluorescence in situ hybridization (D-FISH) using a mixture of bcr probe directly labeled with
rhodamine, and abl probe directly labeled with FITC (Oncor, Gaithersburg, MD, USA). This probe mixture
displays a fluorescent “fusion” signal on both derivative chromosomes 9 and 22 (Philadelphia

chromosome or Ph'). At least one hundred cells were evaluated for each sample under a fluorescent
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microscope equipped with a triple-bandpass filter (51900; Omega Optical, Brattleboro, VT) for diamino-

phenylindol (DAPI)/FITC/Texas Red. The detection threshold for Ph* cells under this protocol is 2%.

PCR analysis. IL-4 receptor (IL-4R) detection was performed on freshly isolated and cultured CD34" cells
from day O to day 5. Total RNA was isolated from cells as described previously.*® Reverse transcription
was performed by first heating 1 ug total RNA at 70°C for 5 minutes then using the heated RNA with
random hexamers as reaction primers. The reaction was carried out at 42°C for 45 minutes in the
presence of 12 units of avian myeloblastosis virus (AMV) reverse transcriptase. Positive controls
consisted of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) primer for amplification of
housekeeping mMRNA. Primers for IL-4 receptor amplification were the following: Fwd 5-

GGAAGAGGGGTATAAGCCTTT-3 and Rev 5-CACGGAGACAAAGTTCACGAT-3.%

Statistical analysis. Comparisons between groups were performed using the Mann—Whitney U test and
correlations were obtained using the Spearman’s R coefficient of concordance, as appropriate. For
Kaplan—Meier survival estimation, we stratified patients into 2 groups; high and low DC value. Thirty
percent of the normal mean value was used as a cut off for high and low DCs. Differences between strata
were evaluated using a Log-rank test. Multivariate analyses using Cox proportional-hazards models were
performed using a P-value of 0.05 for the inclusion and exclusion of variables. Analyses were performed

with SPSS software (SPSS v11.5,Chicago, IL, USA) and Graphpad Prism 5.0 Software.
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RESULTS

Low DC numbers in the blood of CML patients. Previous studies have suggested abnormal lower DC
counts in the blood of some CML patients.>’ Given the critical role of these cells in GVL effect, we studied
DC subsets in blood samples of CML patients prior to the conditioning regimen and allogeneic SCT and
compared them to healthy controls. The percentage and the absolute number of DCs in the blood of
CML patients before SCT was significantly diminished compared to normal controls (Figure la-b).
Surprisingly, we did not find any correlation between the status of disease and the percentage
(P=0.8315) or the absolute number of DC (p=0.3328) at the time of analysis. Specifically, CML patients
had lower percentage and absolute number of pDCs, mDC1, mDC2 and mDC3 compared to normal
controls (Figure 1b-c). In contrast, monocytes were generally increased in comparison to normal controls
(supplemental data Figure 1). Thus far, our data indicate that DCs in general are diminished in the blood

of CML patients prior to SCT.

Blood DCs prior to allogeneic SCT and clinical outcome. Because residual CML DCs that survive
chemotherapy can potentially prime donor T cells after allogeneic SCT, we evaluated the clinical
significance of diminished DCs in CML patients prior transplantation. For this purpose, we considered 2
distinct groups of patients: normal (DC value above 30% of the normal mean value) and low DCs (DC
value below 30% of the normal mean value) for each separate DC subset (pDCs, mDC1, mDC2 and mDC3)
and CD11c” DCs in general. Survival of transplanted CML patients was evaluated using Kaplan-Meier
survival curves according to DC percentage. Interestingly, patients with low levels of CD11c¢" DCs before
SCT were more likely to die after allogeneic SCT. Further, we found mDC1 levels to be the most
predictive value for survival after SCT (Figure 2a). The use of multivariate Cox regression analysis to
evaluate all known/suspected risk factors (aGVH, cGHV, CMV reactvation and levels of pDC ,mDC1 and

mDC2), confirmed an association between mDC1 levels and diminished survival after allogeneic SCT:
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hazard ratio (HR)= 0.189; 95% confidence interval (Cl): 0.034—1.049; P=0.05 (overall model fit: P=0.034).
We then divided CML patients based on GVHD status or relapse occurrence and evaluated DC values
prior to SCT . Interestingly, patients who develop acute GVHD presented fewer peripheral blood pDCs
(P=0.0317), mDC1 (P=0.0447) and mDC2 (P=0.0092) compared to patients without acute GVHD (Figure
2b-c). However, when all known risk factors were taken in consideration (sexmismatch, CMV
reinfection), low levels of DC in general represented the major predictive factor for developing acute
GVHD after SCT: hazard ratio (HR)= 0.113; 95% confidence interval (Cl): 0.012-1.091; P=0.05 (overall
model fit: P=0.023). We also studied chronic GVHD but did not find any difference in DCs according to
cGVHD status (figure2b). Finally, patients relapsing after SCT tend to have fewer DCs, but the low
number of patients in this group (n=3) may explain why statistical significance was not reached for this
factor. Thus far, our data indicate that mDC1 counts prior to allogeneic SCT represents a predictive
biomarker for overall survival after transplantation in CML patients while low DC counts in general may

predispose to aGVHD.

Decreased in vitro production of DCs from CML CD34" cells. In humans with CML, leukemic progenitors
generally conserve their ability to differentiate into different cell types, yet granulocytes are typically
overrepresented whereas T lymphocytes are rarely ber-abl®. To determine if leukemic progenitors can
still differentiate normally into DCs, CD34" cells were enriched from the bone marrow of 10 CML patients
and cultured in liquid suspension in the presence of GM-CSF, IL-4 and TNF-a. After 5, 10, 15 and 20 days
in culture, DCs recovered from CML progenitors were compared to DCs generated from control CD34"
cells obtained from 7 healthy individuals. After 5 days in culture, CD1a" cells represented a large
proportion of plated control CD34" cells but were almost undetectable among CML progenitors (Figure
3a). Although prolonging the culture period to 10 and 15 days raised the proportion of CML DCs above
10%, we observed further enhancement of the expansion gap between CML patients and healthy

controls.
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To ensure that CML DCs were not underestimated because of dilution among other rapidly expanding
cell populations, DC numbers were measured according to the CD34" cell input. In this context, an
average of only 0.3 + 0.1 X 10* (n=10) CD1a*CD14"* DCs were recovered in CML samples, while 2.9 + 0.3 X
10* (n=7) CD1a'CD14" DCs were generated in healthy controls after only 5 days in culture (p<0.001)
(Figure 3b). Although the number of CML DCs increased in most instances over the subsequent 5 days of
culture, the mean number of DCs for CML patients after 10 days of culture was still 4.7-fold lower than
that achieved by healthy individuals (p<0.005). Because this discrepancy could be attributable to delayed
DC generation in the CML group, the culture period was prolonged to 20 days. At day 15, CML patients
demonstrated two distinct patterns of growth: (i) a predominant profile consisting of slowly increasing
DC numbers that remained consistently lower than healthy individuals [Day 15: CML (n=8) = 0.5 + 0.1 X
10° vs control = 2.2 + 0.4 X 10° (p=0.0007)] (Figure 3c); and (i) a delayed exponential growth curve
resulting in greater CML DC expansion after 20 days of cell culture compared to healthy controls [Day 20:
CML (n=2) 25.8 + 10.1 X 10° vs control 2.7 + 0.3 X 10°] (Figure 3d). Interestingly, patient CML 10 was
among the two patients producing the highest number of DCs by CD34" cells by the end of DC culture
and consistent with this finding, we found an increased proportion of mDC1 and mDC2 cells in this
patient’s peripheral blood (Figure 1a). We also analyzed blood samples from CML patients in which few
DCs were generated in vitro (CML 4, CML 5 and CML12) and also found diminished DC levels. Thus far,
these results identify a deficit and/or delay in the generation of DCs from CD34" cells that could explain

low numbers of peripheral blood DCs found in some CML patients.

