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Résumé           

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) représente la seule avenue 

thérapeutique curative pour les leucémies résistantes au traitement de chimiothérapie. 

Ce traitement consiste à implanter chez un patient immunosupprimé des CSH provenant 

d’un donneur compatible au niveau des antigènes majeurs du HLA. Cependant, il n’est 

pas toujours possible de trouver un donneur qui sera compatible au niveau du groupe 

HLA. Depuis environ une dizaine d’années, une nouvelle forme d’allogreffe a commencé 

à être développée. Il s’agit d’une greffe partiellement incompatible appelée la greffe 

haploidentique de cellules souches. Cette greffe permet une disparité entre le patient et 

le donneur pouvant atteindre 50% des antigènes HLA. La greffe haploidentique permet 

ainsi au patient de pouvoir bénéficier d’une greffe de cellules souches. L’avantage 

potentiel d’utiliser des cellules d’un donneur qui n’est pas entièrement compatible est 

l’augmentation de la réactivité du greffon contre les cellules leucémiques résiduelles au 

conditionnement (GVL). Ce sont les cellules alloréactives qui remplissent ce rôle. 

Cependant, avec la disparité partielle des molécules de HLA, les cellules alloréactives 

peuvent également être la cause du développement de la maladie du greffon contre 

l’hôte (GVHD), l’une des causes majeures de décès suivant l’allogreffe. Dans notre 

laboratoire, nous avons développé une technique de photodéplétion (PD) des cellules T 

basée sur l’utilisation d’un photosensibilisateur activé par la lumière visible. Il s’agit du 

4,5-dibromorhodamine-123 (TH9402), une molécule photosensible qui va sélectivement 

éliminer les cellules alloréactives, donc les cellules responsables de la GVHD. L’échantillon 

traité se retrouve enrichi en cellules T naïves et en cellules T régulatrices (Treg). Des 

travaux antérieurs réalisés par notre laboratoire ont montré que des cellules T CD4+ 

régulatrices étaient préservées dans le greffon de lymphocytes T traités à la PD, 

participant ainsi au contrôle de la sévérité de la GVHD du patient. Des résultats 

préliminaires ont permis de démontrer que les cellules T post-PD conservent leurs 

capacités fonctionnelles lorsqu’elles sont stimulées par une librairie de peptides viraux 

(Epstein-Barr, cytomégalovirus et influenza). C’est pourquoi, nous nous sommes 
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intéressés dans un second temps à la réactivité anti leucémique de ces cellules. Nous 

avons donc étudié d’une part la capacité des cellules T à s’activer post PD et d’autre part, 

leur capacité à éliminer une lignée leucémique monocytaire (THP-1). Nous avons 

déterminé que des cellules T allogéniques résiduelles au traitement de photodéplétion 

pouvaient s’activer face aux antigènes d’un donneur sélectionné. Nous avons par la suite 

démontré que ces mêmes cellules avait le potentiel de reconnaître des peptides de 

l’antigène leucémique WT1 et de développer une réponse cytotoxique. Ces travaux ont 

permis de démontrer le potentiel de plasticité anti-GVHD/GVL de la photodéplétion au 

TH9402 des cellules T. 

Mots Clés : Leucémie, greffe allogénique de cellules souches hématopoïétiques 

(allogreffe), maladie du greffon contre l’hôte (GVHD), greffon contre la leucémie (GVL), 

lymphocytes T CD4+, lymphocytes T CD8+, WT1. 
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Abstract           

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) represents the only 

efficient therapeutic avenue in a number of patients with chemotherapy resistant or 

relapsed leukemia. This treatment aims at enabling the engraftment of donor stem cells 

into an immunocompromised patient. However, it isn’t always possible to find a fully HLA 

compatible donor. Over the last decade, a new form of allograft has been developed for 

those remaining patients: haploidentical stem cell transplantation. This treatment 

enables transplantation to be performed with donor cells that demonstrate up to 50% 

HLA mismatch with those of the patient. Thus, this approach enables patients without a 

suitably matched donor to benefit from an HSCT. The potential advantage of using 

mismatched cells is the increase of the graft-versus-leukemia effect (GVL). The latter is 

induced by alloreactive cells. Nonetheless, the disparity of HLA can also drive alloreactive 

cells to cause graft-versus-host disease, which is one of the major causes of death 

following allogeneic HSCT. In our laboratory, we have developed a T cell photodepletion 

(PD) approach based on the use of a photosensitizer activated with visible light. It consists 

of 4,5-dibromorhodamine-123 (TH9402), a photosensitive molecule that selectively 

eliminates alloreactive (GVHD causing) cells. Following treatment, the sample is enriched 

in naive and regulatory T cells (Treg). We previously demonstrated that PD preserves 

CD4+ T cells displaying a regulatory effect, thus potentially controlling the severity of 

GVHD. On the other hand, preliminary results showed that PD can preserve cells with the 

functional capacity to react against a viral peptide pool (Epstein-Barr, cytomegalovirus, 

and influenza). This prompted us to assess the anti-leukemia reactivity of these cells. 

Therefore, we first studied the ability of these cells to become activated après PD. We 

also tested the capacity of those restimulated cells to eliminate a monocytic leukemia cell 

line (THP-1). We determined that it is possible to generate after PD cells that have the 

capacity to become activated when cocultured with antigens from a given donor. In 

addition, we demonstrated that these cells have the potential to recognize WT1 antigen 
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peptides and to develop a cytotoxic response. Thus, this work demonstrated the anti-

GVHD/GVL plasticity of T cells photodepleted using TH9402.  

Key words: Leukemia, allogeneic stem cell transplantation (alloSCT), graft-versus-host 

disease (GVHD), graft versus leukemia (GVL), CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes, 

WT1. 
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La leucémie, cancer du système hématopoïétique 

La Leucémie au Canada : quelques chiffres  

Au Canada, la leucémie représente 6,3% de tous les nouveaux cas de cancer diagnostiqués 

chaque année 1. Les hommes sont légèrement plus touchés que les femmes (3,5% vs 

2,8%). En 2015, il y a eu 6200 nouveaux cas de cette maladie à travers le pays1. La 

leucémie a des caractéristiques très variées d’un individu à l’autre et elle se manifeste 

différemment selon l’âge de la personne atteinte2,3. Ainsi, la leucémie aigue représente 

près du tiers des cas de nouveaux cancers chez les enfants de 0-14 ans et environ 6% des 

cas pour les personnes de 15-29 ans1. Alors, l’incidence diminue significativement à l’âge 

adulte. Cependant l’incidence raugmente avec l’âge etplus une personne vieillit, plus elle 

a de risques de développer une leucémie, tant aigue que chronique. Il a été estimé que 

d’ici 2032, il y aura une augmentation de 94% des cas annuellement (Figure 1)1.  Cela 

représente une hausse plus importante que pour de nombreux cancers tels les cancer du 

sein (55,4%), des poumons (46,4%) ou du colon (78,7%). 

Figure 1 : Projection du nombre de cas annuel des différents cancers de 2003-2032 
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Modifié de : Canadian Cancer Statistics, 2015. 7 : 841 

Comprendre la leucémie, c’est d’abord connaître l’hématopoïèse  

L’hématopoïèse, processus général 

L’hématopoïèse représente le processus de développement des cellules souches de la 

moelle osseuse en cellules sanguines compétentes4. Selon le stimulus rencontré, les 

cellules souches multipotentes vont se différencier soit en progéniteurs myéloïdes 

(donnant naissance entre autres aux macrophages, érythrocytes et plaquettes), soit en 

progéniteurs lymphoïdes (donnant naissance aux cellules NK et lymphocytes B et T)4–6. La 

différentiation myéloïde se fait de concert avec certains facteurs tels GM-CSF4, 

thrombopoïétine (TPO) pour les plaquettes et érythropoïétine (EPO)7 pour les 

érythrocytes. La différentiation lymphoïde se fait par le biais de facteurs comme l’IL-2, 

l’IL-12 et le TNF-α4,6.  Les cellules souches de la moelle osseuse se divisent de manière 

asymétrique, assurant ainsi à la fois l’auto-renouvellement de celles-ci ainsi que leur 

différenciation en cellules sanguines compétentes (Figure 2)8.  

Figure 2 : L’hématopoïèse 

 

 

 

 

 

 

Modifié de : Inserm, Identification d’un nouveau gène suppresseur de tumeur, 20118  



4 
 

La leucémie, une maladie complexe et hétérogène : Classification des sous-types 

La leucémie est un cancer caractérisé par une prolifération incontrôlée de cellules à 

caractère souche : les blastes. Les causes précises restent inconnues et cette maladie 

semble résulter d’une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux 

entraînant une accumulation de mutations ponctuelles au niveau des cellules souches 

multipotentes9,10.  

On classifie les sous types de leucémie selon deux critères : la vitesse à laquelle elle se 

développe (aiguë ou chronique) et l’origine des blastes11. La leucémie aigüe se développe 

en quelques semaines. Les blastes générés sont immatures et prolifèrent très 

rapidement. En ce qui concerne la leucémie chronique, celle-ci prend des années à se 

développer12. Les blastes différenciés sont des cellules pouvant être partiellement ou non 

fonctionnelles, dépendamment du nombre et de la spécificité des mutations accumulées 

au courant des années. Le second critère de classification est l’origine cellulaire des 

blastes. En effet, les mutations  peuvent affecter les lignées leucocytaires myéloïdes ou 

lymphoïdes entrainant dans un premier temps une accumulation des blastes dans la 

moelle osseuse pour ensuite circuler dans le sang périphérique12. L’accumulation de 

blastes entraîne un dysfonctionnement graduel du système hématopoïétique. La vitesse 

de développement ainsi que l’origine cellulaire des blastes permettent de distinguer 

quatre grandes catégories de leucémies: la leucémie myéloïde aigue (LMA), la leucémie 

aigue lymphoblastique (LAL), la leucémie myéloïde chronique (LMC) et la leucémie 

lymphoïde chronique (LLC)13.  

 

La leucémie myéloïde aigüe, la leucémie la plus courante chez l’adulte 

 La leucémie myéloïde aigue (LMA) est un type de leucémie caractérisé par l’apparition 

soudaine et la prolifération rapide de blastes provenant de cellules souches de la lignée 

myéloïde11.  Les cellules blastiques non matures de la LMA vont peu à peu prendre la 

place des cellules saines. Cela aura un impact important sur la fonctionnalité du système 

immunitaire du patient. Le modèle hiérarchique de la LMA, qui a été démontré, consiste 

en une petite population de cellules souches leucémiques (LSCs) qui ont un haut potentiel 
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de réplication et qui sont généralement plus résistantes aux traitements de 

chimiothérapie et radiothérapie que les cellules plus matures9,14. Ces LSCs mènent au 

développement d’une plus grande population de blastes plus matures ayant l’incapacité 

de s’auto-renouveler9. Selon la «French-American-British classification», les LMA ont été 

classées en huit sous-catégories (M0-M7)13. Chaque sous-catégorie représente une LMA 

apparue à un stade particulier de la maturation des blastes. Ainsi, une LMA peut être de 

nature myéloblastique, myélomonocytaire, monocytaire, mégakaryocytaire, etc.  Les 

mutations génétiques menant au développement de la LMA sont nombreuses, à l’image 

de la nature du blaste généré. Quelques translocations chromosomiques ont été 

associées à l’apparition de certains sous-types plus communs. Par exemple, une LMA M3 

(promyélocytaire) représentant près de 10% des cas de LMA a été associée à la 

translocation chromosomique (15 ;17)15. Cette translocation implique une fusion entre le 

gène PML (« promyelocytic leukemia protein ») du chromosome 15 avec le gène RARA 

(« retinoic acid receptor alpha ») du chromosome 17. D’autres translocations 

chromosomiques ont été identifiées comme étant récurrentes au niveau d’autres sous-

types (Figure 3). 