Lack of interference of bcr/abl® on the differentiation of leukemic DC precursors. The low number of
DCs generated from leukemia CD34" progenitor cells prompted us to assess the capacity of DC
precursors to proliferate and expand normally. To address this, we first compared the total cell growth

kinetics of CD34" cells from CML patients to that from healthy controls. While few CD1a" cells could be
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generated from CML CD34" cells during the first 10 days in culture, the total number of cells increased
gradually and was similar in CML and control samples at days 5 and 10, confirming that CML CD34" cells
could proliferate and expand (Figure 4a). To confirm that cell increase did not result from the brisk
proliferation of a few CD34" progenitor cells; we also measured CD34" cell divisions after CFSE labeling
and confirmed that most of the CD34" cells diluted their CFSE content within 5 days of cell culture (Figure

4b).

Since CML CD34" cells appeared to divide normally, we asked whether leukemic CD34" progenitor cells
could still undergo differentiation. We first analyzed the down modulation of CD34 antigen during
culture of CML and control CD34" cells. Interestingly, a higher proportion of CML CD34" cells in
comparison to control retained CD34 antigen expression whereas very few CML cells acquire CD1a
antigen when cultured with GM-CSF, IL-4, and TNF-a (Figure 4c). To evaluate the possibility of bcr/abl-
mediated interference in the differentiation program of CML cells, we next examined the ability of
ber/abl™ monocytes to differentiate into ber/abl® DCs but could not find any difference in DC numbers
generated from CML patients and controls. (Figure 4d). FISH analysis confirmed that the proportion of
ber/abl positivity was also identical in CD34" and CD14" cells as well as in CD1a" cells from both origins
(Figure 4e). Therefore, all of these findings support the assertion that the bcr/abl rearrangement does

not interfere with the capacity of leukemic precursors to differentiate into leukemic DCs.

The low DC yield in CML patients correlates with severe skewing of the clonogenic fractions of CD34"
progenitor cells. Healthy hematopoietic progenitor cells can produce the whole spectrum of
hematopoietic and immunologic elements, and CML progenitors are recognized, among hematologic
malignancies, for their immaturity. However, CML progeny is known to fail to completely reproduce the
anticipated array of mature cells found in healthy individuals, T cells being mostly bcr/abl negative. This
observation prompted us to investigate whether an abnormal distribution of CML bone marrow

progenitors could explain the defective DC production from CML samples. We analyzed the distribution
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of clonogenic hematopoietic progenitors found in CML patients and compared it to healthy controls. In
CML patients, the mean numbers of immature granulocyte-monocyte colonies (GM) > 500 and mix
colonies were statistically diminished compare to normal controls (Figure 5a). While the proportion of
erythroid and myeloid progenitors is usually balanced in healthy individuals, skewing in favor of
erythroid (CML 2 and CML7) or granulocyte progenitors (CML 5 and CML8) was observed in CML
samples, supporting a prominent DC generation defect (Figure 5c). Interestingly, CML2, CML5 and CML8
patients, who were part of the subset with the lowest DC yield, showed almost complete skewing of
myeloid progenitors toward mature CFU-GM, with large or complete absence of CFU-Mix colonies
(Figure 5c). In contrast, CML9, where DCs generated in vitro were above average by day +20 of cell
culture, showed high levels of CFU-Mix colonies (Figure 5d). When DCs generated were evaluated
according to the number of CFU-Mix and immature CFU-GM, we found a direct correlation with both
types of more immature progenitors (R=0.91 and 0.95, respectively) (Figure 5b). Altogether, these data
demonstrate that bone marrow composition and distribution of hematopoietic progenitors is abnormal
in several CML patients and this likely explains why fewer DCs are produced from CML CD34" cells.

Furthermore, it explains why CML patients generally have lower levels of DCs in their blood.
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DISCUSSION
There are substantial evidences that leukemia CD34" precursors can be transformed into the most
potent antigen-presenting cells, i.e. DC, and present peptides from clonogenic cell subsets to cytotoxic

effector T cells.>**%*

This by itself could explain why the GVL effect observed after allogeneic SCT can
efficiently cure CML disease in several patients. In this setting, residual CML DCs escaping chemotherapy
could serve to prime donor T cells and initiate GVL. However, if residual DCs are decreased at the time of
allogeneic stem cell transplantation, this could considerably diminish the GVL effect. Therefore we
postulated that these patients might be at higher risk to relapse. Interestingly, we demonstrated a
correlation between the number of DCs prior to SCT and the overall survival after allogeneic SCT (Figure
2a). Surprisingly the number of relapses was relatively modest among patients with few DCs despite our
finding of a strong association between DC levels and overall survival. Given that monocytes were
generally increased in several CML patients (Supplementary Figure 1), this could explain why disease
recurrence remained relatively low. There is also substantial evidence that tissue DCs can persist for
some time after SCT and that these cells could potentially constitute another source of leukemia
antigens to prime donor T cells. However, DC progenitors in the marrow are sometimes severely
diminished and therefore, it is possible that skin DCs might also be diminished. The presence of pDCs
within the graft has been associated with a low incidence of aGVHD?® and in this study we showed that
most CML patients experiencing GVHD had fewer pDCs before SCT. Whether recipient pDCs in this
settings can impact GVHD remains unknown. Thus far, low DC counts prior to allogeneic SCT are
associated with poor overall survival and GVHD. Given the limited number of patients included in this
study, this possibly explains why relapse among patients with low DC counts did not reach significance. A
larger cohort of transplanted CML patients will be necessary in order to fully understand the association

between low DC counts and survival.
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In the present study, we investigated several mechanisms to explain CML patient refractoriness in
generating DCs. A functional proliferative defect in CD34" progenitors was excluded as CD34" stem cells
exposed to DC growth factors could dilute their CFSE and increase in total cell numbers. However, the
failure of most CML patient cells to attain the total cell numbers reached at day 20 by healthy controls
could imply premature mortality or terminal differentiation of leukemia cells.* Among the growth
factors used to generate DCs, only IL-4 has been shown to block monocyte differentiation and redirect

cells toward DC differentiation.?>*

Thus, we were concerned that the low DC yield in CML samples could
reflect a deficiency in IL-4R expression. However, we found IL-4R to be inducible, and increasing IL-4
concentration by a 100-fold failed to enhance DC production (Supplementary Figure 2). We also

confirmed the lack of interference of bcr/abl transcripts on the differentiation of DC precursors, as both

CD34" and CD14" precursors give rise to similar percentage of translocated cells in DCs.*

To investigate the possibility that CD34" precursors with DC differentiation potential were unavailable
because of rerouting toward other lineages, we measured the distribution of hematopoietic progenitors
among CML CD34" cells. The almost complete absence of immature CFU-Mix colonies, the decreased
proportion of immature CFU-GM (>500) and the increased proportion of more mature CFU-E and CFU-
GM in CML patients all indicate skewing of CML progenitors toward more mature and committed
progenitor cells. These observations also point to a CD34" DC precursor that is different from mature
CFU-GM (<500). Nonetheless, 2 CML patients (CML9 and 10) exhibited a distinct pattern of DC growth
with an important increase in DC numbers by the end of cell culture, i.e. 15 and 20 days. Analysis of
hematopoietic progenitors in CML 9 demonstrated an increased proportion of CFU-Mix colonies
corresponding to an increased proportion of mDC1 and mDC2 found in the blood of this patient. Taken

together, these results indicate that skewing of CD34" cells toward erythroid or committed myeloid
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progenitors (CFU-E and mature CFU-GM) constrains the early production of DCs (i.e. after 5 to 10 days of
cell culture). Moreover, they underline the importance of immature CFU-Mix progenitor cells for
sustained DC production. Thus far, our results indicate that CD34" DC precursors are functional and
present in most CML patients and that they can give rise to DCs but their numbers is greatly reduced in

most patients because of an important skewing within the bone marrow progenitor compartment.

Our findings have several clinical implications. First, we identified a severe skewing of hematopoietic
progenitors in CML patients that limits the production of DCs. The severity of the skewing of the CD34
compartment likely explains the diminution in other immune cells such as B lymphocytes, NK and T cells
(Supplementary Figure 3). Interestingly, it is well known that NK cells can decline in number during the
course of CML* and according to our results, this could be explained by an incapacity of the marrow to
produce these cells. Given the central role of DCs in NK cell homeostasis, such decline in DC production
could have an adverse impact on mature NK cells in the periphery.* Furthermore, DCs play a critical role
in immune surveillance and T cell homeostasis, and disruption of the DC network is also likely to have an
adverse effect on T cell immunity and homeostasis in general.” Diminished clonal diversity in T
lymphocytes has also been documented during the chronic phase of CML,* indicating that loss of DCs in
the periphery possibly exerts a selective pressure on the T cell repertoire. Since thymopoiesis is greatly
reduced in aging individuals, restoring DC production in CML patients may be crucial to maintain the
highest degree of TCR diversity and preserve some degree of immunocompetence. The critical role of
DCs in tumor immunology is well known, it is possible that deregulation of DC production in CML
patients may be part of the strategy used by CML cells to evade the immune system and avoid immune
recognition by T lymphocytes. The data presented in our study lend support to this notion. It will be
important to further investigate the skewing of CML progenitors as well as underly mechanisms
described above in order to identify high risk patients after treatment with allogeneic stem cell

transplantation.
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Figure Legends

Figure 1. Evaluation of DC proportions in CML blood samples. (a) Flow cytometric analysis of pDCs,
mDC1 and mDC2 from blood samples of CML patients before allogeneic SCT, gated on HLA-DR'CD14~
cells. (b) Graphical summary of the median percentage (left) and absolute number (cells/uL, right) of
pDCs, mDC1 and mDC2 found in the blood of CML (n=25) and controls (n=25) (Percentage: ***p<0.0001,
*p=0.0119 and **p=0.0015; Absolute number: ***p<0.0001, ***p=0.0007, **p=0.0014) Significant
differences comparing control to CML were assessed by nonparametric Mann-Whitney test. (c) Graphical
correlation between % and absolute number of pDCs, mDC1 and mDC2 found in the blood of CML. Each
dot represents an individual patient or control. Correlations were based on Spearman’s R coefficient of

concordance.

Figure 2. Evaluation of the clinical significance of low DCs prior to allogeneic SCT in CML patients. (a)
Kaplan-Meier estimations of CML patient survival post-allogeneic SCT based on the proportion of pDC
(top), mDC1 (middle) and mDC2 (bottom) found in peripheral blood prior to SCT (n=22). Left panel shows
Kaplan-Meier plot survival based on total DCs. P-values were generated by the Log-rank test. (b)
Proportion of CD11c” DC in CML patients who developed aGVHD (*p=0.0287), cGVHD or relapse (open
boxes) and those who do not develop these complications (shaded boxes). (c) Proportion of pDC
(*p=0.0317), mDC1 (*p=0.0447) and mDC2 (**p=0.0092) in patients who developed acute GVHD (open
boxes) or none (shaded boxes). Results are shown as box plots depicting the median (bar), the 10th and

90th percentiles (box) and the range (whiskers), P-value by the Mann—Whitney U test.

Figure 3. Defective production of DCs from patients with CML. (a) The proportion of CD1a* DCs
generated from CML CD34" cells (n=10) is significantly lower by day 5, 10 and 15 than healthy controls
(n=9) (** p=0.01 and * p=0.05 and * p=0.05 respectively). (b) Absolute number of DC cells generated
from CD34" cells obtained from CML patients (n=10) and healthy controls (n=7) at days 5 and 10 of cell
culture. Results were normalized to an initial number of 1 X 10°> CD34" cells. Each dot represents an

individual patient. For all patients evaluated, the absolute number of DC was lower for CML patients than
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healthy controls, at day 5 and day 10 (p=0.001 and p=0.005). (c) The total number of CD1a" cells
obtained in CML patients (n=8) demonstrates decreased production of DCs at day 5 (*** p=0.0014), 10
(*** p=0.0006), 15 and 20 (*** p=0.004) over healthy controls (n=7). (d) Mean value of CD1a" DCs
generated in control and CML patients (n=2) with delayed outgrowth of DCs after 15 and 20 days of
culture. The mean number of CML DCs in these two patients was lower than controls at day 5 and 10.
Results represent mean + SEM). One CML patient wherein CD34" cells completely failed to produce DCs

was removed from the analyses. Data were assessed by nonparametric T tests.

Figure 4. Proliferation of CML DC precursors. (a) Total number of cells generated from CML (n=8) and
healthy control CD34" cells (n=5). Results were normalized to an initial number of 1 X 10° CD34" cells.
Results represent the mean value. (b) The proliferation of CML CD34" cells was evaluated using CFSE
labeling and compared to one normal control. Cells were analyzed after 5 days in culture. Black lines
represent the intensity of fluorescence of CFSE staining at time 0. Grey lines represent CFSE dilution after
5 days in culture. (c) Evaluation of the loss of CD34 antigen early during cell culture of healthy and CML
CD34" cells. Down-regulation of CD34" receptor and expression of CD1a receptor were evaluated for
patient CML 2 (producing few DCs) and a healthy control after 4 days in culture. (d) Production of DCs
from adherent CD14" cells evaluated at days 5, 7 and 10 post-culture. Results of 3 controls and 4 CML
patients are represented as mean + SEM. (e) Effect of DC expansion on the selection of bcr-abl® cells.
Bcr-abl positivity was evaluated by FISH before culture in CD34" and CD14" selected cells, and then on
CD1a" DCs sorted at days +15 (left: for DC generated from CD34" cells) and +7 (right : for DC generated
from CD14" cells). A minimum of 3 different samples were evaluated for each group. Results represent

mean + SEM.