Figure 3 : Mutations associées au développement de différents sous-types de LMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de : Zardo G. et al, Epigenetic plasticity of chromatin in embryonic and 

hematopoietic stem/progenitor cells: therapeutic potential of cell reprogramming, 

Leukemia, 2008.22:1503-151815 
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Cibles immunologiques de la leucémie aigue  

Les cellules leucémiques ont un métabolisme bien distinct des cellules hématopoïétiques 

normales. Le fait d’acquérir certaines mutations favorables à leur développement 

engendre la surexpression ou la sous-expression de gènes. Parfois, ces mutations peuvent 

engendrer la traduction de nouvelles protéines dérivées de fusions chromosomiques. 

Cette spécificité d’expression permet de focaliser une réponse GVL par les cellules Tαβ du 

donneur. Outre ces cellules, il a été démontré que les lymphocytes Tγδ auraient un 

potentiel GVL sans les effets GVHD16. Dans le même sens, des immunothérapies à base 

de cellules NK ont été développées17. Pour en revenir aux cellules Tαβ, de nombreuses 

cibles immunologiques ont été identifiées et sont utilisées en clinique dans le but de 

développer une thérapie personnalisée pour chaque patient. 

 

miHa 

Les antigènes mineurs d’histocompatibilité (miHa) sont de petites molécules 

immunogènes que l’ont retrouve en surface des complexes majeurs d’histocompatibilité 

de classe I et II18. Ils sont formés par des polymorphismes nucléotidiques (SNPs)19. Ces 

antigènes activent uniquement les cellules T18. Le répertoire antigénique des miHa est 

vaste et varie selon les organes et les compartiments du corps20. Plusieurs miHa 

spécifiques pour les cellules hématopoïétiques ont été identifiés, ce qui en font des choix 

potentiellement intéressants dans le développement d’une immunothérapie ciblée21. 

C’est le cas de l’antigène HA-118,22. Il est complexé avec le HLA-A2 et permet de 

développer des cellules CD8+ cytotoxiques spécifiques. Il a été démontré que ces CTLs 

avaient la capacité d’éliminer les cellules leucémiques tout en épargnant les cellules non-

hématopoïétiques, minimisant ainsi la possibilité de développer une maladie du greffon 

versus l’hôte (GVHD)22.  
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Antigènes spécifiques des leucémies (« leukemia specific antigens » ou LSA) 

Les antigènes leucémiques spécifiques (LSA) sont des molécules exprimées exclusivement 

par les cellules leucémiques. Elles résultent la plupart du temps de translocations 

chromosomiques menant au développement de la leucémie. C’est le cas des protéines 

AML1-ETO et PML-RARα (translocation (8;21) et (15;17) respectivement)23. Les LSA 

peuvent également provenir d’une mutation d’un gène impliqué dans la leucémogenèse, 

menant à l’expression d’une protéine mutante. C’est le cas des mutations du gène 

nucleophosmin-1 (NPM1) et Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3)24. Une étude comparative 

sur 521 patients souffrant de LMA a permis de démontrer que les individus ayant 

développé des mutations au niveau de ces deux protéines avaient un pronostic de survie 

largement diminué comparativement au patients ne possédant qu’une mutation de 

NPM1 25. Des études cliniques de phases II et III menées sur des inhibiteurs de FLT3 ont 

été effectuées. Particulièrement, l’administration du lestaurtinib a mené à l’inhibition du 

FLT3 chez 58% des patients traités26. Cependant, la thérapie ciblée de FLT3 n’a pas 

démontré dans son ensemble une amélioration marquée de l’espérance de vie des 

patients.  Des recherches plus approfondies sont en cours afin de mieux comprendre et 

adapter cette thérapie ciblée27. 

 

Antigènes associés à la leucémie (« leukemia associated antigens » ou LAA) 

Les antigènes associés à la leucémie (LAA) sont des molécules qui sont exprimées à la fois 

par les cellules saines et les cellules leucémiques23. De ce fait, l’un des risques relié à une 

immunothérapie utilisant un LAA est l’autoimmunité28. Avant tout essai clinique, il est 

donc primordial de connaître l’expression des LAA au niveau des autres types cellulaires. 

L’un des LAA les plus étudiés est le «Wilms’ tumor protein 1» (WT1)29. Cette protéine est 

formée à partir du gène WT1, localisé sur le chromosome 1130. Le domaine N-terminal est 

important dans le contrôle de la transcription. Le domaine C-terminal est composé de 

quatre doigts de zinc et est important dans la régulation de l’expression de gènes 

impliqués au niveau de la prolifération cellulaire et de facteurs de croissance31.   