Figure 5. Evaluation of the clonogenic fraction of CD34" progenitor cells. (a) Mean distribution of CFU-E,
BFU-E, CFU-GM and CFU-Mix colonies from 5 controls (white) and 4 CML patients (black). (b) Correlation

between the numbers of DCs obtained after 20 days of culture and the number of CFU-Mix (left panel)
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and CFU-GM (right panel) colonies. (c) CFU-E, BFU-E, CFU-GM and CFU-Mix distribution in 4 CML patients
presenting low numbers of DCs at days 5, 10, 15 and 20 of cell culture. (d) Individual value obtained for
patient CML 9, that presented an abnormally high number of DCs by day 15 and 20 of culture. Error bars

correspond to SEM, and each sample was plated twice.
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2.2. Résultats et tableaux
Table 1: Patients and characteristics

Characteristics Values
Disease, no. of patients

chronic myeloid leukemia 25
Allograft 22
No transplantation * 3
Transplant type, no of pa.tlent.s (%) 11 (44%)
Bone marrow 6 of 6 HLA-identical 10 (91%)

Sibling donor, 6 of 6 HLA-identical 1(9%)

Unrelated donor, 6 of 6 HLA-matched
Per!ph'eral stem cells 6 of 6 !—lLA-l'cIentlcaI 11 (44%)

Sibling donor, 6 of 6 HLA-identical 8 (72.7%)

Unrelated donor, 6 of 6 HLA-matched ’

Unrelated donor, 5 of 6 HLA-matched 2 (18.2%)

’ 1(9.1%)

Age at transplantation, median (range), years

Allograft Recipients 39 (22-58)
Male/Female allograft recipients

Male recipients 13 (59%)

Sex-mismatched male recipients, no. (%) 8 (36%)
Disease status at allograft transplantation

Responsive disease - complete response, no. (%) 18 (81.8%)
First line treatment, no. of allograft recipients (%)

Hydrea 22 (100%)

Interferon 5(22.7%)
Conditioning regimen, no. of allograft recipients (%)

Cy plus Busulfan 22 (100%)
GVHD prophylaxis, no. of allograft recipients (%)

CsA and MTX 12 (54.5%)

CsA, MTX, Prednisone 9 (41%)

Tracrolimus, Prednisone 1(4.5%)
Post-Allograft CMV infection

no. of patients (%) 8 (36.4%)

time to diagnosis, median (range), days post-graft 34.5 (5-72)
Acute GVHD **

no. of patients (%) 5(23.8%)

time of occurrence, median (range), days post-graft 44 (39-55)
Chronic GVHD **

no. of patients (%) 12 (57.1%)

time of occurrence, median (range), days post-graft 240 (111-664)
Relapse of original malignancy **

no. of patients (%) 3(14.3%)

time of occurrence, median (range), months post-graft 25 (4-60)
Overal survival

no. of deceased patients (%) 7 (31.8%)

time of occurrence, median (range), days post-graft (13-831)

Cy, Cyclophosphamide; CsA, Cyclosporine A; MTX, Methotrexate;
CMV, cytomegalovirus.

*bone marrow available, no blood samples

** missing data for 1 patien



Figure 1

a b C
pDC mDC1 mDC2 o
__ . Yo Count
. 1.0 Kk 60 —REE ~ 25, Spearman R= 0.8529
— — . S 7] P<0.0001
ontro 0.8 o 201
: Q ) 40 S
Q 06] 9 o S
04] "tgee ot sot S
_z'g‘g‘b_ ses 207 _:?':_ * Q
4 L L)
0.2 .i.o. _‘_32:_ .: p..l
—l...:.l_ 0 --i.i_. 0 T T T T 1
0.0- 0 00 01 02 03 04 05
% of pDC
- * - *kKk
g 80 __ 807 Spearman R= 0.8786
. 121, ol W . = o P<0.0001 .
a 0.91 . '.' 401 *ee N :8/40_ .
E | ™ .'. o *hae
061 «°# :. o . G
S s,e 201 s . 0 207
) ) ) 0.3 s " . . P e c
L] [ 1Y
CML5 | ‘ ‘ ool— epe ol a0% 0 T T T T :
‘4 4 2 : 00 02 04 06 08 10
% of mDCA1
0.101 —_— 8- *% 8-
s . = Spearman R= 0.8342
N 0.081 . 6 . 5 6{ P<0.0001 :
8 0.001 Your . i .. g’i
. 4] wae 4 .
€ 0,041 _*s . . ) i
L 1] *
- T A OM ...:' . Q2 e
35 . ':ﬁI: . . 1S oL
A saa ..'.- 0 T T T 1
© 0.00 0 Tases 000 005 010 015 020
BDCA-2 BDCA-1 BDCA-3 Control CML Control CML

% of mDC2

70



Figure 2

a 400 b
80— e o ; ; ;
pDCHi 1.0 . 1.0 1.0
60— P =0.091 0.8- 0.8 0.8
o
40— pDCle Q 0.6 0.6 0.6
Y—
O 0.4 0.4 0.4 T
20— e
0.2 0.2 I_—r_l 0.2
— 0 |—_|_—|
‘g 0.0 I 0.0l —= 0.0 L
% ............................... o ) . . Lo, ’o.
H ~
..,(2 mDC1Hi O 0.8 —|_ 0.8+ 1.5-
Q | )
(@) | J
P P=0.015 E os 0.6 101
o)) o 0.4 0.41 '
LO O\O u »
_.g mDC1 02 0.2 0.5 1—;
@ 1 -
O 0.0 0.0 —_— 0.0 =
()
[ I I - 0.20- —_— 0.20- 0.15-
.............. - N
mDC2Hi O 0.151 0.15
P =0.091 % 0.101
DCaLo x5 0.107 0.10
m 2 0.05-
20— 0.051 0.051 I_—_I—_|
0 I I I | 0.00 | Sm— =" [ gg 0.00 E —
0 10 20 30 40 GVHa None GVHc  None Relapse None

Time post allogeneic SCT (months)

71



Figure 3

a
+
@©
~
o
o
y—
o
)
()]
@©
-—
c
)
O
—
()
o
&
o
Z
+
©
~
()]
o
Y
(@)
1
()
o)
€
=)
=z

O Control
50 H CML
40-
30-
20-
10-
0 5 10 15 20
Incubation period (days)
20 P<0.005
. [ X J
1.51 . 1
1.0 P<0.001 :
0.51 | d 30’
_‘Q:,'_ * *o®
0 -
S N QR
000\‘ C)@ CJO({\S C)Q
Day 5 Day 10

Number of CD1a * (10%)

Number of CD1a* (105)