Physiologiquement, WT1 est exprimé au niveau des gonades et des reins. Il est également 
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exprimé en petite quantité par les cellules souches hématopoïétiques29. Cependant, cette 

protéine est surexprimée dans près de 75% des cas de LMA et plus particulièrement au 

niveau des LSCs (Tableau I)29. Plusieurs essais cliniques ont été menés afin de tester une 

immunothérapie spécifique à WT1. Premièrement, il a été démontré que les 

immunothérapies testées ne menaient pas à une toxicité vis-à-vis les tissus sains des 

patients. Pour ce qui est de la réponse anti-leucémique, plusieurs approches ont été 

utilisées, notamment la vaccination peptidique et la vaccination à partir de DCs stimulées 

avec des peptides de WT132. Plusieurs des patients ainsi traités ont développé une 

réponse cytotoxique positive face cette protéine. 

 

Taleau I : Surexpression de WT1 dans les leucémies aigues 

 

 

 

 

 

Modifié de : Rosenfeld C. et al, WT1 in acute leukemia, chronic myelogenous leukemia and 

myelodysplastic syndrome: therapeutic potential of WT1 targeted therapies, Leukemia, 2003. 17: 

1301-1229 

 

 

Approches pour cibler les cellules leucémiques résiduelles causant la rechute 

Bien que les LSA semblent être les cibles les plus judicieuses dans le développement 

d’immunothérapies anti-leucémiques, cette approche est restreinte à un petit nombre de 

leucémies et ne semble pas générer les résultats cliniques attendus. Le choix d’autres 

cibles, entre autres peptidiques pourrait s’avérer intéressantes, surtout si elles présentes 
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des caractéristiques favorables au plan de la distribution tissulaire. Dans le 

développement d’une approche immunothérapeutique, il y a plusieurs facteurs à tenir en 

compte dont la sélection de l’antigène. La spécificité de l’antigène est très importante 

afin de ne pas cibler des tissus sains. Bien évidemment, des essais in vitro de cytotoxicité 

peuvent être effectués afin de vérifier ce point et tenter de prédire la réponse clinique. 

La fréquence de l’antigène chez une population de patients est également importante. Il 

faut privilégier les cibles les plus communes afin de pouvoir développer un traitement 

pouvant être administré au plus grand nombre de patients. D’une manière plus 

spécifique, il faut considérer l’oncogénicité d’une protéine, c’est-à-dire l’importance de 

son rôle dans le développement de la leucémie. Un autre point considérable est 

l’immunogénicité de la protéine, en particulier des peptides utilisés. Dépendamment de 

la composition (affinité du peptide pour une molécule HLA donnée) et de la longueur du 

peptide, celui-ci sera présenté par différentes molécules HLA. Les peptides plus long sont 

présentés par les HLA de classe II et font la promotion de l’activation des cellules CD4+ 

auxiliaires33. Il a été démontré que ces cellules avaient un rôle de premier plan dans le 

développement et le maintien d’une réponse GVL effective par les lymphocytes T 

cytotoxiques (CTLs)34. 

Outre ces critères, il existe plusieurs techniques qui ont été développées dans le but 

d’accroître la réponse GVL. Parmi les plus remarquables, il y a les «chimeric T cell 

receptor» (CARs) et les cellules T spécifiques à un peptide. 

 

Les cellules CAR T (« chimeric antigen receptor T cells ») 

Les cellules CAR sont des cellules T génétiquement modifiées pour exprimer un récepteur 

chimérique spécifique pour un antigène35. Ce récepteur est composé à la base d’un 

domaine extracellulaire composé d’une région variable associée à un peptide signal 

assurant l’expression du CAR à la membrane. La région variable, généralement composée 

d’une chaîne légère et d’une chaîne lourde, est spécifique à un antigène sélectionné. Le 

CAR est également composé d’un domaine transmembranaire reliant l’ectodomaine et 

l’endodomaine par un «spacer». Le domaine intracellulaire est composé d’un segment de 
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transduction du signal et d’un ou plusieurs segments de costimulation35. Le domaine de 

transduction du signal est souvent dérivé de la chaîne zêta du CD3 alors que les domaines 

de costimulation proviennent des molécules CD28, 4-1BB, OX40 et autres36–38. Les cellules 

T sont transfectées avec un virus intégrant contenant l’information génétique du 

récepteur (lentivirus, γ-retrovirus) ou électroporées directement avec un plasmide 

contenant la séquence. Les cellules T artificiellement générées sont par la suite injectées 

au patient. Les essais cliniques utilisant les CARs de 2e et 3e génération, menés chez des 

patients souffrant de lymphomes ou de leucémies dérivées d’une lignée de cellules B, ont 

démontré des résultats des plus prometteurs39,40. Un essai clinique a été mené sur un 

patient AML en lui infusant des CARs CD33 autologues40. Une baisse du ratio blastique de 

50% à 6% a été observée suite au traitement. Par contre, ceci a été suivi d’une 

augmentation graduelle des cellules leucémiques à 70% lorsque mesurées 9 semaines 

post traitement. Cependant, les thérapies de CARs ciblant les LMA sont relativement 

récentes. De plus, il arrive que ces cellules ne réussissent pas à persister dans le corps du 

patient. L’effet bénéfique est donc de courte durée. Également, en attribuant une cible 

comme de CD19 ou le CD33 qui sont retrouvés normalement sur les cellules saines, le 

CAR devient une cellule cytotoxique manquant de spécificité. De ce fait, il peut également 

attaquer des tissus sains comme les cellules B (exprimant le CD19) et les cellules 

myéloïdes (exprimant le CD33). Afin de remédier à cette situation, il a été pensé 

d’introduire un gène suicide afin de limiter les effets secondaires y étant associés41. Il 

reste encore beaucoup de recherches à faire afin de trouver la bonne combinaison de 

domaines de costimulation additionnant à la fois la force du signal et de la réponse ainsi 

que la survie des cellules infusées.  