[ Control
B CML

4.0
3.51
3.0

2.5
2.0
1.51
1.0+
e
0
5 10 15 20

Incubation period (days)

mrlrl

Incubatlon perlod (days)

40
301

2NWRO ),
Coocooco o

29

72



Figure 4

a = 120 .
S 90+ *
T 601
o 301 * oy —
8 121 X
e 10+ . . — ¥y
o 8- " .‘ L ]
2 6 -~ vy %
i Y -
E 4, LW T e w
=] 2 * .
Z 0 %' ii Ll *
S N N S
O & O Y O Y O Y
€ & & Y £ I
§O £ S ST O
@) O O @)
\ J\ J \ J U J
5 10 15 20
Incubation period (days)

C Control CML
2_ 2% S 8%
B
OmU 1ot 10 103 100 cm 10! T 10° 10

CD34 >
EA 0% 27 T 08%
7 mmewﬁf # \w
g 10! 102 A R 0 02 ER
CD1a

20 120 160 200

40

0

Control CML
J | ;

T 1 T lil 1 T . T

w o owt o wt ! e’ ' w wd w?
CFSE
g']o - -—~Normal controls (n=3)
= -e-CML patients (n=4)
+ 87
@
o 61
(@)
5 41
@
£ 0]
S0
Z
5 7 10
tncubation Period (days)

+
o 100

(]
E 80
f 60

8 0

8) 20

% 0

e

(0]
o

73



Figure 5

XIN

I
3 N
= =
(@) (@)
s o © o o o oo
9 _ 3
S =
O @)
EEEEERIINIEIE
S9lU0|0J JO O@NHCOO.L_mn_
*
[ ¥
L x
h
h
- T I T T T T 1
=X=X-] =] =] o © © © o ©o o
omeo < o e @ © + o
© S91U0|09 JO QDNU—C@O._wn_

00S< ND
005> ND
8 <3-Nd9
8> 3-Nd9
3-N40
XIN XIN
00S< O 00S< WO
00S> NO 005> ND
8 <3-n49 = 8 <3-n49
8> 3-ndg > 8> 3-n4g
3N40 O 3-N40
[ === (=] [=] [=]
AUI (==l -t o™~
$91U0|09 JO abejuadled
©
- [, X
[ ] [0 m
XIN -
e T
— [ C
00S< WO * ale ©
o i °
& - X
006> ND 0w o+ ™ N v =
e
- o
8 <3-n4g _ 8
rv WO
8> 3-N49 - o 2
. - =
2 e O
T Y
3-n4D S o
& ik
T T o

T
M N - O

44

T
w0

L (,01) siequnu 0@

74



3.3. Figures supplémentaires
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 1. Evaluation of mDC3 and monocytes in the blood of CML patients. Graphical summary of the median
pourcentage (a) and absolute number of mMDC3 and monocytes found in the blood and bone marrow of CML and normal controls.

Each dot represents an individual patient or control.
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 3. Analysis of IL-4 receptor expression.( A and B ) IL-4 receptor expression at baseline (Day 0) and
after 1 to 4 days in culture. Initial amounts of cDNA were (a) 100, (b) 50, (c) 25 and (d) 12.5 ug and positive controls (c+) consistec
of PHA-activated blast cells. K562 (c1), M2-10B4 (c2) and water (c3) were negative controls.(A) IL-4 concentration and DC
generation from CD34"* cells. CML CD34* cells were cultured with 10 U/ml (white) or 1000 U/ml (grey) IL-4. Controls consisted of
healthy CD34"* cells cultured with 10 U/ml of IL-4 (black). Results represent mean+SD of 2 CML and 2 healthy controls.(B)
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 2. Evaluation of T and B lymphocytes and NK cells proportions in CML blood samples. Graphical

summary of the mean value of CD3* ,CD4* ,CD8* lymphocytes(a) ,natural killer cells and B lymphocytes found in the blood of
CML and controls. Each dot represents an individual patient or control.
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4. Discussion
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4.2. Discussion

4.2.1.Leucémie my¢loide chronique: Biomarqueurs de progression et traitement

La LMC est causée par une translocation affectant les cellules souches pluripotentes du
systéme hématopoiétique. Au cours de la phase chronique, les cellules souches leucémiques
conservent leurs capacités de se différencier en cellules matures®'’. Lors de 1’évolution de la
maladie vers la forme blastique, les cellules souches leucémiques perdent cette capacité®'® Les
patients LMC qui progressent vers une phase blastique ont une espérance de vie réduite
comparativement a ceux en phase chronique. C'est habituellement I’énumération des cellules
blastiques qui sert a identifier la phase de la maladie (Tableau 3). Curieusement, plusieurs
patients LMC inclus dans notre étude possédent un nombre trés réduit de DC. Puisque ces
cellules ont une différenciation terminale complexe, il serait intéressant de déterminer si la baisse
du nombre de cellules dendritiques au niveau du sang coincide avec une évolution de la maladie
vers une phase blastique. Dans ce contexte, les DC pourraient servir de biomarqueur afin de
suivre et de prédire I’évolution de la maladie. En effet, la perte de DC est associée a des
changements majeurs au niveau de la distribution des cellules progénitrices CD34" de la moelle
osseuse. Cette accumulation de cellules progénitrices commises a possiblement un impact plus
important sur les cellules dendritiques que sur d’autres cellules immunitaires puisque la demi-vie
de ces cellules est reconnue comme étant courte”® . Pour connaitre I’impact clinique de la perte
des DC sur I’évolution de la maladie, nous aurions besoin d’effectuer une étude clinique
longitudinale afin de déterminer si la perte des DC est une étape qui précede la transformation

blastique.
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Tableau 3: Critéres diagnostiques chez les patients atteints d'une leucémie myéloide chronique

en phase blastique ou accélérée. Inspiré de Cancer principles and practice of oncology 9th (2011)

[ S et i oo |

Compte difficile a contréler avec bisulfan et hydroxy urée

Doublage du compte cellulaire rapide (moins de 5 jours)

Présence de blastes aux niveau du sang ou de la moelle osseuse entre 10% et

30%

Présence de blaste et de promy¢locytes dans le Sang périphérique ou de la

moelle osseuse supérieur ou égale a 20%

Plus de 20% de basophile et éosinophile en périphérie

Splénomégalie ou leucocytoses sans réponse au traitement

Anémie ou thrombocytopénie (<100 x 10°/L) sans réponse a bisulfan et

hydroxy urée

Thrombocytose persistante

Evidences cytogénétiques évolution clonale

Large foyer ou groupe de blaste dans la biopsie de la moelle osseuse

Prolifération de blaste extramédullaire

Splénomégalie et myélofibrose progressive

* Pour plus de détails voir classification des cancers hématologiques de ’Organisation mondiale de la santé (Tableau supplémentaire 8 et

9)
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4.2.2. Pharmacothérapie des LMC

L’imatinib (Gleevec) représente un des plus importants succes académique et de

I’industrie pharmaceutique du 20°™ siécle. Le Gleevec est un inhibiteur non compétitif de

tyrosine kinase (TKI) qui permet d’inhiber la phosphorylation incontrolée de substrats®’*!.
Depuis quelques années, d’autres composés de deuxieme génération tels que le nilotinib

222 Pour les patients qui ne

(Novartis) et le desatinib (BMS) ont aussi ét¢ mis en marché
répondent pas a la dose standard d'imatinib, une augmentation progressive de la dose ou
l'utilisation de la deuxieme génération de TKI représente une autre option pour le traitement de la
LMC. Bien que le Gleevec soit le nouveau candidat idéal dans le traitement des leucémies
my¢loides chroniques, plusieurs facteurs viennent interférer avec son efficacité ou annulent
complétement son effet’****. Ces facteurs incluent I’amplification du gene BCR-ABL par les

225

cellules leucémiques®, la mutation de BCR-ABL dans les domaines de fixation par le

Gleevec(T3151), I'effluve de Gleevec par des canaux protéiques tels que PgP et MDR , la fixation

227
. Pour les

par AGP™ et l'activation constitutive de la signalisation en aval de BCR-ABL
patients qui développent ces résistances, la greffe de SCH allogénique reste une importante voie

thérapeutique. Par contre, comme il est expliquer plus loin dans ce texte, il est possible que le

traitement au TKI interfére avec l'efficacité de 1'effet GVL.
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4.2.3. Les leucémie myloide chronique, un model idéal pour l'effet GVL

L'effet GVL suite a une greffe de moelle osseuse allogénique a été décrit abondamment
pour la LMC*®. Les CPA ainsi que l'expression d'antigénes tumoraux pourraient expliquer
I’effet GVL dans un contexte de greffe de moelle osseuse pour traiter les LMC. Ceci pourrait
aussi expliquer pourquoi 1’allogreffe est moins efficace pour traiter les sujets LMA qui n’ont pas
de cellules dendritiques leucémiques. Les CPA du receveur ont un rdle critique dans la GVL bien
que les CPA du donneur, a la suite de la régénération suite a la greffe, pourraient contribuer au
maintien de la réponse anti tumorale®”. De plus, les lymphocytes T dit "antigen-experienced"
auraient des besoins moins ¢élevés pour leurs activations.

Une présentation croisée effectuée par les APC du donneur pourrait donc étre suffisante malgré la
quantité¢ faible de peptides de I'hdte présentés aux lymphocytes T du donneur?*#1232:233
Malheureusement, l'absence de reconstitution des DC du donneur laisserait présager un faible

bénéfice de ceux-ci sur l'effet GVL**

. (Figure supplémentaire 6). Les CPA de 1'hote seraient
efficaces pour déclencher l'effet GVL puisque celles-ci s’activeraient immédiatement suite a la

chimiothérapie. Lors de leur migration au niveau des ganglions lymphatiques, elles activeraient

des lymphocytes du donneur via la présentation de peptides mineurs et/ou peptides tumoraux.

Il est bien connu que les DC leucémiques BCR-ABL" peuvent activer des lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques a la tumeur®™>. Pour cette raison, les infusions de lymphocytes T du
donneur (DLI) sont couramment utilisées en clinique afin de remettre en rémission compléte les
patients LMC qui rechutent. La présentation de peptides qui proviennent de la protéine de fusion

BCR-ABL par des APC contribue possiblement a augmenter [’efficacité de la réponse
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antitumorale lors d'une DLI. Le peptide p210 généré a partir de la protéine de fusion BCR/ABL
servirait de néo-antigénes reconnus par les lymphocytes T cytolytiques de hautes affinités et
permet donc une excellente reconnaissance des cellules tumorales®®*’. Chez le patient, les néo-
antigenes provenant de la protéine BCR/ABL ne seraient par contre pas I’agent immunogéne
principal de la GVL puisque les lymphocytes T qui le reconnaissent sont rarement cytotoxiques

pour les cellules de LMC %%

De plus, il semble que d’autres génes tels que PRAME, HAGE et PR3 seraient reconnus

A . \ 240,241,242
pour étre immunogénes dans les cas de LMC*****"

. La présentation antigénique étant la
spécialité des DC, il est facilement concevable que leur absence chez le patient puisse mener a
une augmentation des rechutes leucémiques. Notre étude souléve 1'idée que 1'effet GVL est d’une
efficacité moindre dans plusieurs autres maladies hématologiques malignes, incluant les
leucémies myéloides aigués (AML), les leucémies lymphoblastiques aigu€s (ALL) ainsi que les
leucémies myéloides chroniques en phase blastique di a l'absence de cellules
dendritiques******* . Considérant ces éléments, il fait donc sens que les LMC soient les seuls
246,247.

cancers hématologiques pour lesquels un effet clair de la GVL a été démontré en clinique

Cela fait de cette maladie le candidat idéal pour I'¢tude de I'effet GVL.

Dans ce contexte de greffe, une diminution du nombre de pDC pourraient aussi expliquer une
diminution d’IFN de type I et avoir un impact possible sur la maturation fonctionnelle et la
cytotoxicité des cellules NK et des lymphocytes T CDS8 dans I’immunité antivirale et l'effet
GVL**®?*_ Chez les patients plus 4gés, population particuliérement affecté par les LMC, la

production d'interféron de type I par les pDC est généralement diminuée ce qui pourrait
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prédisposer aux infections virales

. Les DC my¢loides ont un rdle important a jouer dans les
réactions immunitaires. Ce type de CPA a aussi la capacité¢ de produire de I'lFN de type I en
réponse a des infections, mais a des niveaux moindres que les pDC. Contrairement aux pDC qui
produisent des niveaux élevés d’IFN de type I sur une période relativement courte, les mDC
continuent d'en produire sur une période généralement plus longue apres l'infection. Les mDC
auraient un role plus important dans la défense anti-infectieuse et antitumorale et leur absence
pourrait entrainer une augmentation importante des infections et des rechutes chez les patients”.
Curieusement, nous n’observons pas d’augmentation du nombre de rechutes parmi les patients
qui possedent peu de mDC1 et/ou de pDC, possiblement parce que le nombre de patients inclus

dans notre étude demeure limité. Il est aussi fort probable que d’autres facteurs soient impliqués

dans la rechute leucémique.

4.2 4. L'effet des TKI sur la GVL

Comme soulever plus tot, dans les cas de CML résistantes au TKI, il y a une question importante
a se poser: est-ce que la thérapie au TKI diminue les chances de survie suite a une greffe de
moelle osseuse allogénique? Des études ont d’ailleurs démontré que la diminution de l'expression
de BCR-ABL menait a une diminution importante de la capacité des DC leucémiques a activer
les CD8" cytotoxiques, confirmant donc la possibilité que les TKI diminuent l'effet GVL.
Certains modeles montrent que l'inhibition de BCR/ABL altére considérablement la maturation
des DC ainsi que leurs fonctions”’.De plus, les TKI tel que ITmatinib et le nilotinib ont
démontrés avoir des effets inhibiteurs sur la fonctionnalit¢ et l'immunocompétence des

254,255,256,257

lymphocytes T CD4", CDS8" et sur la production d'immunoglobuline . Par contre, il a
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été démontré in vitro que le traitement de DC dérivés de moelle osseuse de souris traitées a des
doses pharmacologiques d'imatinib permet le bris de la tolérance des cellules T réactifs aux

258
tumeurs™ .