 

Peptides dérivés des cellules leucémiques 

Une autre approche utilisée dans le but d’augmenter l’effet GVL tout en minimisant la 

GVHD est le développement de cellules T spécifiques à un ou des peptides dérivés de LAA 

ou de miHas42. L’éducation peptidique se fait au niveau des cellules T CD8+ par le biais 

d’APCs, principalement des DCs. Ces dernières sont cultivées en présence de peptides 
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synthétiques qui seront phagocytés et présentés. La nature des cellules en culture peut 

être, jusqu’à ce jour, autologue ou allogénique. Une fois les cellules T CD8+ activées en 

fonction du peptide sélectionné, elles sont réintroduites chez le patient par injection. 

Quelques essais cliniques utilisant entre autre des peptides dérivés de HA-1 et de WT1 

ont donné des résultats partagés chez des patients LMA42–45. Les conclusions tirées sont 

que les cellules stimulées sont capables de monter une réponse cytotoxique contre les 

cellules leucémiques restantes. Cependant, le contrôle de la maladie résiduelle n’a pas 

été obtenu à long terme. Ceci pourrait être expliqué par le fait que les cellules T CD8+ 

stimulées se sont activées jusqu’à un stade d’épuisement, ce qui a réduit 

considérablement leur durée de vie et leur potentiel anti-leucémique. De plus, il a été 

démontré qu’il était plus difficile de stimuler par exposition peptidique les cellules des 

patients lorsqu’ils étaient en rémission complète que les cellules de sujets normaux44.  
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La greffe de cellules souches : un des seuls traitements curatifs actuel des 

leucémies aigues récidivantes 

La greffe de cellule souche représente une alternative de choix pour de nombreux 

patients présentant une leucémie agressive. Ainsi les patients présentant dès le départ 

une leucémie à haut risque ou encore les patients leucémiques présentant une rechute 

sont des candidats de choix à une greffe de cellules souches. Après avoir déterminé un 

ratio bénéfices/risques, les patients présentant une condition clinique adéquate peuvent 

se voir administrer une greffe de cellules souches. Ce traitement améliore les chances de 

survie sans récidive leucémique. Il existe différents types de greffes, dépendamment de 

l’origine des cellules, soit l’autogreffe et l’allogreffe. Cette dernière se divise en greffe 

familiale HLA identique ou partiellement compatible (haplo-identique) et non-

apparentée de donneur adulte ou de sang de cordon ombilical. 

Autogreffe de cellules souches 

L’autogreffe consiste à prélever les cellules souches d’un patient et à les réintroduire suite 

à un traitement de chimiothérapie. Les cellules souches sont prélevées soit directement 

de la moelle osseuse ou du sang46. Une première étape de conditionnement consiste en 

un traitement de chimiothérapie associé ou non à de la radiothérapie afin de détruire les 

cellules leucémiques. Comme ce traitement induit aussi un dommage massif aux cellules 

de la moelle osseuse et des cellules souches hématopoiétiques qui s’y retrouvent, le 

patient reçoit par la suite une greffe constituée de ses propres cellules souches 

préalablement congelées dans le but de recoloniser sa moelle osseuse et de reconstituer 

son système sanguin et immunitaire. L’autogreffe n’est pas l’option la plus utilisée dans 

un contexte de leucémie. En effet, la chimiothérapie permet de traiter à court terme la 

leucémie, mais le patient finit presque toujours par présenter une rechute à moyen-long 

terme47. C’est pourquoi l’autogreffe est davantage employée pour traiter d’autres 

cancers hématologiques comme les lymphomes et les myélomes multiples48.  
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Allogreffe ou comment remplacer un système défaillant 

L’allogreffe, ou greffe allogénique, consiste à remplacer le système hématopoïétique 

dysfonctionnel/leucémique d’un patient par un système compétent provenant d’un 

donneur compatible apparenté ou non à ce dernier49. Cette technique de greffe est 

l’avenue thérapeutique la plus utilisée dans un contexte de leucémie, car les cellules du 

donneur peuvent présenter une réactivité contre les cellules du patient, permettant ainsi 

au nouveau greffon de combattre les cellules leucémiques résiduelles, diminuant ainsi le 

risque de rechute50. Ce phénomène recherché lors du traitement s’appelle plus 

communément «greffon-versus-leucémie» (GVL). La première étape consiste à tenter 

d’identifier un membre de la famille du patient qui soit compatible, mais ce dernier peut 

également provenir des registres nationaux ou internationaux existants. Les deux parties 

doivent présenter la plus grande compatibilité possible et idéalement être identiques au 

niveau des antigènes leucocytaires humain (HLA) majeurs. On considère les HLA de classe 

I (A, B, C) et ceux de classe II (DR, DP et DQ) pour déterminer cette compatibilité, soit une 

combinaison identique de 10/10 ou 12/12 allèles50. Une disparité trop importante de ces 

molécules engendre en effet le développement d’une complication grave et 

potentiellement mortelle appelée la maladie du greffon versus l’hôte (GVHD).  