Chez les patients, d'autres tyrosine kinase telles que FLT3, Lck et MAPK sont aussi affectés par
des concentrations thérapeutiques de Gleevec™”. Ces kinases ne sont pas négligeables car, elles
sont trés importantes au niveau du systéme immunitaire, principalement chez les macrophages,
les cellules T et les DC**°. Ceci nous permet donc de croire que le traitement aux TKI pourrait
avoir un impact important sur les cellules non leucémiques. Il fut démontré que ce traitement
affectait la maturation des cellules CD34" en cellules dendritiques myéloides par la diminution de
l'expression de CD1a, CD40, CD80 et CD83. De plus, le traitement diminue significativement la

signalisation par FLT3 dans les cellules saines™'**

. Le traitement a l'imatinib a par contre
démontré une augmentation de la quantit¢ de pDC chez les patients atteints d'une LMC.
Paradoxalement, cet effet était causé par une augmentation de la signalisation par FLT3 dans les

précurseurs leucémiques BCR/ABL*®.

4.2.5. La rechute qui n'explique pas tout

Bien que les patients ayant fait une rechute tot suite a la greffe aient en générale des niveaux
relativement bas de DC, la rechute en elle-méme ne correle pas directement avec 1'absence de DC
au niveau de la circulation périphérique. En effet, plusieurs patients dépourvus de DC sont morts
d’autres complications suite a la greffe alors que certains sont encore en vie sans signe apparent

de rechute. Comme la rechute leucémique semble reliée directement a l'effet GVL, il est possible
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que d’autres facteurs, en plus du compte de DC, puissent prédisposer I’individu a une rechute de

sa maladie. Il a d'ailleurs ét¢ démontré que les monocytes seraient associés a un meilleur
. 264 .. .

pronostic*®*. Malheureusement, nous observons une variation importante dans le nombre de

monocytes (Figure supplémentaire 1).

De plus, nous n’avons pas analysé¢ la présence de CL au niveau des différents épithéliums des
patients LMC. Or, les CL auraient une demi-vie relativement longue et pourraient représenter un
réservoir alternatif d’antigénes tumoraux pour favoriser la réaction GVL et diminuer la
rechute’®. Suite 4 la chimiothérapie avec ou sans radiothérapie, les CL s’activent et migrent au
niveau des ganglions lymphatiques afin de présenter des antigénes aux lymphocytes T2*°. Puisque
la GVH de faible intensité est souvent associée avec une augmentation de l'effet GVL, nous
pouvons nous questionner sur le role des cellules de Langerhans de 1'hote afin d’initier la réaction
GVL. Etonnamment, plusieurs mois aprés une greffe allogénique, la littérature rapporte un

267

chimérisme mixte pour les cellules de Langerhans est observable™’. Plusieurs études sur la GVH

ont démontré que les cellules de Langerhans (CL) de 1'hdte persistaient pendant plusieurs mois

268269 e chimérisme et la

postgreffe et seraient responsables de l'induction de la GVH
reconstitution des LC seraient donc une voie importante a explorer pour expliquer la différence

importante entre les patients qui présentent une perte presque totale de DC circulants et qui

décedent d'une rechute par rapport a ceux qui ont une rémission complete.

4.2.6. La GVH chez les patients subissant une allogreffe
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Une association entre des niveaux diminués de DC et I’incidence de la GVH a été mise en
¢évidence dans ces travaux. Effectivement, les mode¢les précliniques ont démontré que la déplétion
des pDC pouvait augmenter I’inflammation et les maladies auto-immunes en général. Les pDC
ayant la capacité de promouvoir et de supporter la fonction des cellules T régulatrices ainsi que

- 270,271,272
l'expression de IDO?"%27!27

, supportant donc que l'absence de ce sous-type de DC ait un rdle
important dans le déclenchement de la GVH. Des résultats sur la reconstitution précoce des pDC,

suite a une greffe allogénique, sembleraient d’ailleurs associés a une diminution de la GVHc chez

ces patients (Figure supplémentaire 4).

Une cohorte de patients atteints de GVHc réfractaire au traitement conventionnel semblerait aussi
avoir une diminution importante de DC, principalement les pDC (Figure supplémentaire 5). Bien
que la perte des DC pourrait elle-méme étre causée par la GVHc ou la GVHa, l'importance
primordiale des DC dans 1'homéostasie des Treg et dans la tolérance immunitaire pourrait causer

une entrave majeure a la prévention et a la guérison de la GVH.

D'un point de vue postgreffe, la présence de DC semblerait aussi clairement diminuer chez les
patients subissant une allogreffe (Figure supplémentaire 6). Cette diminution de DC chez les
patients subissant une allogreffe ainsi que chez les patients en GVHc réfractaire correle aussi
avec une diminution ou un maintien des comptes faibles de lymphocytes T CD4" et CD8"(Figure

supplémentaire 7 et 8).
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4.3. Conclusion

Dans les derniéres années, plusieurs options thérapeutiques sont apparues pour les
patients atteints d'une LMC et qui permettent un contrdle a long terme de la maladie. Malgré
l'efficacité des inhibiteurs de tyrosine kinase tel que le Gleevec, ce type de traitement ne permet
pas d'¢éliminer les CML résistantes et n'a presque aucun effet sur les cellules souches
leucémiques. Ils ne permettent donc pas d'éliminer la maladie et maintiennent un groupe de
cellules leucémiques pouvant progresser vers une phase blastique. Pour ce qui est de la greffe
allogénique, elle permet d'éradiquer le cancer, mais les complications associées, telle que la
morbidité associée a la GVH, nous démontrent que nous sommes encore loin d'un traitement
idéal. Plusieurs options pharmacothérapeutiques peuvent é&tre envisagées: la synthése de
molécule chimique pouvant se lier a la mutation principale de BCR-ABL qui confére sa
résistance a l'imatinib (T3151) ou a des éléments faisant parties de la cascade de signalisation de
BCR-ABL. Mais, des applications immunothérapeutiques sont aussi possibles. Nos résultats

sembleraient démontrer que I'i'mmunothérapie est une voie par excellence dans le traitement des