Haplogreffe: nouvel enjeu en transplantation 

Sachant que seulement 50-60% des patients réussiront à trouver un donneur compatible 

pour la greffe, de nouvelles techniques ont été développées afin de pouvoir offrir une 

greffe de cellules souches à un plus grand nombre de personnes. La greffe de cellules 

souches haploidentiques a été proposée dans cette optique51. Ici, le donneur et le 

receveur auront une compatibilité minimale de 50%, correspondant par exemple à 5/10 

antigènes du groupe HLA parmi le HLA-A, B, C ,DQ et DR. Cette plus grande disparité 

pourrait entraîner une plus grande réponse GVL, mais également une GVHD plus sévère52. 
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Les complications post greffe  
 

Infections opportunistes 

Suivant la greffe, le patient fera face à de nombreux problèmes. Les infections 

opportunistes représentent l’une des plus importantes de ces complications. Le patient 

étant immunosupprimé jusqu’à la prise de greffe, celui-ci se retrouve vulnérable aux 

pathogènes qui sont la plupart du temps inoffensifs à tout individu en santé53. Ces 

infections sont principalement de nature bactérienne, virale ou fongique. Les foyers 

d’infection de prédilection sont : le système digestif et les poumons. Des antibiotiques et 

médicaments antiviraux sont couramment administrés après la greffe afin de prévenir les 

infections potentielles et ce, jusqu’à ce que le compte sanguin de leucocytes commence 

à grimper à des niveaux acceptables. Conséquemment, certains agents stimulants 

peuvent être administrés dans le but d’accélérer le processus de reconstitution 

immunitaire 54. De nos jours, les infections précoces sont relativement bien contrôlées 

grâce aux stratégies de prévention. Les infections se déclarent plus tardivement, 

dépendamment de plusieurs facteurs comme le niveau de toxicité du conditionnement, 

le développement d’une GVHD et l’intensité de l’immunosuppression administrée en post 

greffe54. 

 

GVHD aigue : le choc lié à un nouveau système immunitaire 

La maladie du greffon contre l’hôte ou «graft-versus-host disease» (GVHD) est la 

résultante d’une greffe entre un donneur et un receveur ayant une disparité au niveau de 

leur HLA ainsi que des antigènes mineurs qui y sont rattachés. Il s’agit d’une réaction 

inflammatoire où les cellules greffées d’un donneur s’attaquent aux tissus sains du 

patient. Il existe 2 formes de la maladie : aigue et chronique. Ce qui les distingue 

habituellement est le temps d’apparition des symptômes, soit avant 100 jours post greffe 

pour la phase aigue et au-delà de 100 jours pour la phase chronique55. Cette délimitation 

temporelle est cependant maintenant délaissée pour se concentrer sur les manifestations 

cliniques propres aux GVHD aigues et chroniques. La forme aigue représente une attaque 
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du système immunitaire du donneur principalement dirigée contre les tissus cutanés, 

hépatiques et intestinaux. Elle s’attaque aussi à la moelle osseuse et au thymus du 

receveur. La forme classique se développe avant les 100 jours de greffe, mais cette 

dernière peut se présenter après ces 100 jours avec les mêmes atteintes au plan clinique. 

La GVHD chronique se présente souvent après 100 jours de la greffe, mais elle peut elle 

aussi se présenter avant ce délai. Pour ce qui est des sous-catégories de la GVHD 

chronique, il existe la de novo, la quiescente et la progressive56. La GVHD « de novo » est 

la forme chronique qui apparaît chez un patient qui n’a pas présenté de GVHD aigue. La 

forme quiescente apparaît après une résolution apparente de la phase aigue. Enfin, la 

forme progressive correspond avec une continuation directe avec la GVHD aigue. Cette 

dernière représente la forme la plus grave de GVHD chronique. Elle compte pour environ 

75% des cas de cGVHD56. Quant à la forme «overlap», il s’agit une GVHD présentant à la 

fois les caractéristiques des formes aigue et chronique. La GVHD chronique est également 

associée à des manifestations d’allures auto-immunes importantes et avec la génération 

de cellules B auto-réactives57. 

Les disparités au niveau des antigènes HLA entre donneur et receveur engendrent la 

maladie du greffon contre l’hôte. Le prochain chapitre explique les aspects 

immunologiques de cette maladie. Cette maladie se développe quand les cellules du 

donneur s’activent et vont attaquer les tissus sains du patient, causant d’importantes 

lésions et problèmes de toutes sortes qui seront décrits dans le texte qui suit58. La GVHD 

aigue est classée en quatre grades distincts, selon le nombre d’organes touchés ainsi que 

la gravité des dommages encourus 59. Plus le grade est élevé, plus l’espérance de vie du 

patient est courte. Les manifestations cliniques au niveau de la peau sont principalement 

reliées à l’apparition de rougeurs et d’éruptions. Au niveau du foie, il y aura une hausse 

marquée de la bilirubine et de la phosphatase alcaline. Au niveau du tractus gastro-

intestinal, le patient présente la plupart du temps des diarrhées et nausées60. Comme il 

s’agit d’une complication grave, plusieurs stratégies préventives ont été développées afin 

de diminuer la gravité de la GVHD.  
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Au plan de la physiopathologie, la GVHD aigue peut être divisée en trois phases : La phase 

de conditionnement du patient, la phase d’amorçage (activation lymphocytaire + 

différentiation) et la phase effectrice 58 (Figure 1). 

Figure 4 : Développement de la aGVHD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de : Jenq R.R. et al, Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation : individualized 

stem cell and immune therapy of cancer, Nat. Rev. Cancer, 2010. 10:213-22158 

 

Conditionnement pré-greffe et inflammation 

Le conditionnement du patient est l’étape nécessaire avant la greffe. Le patient reçoit de 

la chimiothérapie et/ou de la radiothérapie cytoréductrice et immunosuppressive ayant 

pour objectif de détruire sa moelle osseuse ainsi que son système immunitaire, ceci dans 

le but de préparer le patient à recevoir la greffe de CSHs59.  
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Le conditionnement est également associé à l’induction d’une inflammation spécifique 

de tissus. Les traitements intenses que reçoit le patient vont affecter à plus ou moins forte 

intensité l’intégrité de la muqueuse gastro-intestinale. Il y aura une atteinte partielle de 

la flore bactérienne s’y retrouvant, ayant pour effet de relâcher des PAMPs («pathogen 

associated molecular patterns»), des DAMPs («danger-associated molecular patterns») 

et des lipopolysaccharides bactériens (LPS). Ces molécules hautement immunogènes vont 

se retrouver dans la circulation systémique et donc, libres d’interagir avec des APCs, dont 

les cellules dendritiques et les macrophages résiduels du patient. Il y aura une relâche 

importante de cytokines impliquées dans l’inflammation ainsi que dans la costimulation 

des cellules T. Il y a entre autres la production de TNF-α, IFN-y IL-1 et IL-6 61. La production 

de cytokines proinflammatoires dans un contexte de aGVHD est couramment appelé 

«tempête cytokinienne» et se prolonge suivant la greffe. De ce fait, les cellules provenant 

du donneur seront déjà dans un environnement inflammatoire. 