LMC.
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5. Figures supplémentaires
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Figure supplémentaire 4. Nombre et pourcentage de DC chez les receveurs 30 jours post-
greffe.A) Analyse en cytométrie en flux des pourcentages de cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) et myéloides (mDC1 et mDC2) provenant du sang périphérique des
patients allogreffé développant une GVHc ou une GVHa et des patients subissant une autogrefte.
B)Analyse du nombre DC par ml sur dans le sang périphérique des sujets contrdles (noir n=29),
des patients 30 jours post-greffe autologue (Gris n=10), des patients 30 jours post-greffe
allogénique ayant développé une GVHa (gris n=6) et cGVHD( blanc n=7). Les valeurs moyennes
+ SEM sont présentées. La différence statistique entre les groupes a été évaluée par un test non
paramétrique de Mann-Whitney. (*p<0,05,**p=0,01 et ***p=0,001)
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Figure supplémentaire 5. Proportion de DC a 0, 2 et 4 mois chez les patients allogreffés
ayant développés une GVHc réfractaire au traitement. A) Analyse en cytométrie en flux des
pourcentages de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et myéloides (mDC1 et mDC2)
provenant du sang périphérique des patients en GVH réfractaire.B)Analyse en cytométrie en flux
des proportions de DC dans le sang périphérique des sujets sains contrdles (noir, n=29) et des
receveurs d’allogreffe développant une GVH réfractaire au traitement (gris n=15). Les
pourcentages moyens =+ SEM sont représentés. La différence statistique entre les groupes a été
¢valuée par un test non paramétrique de Mann-Whitney. (*p<0,05,**p=0,01 et ***p=0,001)
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Figure supplémentaire 6. Variation du nombre de DC avant I'apparition de la GVH. A
Analyse en cytométrie en flux des pourcentages de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et
my¢éloides (mDC1 et mDC2) provenant du sang périphérique des patients allogreffé (n= 11 )
développant une GVH.B)Analyse en cytométrie en flux du nombre de pDCs, mDC1 et mDC2 sur
le nombre totale de cellules dans le sang périphérique des patients développant une GVH (ligne
noire, n=11). Les valeurs moyennes des patients = SEM sont présentées mensuellement 4 mois
avant le diagnostic de GVH (noté y) jusque 2 mois apres le diagnostique.
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Figure supplémentaire 7. Proportions de Lymphocytes T chez des patients développant une
GVHD A) Analyse en cytométrie en flux des pourcentages des lymphocytes T CD4" et CDS"
provenant du sang périphérique des patients autogreffé et allogreffé.B) Analyse en cytométrie en
flux des proportions de cellules T CD3", CD4" et CD8" dans le sang périphérique des sujets sains
(noir n=29), des patients ayant recu une autogreffe de CSH (Gris n=10) et des patients ayant
développés une GVH aprés une allogreffe (gris n=11). Les valeurs moyennes £ SEM sont
présentées. La différence statistique entre les groupes a été évaluée par un test non paramétrique
de Mann-Whitney. (*p<0,05,**p=0,01 et ***p=0,001)
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Figure supplémentaire 8. Proportion de lymphocytes T CD4+ et CD8+ a 0, 2 et 4 mois post
traitement chez les patients allogreffés ayant développés une GVH réfractaire au
traitement. A) Analyse en cytométrie en flux des pourcentages de lymphocytes T CD4" et CD8"
provenant du sang périphérique des patients en GVHc réfractaire.B)Analyse en cytométrie en
flux des proportions de lymphocytes T CD4" et CD8" dans le sang périphérique des sujets
controles (noir, n=29) et des receveurs d’allogreffe développant une GVH réfractaire au
traitement (gris n=15). Les pourcentages moyens = SEM sont représentés. La différence
statistique entre les groupes a été évaluée par un test non paramétrique de Mann-Whitney.
(*p<0,05,**p=0,01 et ***p=0,001)
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WHO classification of chronic myeloid malignancies

Myeloproliferative neoplasms (MPN)

Chronic myelogenous leukemia, BCR-ABL1-positive
Chronic neutrophilic leukemia

Polycythemia vera

Primary myelofibrosis

Essential thrombocythemia

Chronic eosinophilic leukemia, not otherwise specified
Mastocytosis

Myeloproliferative neoplasms, unclassifiable

Myelodysplastic syndromes (MDS)

Refractory cytopenia with unilineage dysplasia
= Refractory anemia

= Refractory neutropenia

= Refractory thrombocytopenia

Refractory anemia with ring sideroblasts
Refractory cytopenia with multilineage dysplasia
Refractory anemia with excess blasts
Myelodysplastic syndrome with isolated del(5qg)
Myelodysplastic syndrome, unclassifiable
Childhood myelodysplastic syndrome

MDS/MPN

Chronic myelomonocytic leukemia

Atypiral chronie myelnid leukemia, ACRARI T-negative
Juvenile myelomonocytic leukemia

MDS/MPM, unclassifiable, including refractory anemia
with ring sidercblasts and thrombocytosis

Myeloid and lymphoid neoplasms associated
with eosinophilia and genetic abnormalcies

Myeloid and lymphoid necplasms associated with PDGFRA
rearrangement

Myeloid neoplasms associated with PDGFRE reamangement

Myeloid and lymphoid necplasms associated with FGFR1
abnormalcies

tableau supplémentaire 1: Critéres diagnostique des cancers hématologique myéloide
chronique de I'organisation mondiale de la santé. inspiré de: WHO Classification of Tumours of

Haematopoietic and Lymphoid Tissues, Fourth Edition
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Box 2 | The 2008 WHO diagnestic criteria? for PV, ET and PMF*

Palycythemia vera major critéria
Hemoglobin =18.5g/dl (men) =16.5g/dl (women)*
Presence of JAK2 VE1TF or similar mutation

Palycythemia vera minor criteria

Bone marrow trilineage myeloproliferation
Subnarmal serum erythropaietin kevel
Endogenous erythroid colory growth

Essential thrombocythemia major criteria

Platelet count =450 x 108/

Megakaryocyte proliferation with large and mature morphology

Mot meeting WHO criteria for CML, polycythemia vera, primary myelofibrosis, MDS
or other myeloid neoplasm

Presence of JAK2 VE1TF or other clonal marker or no evidence of reactive
thrombocylosis

Primary myelofibrosis major criteria

Megakaryocyte proliferation and atypia accompanied by reticulin and/or collagen
fibrosis; or in the absence of overt fibrosis, the megakaryocyte changes must be
accompanied by increased marrow cellularity and granulocytic proliferation (that

is, prefibrotic primary myelofibrosis)

Mot meeting WHO critaria for CML, polycythemia vera, MDS, or other

myaloid neoplasm

Presence of JAK2 VBLTF or other clonal marker or no evidence of reactive
marraw fibrosis

Primary myelofibrosis minor criteria
Laukoerythroblastosis

Increased serum lactate dehydrogenase
Anamia

Palpable splenomeagaly

*Diagnosis of polycythemia vera requires meeting either both major criteria and ane minor
criterion or the first magor criterion and two minos critera; diagnosis of essential
thrombocythemia requires meeting all four major criteria; diagnosis of primary myelofibosis
requires meeting all three major eriterla and two minor critera. *Hemaglotin or hematocnit
values above the 99° parcentile of the reference range for Bge. sex, of altitude of residence;
or red cell mass >25% above mean nomal predicted or hemaglobin =17 g/dl (men), of
=15g/dl (women) if essociated with a sustained increase of =2 g/dl from baseline that
cannat be attibuted to cormection of iron deficlency. Abbreviations: CML, chronic myelogenous
leukmia; ET, essential thrombocythemia; MDS, myelodysplastic syndrome; FMF, primary
myelafibrosis: PV, polycythenia vera.

Tableau 2. Critere diagnostique de 1'organisation mondiale de las anté pour les PV, ET et
PMEF. iIlSpiI'é de: wHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, Fourth Edition
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