La phase d’amorçage 

Cette phase consiste en l’activation et l’expansion massive des lymphocytes dans la 

circulation périphérique. Avec l’avènement de la tempête cytokinienne, il y a une 

activation massive des populations lymphocytaires provenant du greffon. Il a été décrit 

dans la littérature que les lymphocytes CD4+ et CD8+ ne sont pas tout-à-fait activés par 

les mêmes APCs. Les cellules CD8+ sont principalement activées par les APCs 

hématopoïétiques du patient. Les cellules CD4 peuvent également être activées par des 

APCs non-hematopoiétiques comme les cellules épithéliales principalement au niveau du 

tractus grastro-intestinal (TGI)62–64. Les APCs qui sont en cours d’activation vont migrer 

vers les réservoirs lymphoïdes secondaires, notamment les plaques de Peyer dans le TGI. 

Au niveau de l’épithélium de la peau, les cellules de Langerhans sont des DCs prééminents 

dans l’activation lymphocytaire 65. Les lymphocytes entrant dans les organes lymphoïdes 

secondaires sont alors activés et prolifèrent. Les DCs contenues dans le greffon 

contribuent également à l’activation des lymphocytes, mais leur rôle est moindre 58. 
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Les lymphocytes proliférant vont par le fait même se différencier en différentes 

catégories phénotypiques, soit effectrices ou tolérogéniques (Figure 5). Il peut y avoir une 

différentiation Th1, polarisée par l’expression d’IL-12 par les APCs66. Les Th1 sont 

caractérisés par une importante production d’IFN-y et TNF-α et font la promotion de 

l’activité cytotoxique des lymphocytes CD867,68. La polarization Th17 a lieu via IL-6, TGF-β, 

IL-21 et IL-2369. Les Th17 auraient un plus grand rôle dans le développement de la GVHD 

au niveau de la peau et des poumons et dans le développement de la GVHD chronique en 

général58. Ces cellules sécrètent de l’IL-17A, IL-17F, IL-22 et IL-23. Il peut également y avoir 

une différentiation Th2 via l’IL-4. Les cellules Th2 ont un rôle important dans l’activation 

humorale et sont davantage situées au niveau du foie et de la peau pendant la GVHD58. 

Les lymphocytes CD8 sont également susceptibles à une différenciation. Ils peuvent être 

soit Tc-1, ou Tc-2 ou Tc-17. Une remarque importante ici est que les Tregs, qui sont les 

cellules induisant la tolérance (et donc importantes dans le contrôle de l’inflammation 

reliée à la GVHD), sont en déficience et/ou ont une incapacité d’induire leur action 

immunosuppressive58. Entre autre, il a été démontré que les inhibiteurs de la calcineurine 

empêchaient l’activation et la prolifération de ces cellules70. Face à cette problématique, 

de nombreux essais cliniques ont été menés dans le but d’accroître la quantité de Tregs 

ou de préserver leurs fonctions71–73.  
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Figure 5 : Différentiation lymphocytaire durant la phase amorçage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de : Markey K.A. et al, The biology of graft-versus-host disease: experimental systems 

instructing clinical practice, Hematology, 2014. 124: 354-36258 

La phase effectrice 

Une fois les cellules T activées et différenciées, celles-ci vont migrer vers les différents 

organes touchés par la maladie. Leurs différentes activités inflammatoires sont décrites 

plus en détail dans les sections ci-dessous. Les cytokines majeures de la phase effectrice 

sont l’IFN-y, TNF-α et l’IL-1. La dégradation et destruction des organes est principalement 

médiée par les voies apoptotiques Fas/FasL, TNF et perforine/granzyme58.  
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GVHD chronique (cGHVD) 

La cGVHD est médiée, tout comme sa version aigue, par les lymphocytes T du donneur. 

Cependant, la phase chronique ressemble davantage à une maladie autoimmune. Le 

patron cytokinien de la cGVHD est fortement Th2, alors que celui de la aGVHD est 

davantage Th156. Cela signifie qu’il y a une forte activation humorale, donc une activation 

des cellules B. Ces cellules deviennent dysfonctionnelles, elles produisent des anticorps 

indésirables qui iront cibler tant des antigènes de surface qu’intracellulaires. Ceux-ci 

peuvent être des allo-anticorps (dirigés vers les tissus sains) ou des autoanticorps (dirigés 

vers le système hématopoïétique greffé). Les cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh) sont 

des cellules importantes dans le développement des cellules B au niveau des centres 

germinatifs des organes lymphoïdes secondaires et seraient potentiellement impliquées 

dans le développement de ces autoanticorps74. Ces derniers jouent un rôle important 

dans le développement de la cGVHD, surtout au niveau des poumons. Toutefois, le 

développement immunologique de la cGVHD n’est pas encore totalement compris. 

Les manifestations cliniques de la cGHVD sont plus hétérogènes que celles de la GVH 

aigüe. Les patients souffrant de cGVHD peuvent avoir plusieurs organes atteints. Tout 

comme la phase aigue, le foie, la peau et les intestins peuvent être touchés. Au niveau du 

foie, les patients présentent fréquemment une atteinte cholestatique. Au niveau de la 

peau, ils développent des lésions lichenoïdes ou sclerodermiques. Les intestins ne 

représentent pas une cible fréquente. Il est cependant intéressant de noter que les 

patients ayant déjà eu une GVHD intestinale aigue sont à plus haut risque de développer 

une GVHD intestinale chronique. Ceci peut entraîner de graves problèmes et des 

dommages permanents et nuire au bon fonctionnement du système digestif. En plus des 

organes mentionnés ci-haut, la cGVHD peut affecter d’autres endroits ciblés. Les 

muqueuses de la bouche, représentent l’un des endroits les plus affectés par la cGVHD. 

Les patients auront la plupart du temps une infiltration lymphocytaire au niveau des 

glandes labiales. Certains patients peuvent développer une bronchiolite oblitérante 

pouvant mener à une insuffisance respiratoire. Environ 60% des patients développeront 

une sécheresse oculaire, ou xérophtalmie56.  
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GVHD et GVL : deux concepts paradoxaux 

La GVHD et la GVL sont deux phénomènes qui sont intimement reliés (figure 6)75. 

Néanmoins, la GVL est l’un des principaux effets recherchés suivant la greffe allogénique 

et haploidentique. En effet, la GVL permet d’éliminer les cellules leucémiques résiduelles 

ayant échappé à la chimiothérapie et la radiothérapie. La plupart de ces cellules 

résiduelles sont considérées comme étant des LSCs. Ces dernières sont généralement en 

phase G0, elles sont donc quiescentes76. Cela leur confère une certaine résistance face aux 

chimiothérapies préalables à la greffe.  

Figure 6 : Paradoxe entre GVHD et GVL 

 

 

 

 

 

 

 

Modifié de : Bleakley M. et al, Molecules and mechanisms of the graft-versus-leukaemia effect, 

Nat. Rev. Cancer, 2004. 4 : 371-38075 

Pour qu’il y ait un effet GVL, les cellules T vont être activées par les APCs contre une 

diversité d’antigènes. Ces derniers peuvent être de nature allogénique, incluant des 

antigènes mineurs d’histocompatibilité (MiHa), des antigènes leucémiques associés (LAA) 

ou des antigènes leucémiques spécifiques (LSA). De ce fait, les cellules T alloréactives ont 

la capacité de s’attaquer aux tissus sains et aux cellules leucémiques résiduelles. 

Cependant, les cellules T recevant un stimulus LSA développeront une réponse exclusive 
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aux cellules leucémiques. Il est question ici de la spécificité, qui est un enjeu clé dans le 

traitement du patient75.  

Il arrive dans certains cas que les cellules leucémiques du patient recolonisent la moelle 

osseuse. Il est question ici de rechute. Plusieurs facteurs peuvent influencer les chances 

de développer une rechute77. Une thérapie immunosuppressive trop intensive peut 

mener à la réapparition de la leucémie. Bien que les cellules T alloréactives soient néfastes 

au niveau de la GVHD, une fraction de celles-ci est essentielle dans le maintien de l’effet 

GVL. Si la GVL n’est pas suffisamment puissante, les cellules leucémiques résiduelles 

n’auront plus d’obstacle à leur prolifération et leur dissémination. La prise de greffe est 

également un facteur important dans le développement d’une réponse GVL adéquate. En 

particulier au niveau de la récupération lymphocytaire au premier mois suivant la greffe. 

Face à un environnement hostile, les cellules leucémiques peuvent également acquérir 

des mutations somatiques favorables à leur survie. Dans une situation de rechute, le 

patient peut recevoir de la chimiothérapie suivie la plupart du temps dans une infusion 

de cellules T (DLI) ou encore une deuxième greffe de cellules souches. Cependant, ces 

approches, même combinées, résultent en une pauvre espérance de survie (médiane 

d’environ 6 mois) 78. 

Implication des lymphocytes dans l’effet GVH/GVL 

Cellules T 

Les lymphocytes T représentent la pierre angulaire de la réponse immunitaire acquise. 

Ces cellules sont produites à partir de la moelle osseuse et acquièrent leur maturation au 

niveau du thymus par succession de sélection positive au niveau du cortex (préservation 

des cellules T présentant une affinité appropriée et élimination des cellules qui ne 

reconnaissent pas un complexe CMH-peptide) et négative au niveau de la médulla 

(élimination des cellules ayant une trop forte affinité pour un antigène)79. Ces cellules se 

différencient, selon différents facteurs lors de la maturation, en sous-types tels les 

lymphocytes T CD4+ auxiliaires, les lymphocytes T CD4+ régulateurs (Tregs) et les 
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lymphocytes T CD8+. Les cellules T CD4+ et CD8+ passent par différents stades 

d’activation. Elles passent d’un état naïf à central mémoire, puis effecteur mémoire et 

finalement effecteur. Plus une cellule est activée, moins elle prolifère, mais plus elle 

acquiert de fonctions effectrices80. Les lymphocytes T sont les principaux acteurs de 

l’alloréactivité retrouvée dans la GVHD. Comme mentionné plus haut, le type de cellule 

est relativement spécifique selon l’organe ciblé, en partie relié par le type de chimiokines 

exprimées dans le milieu environnant58.  

CD4 auxiliaire 

De manière générale, les cellules T CD4+ sont impliquées soit dans la réponse 

inflammatoire ou dans la réponse de tolérance. Les cellules dites auxiliaires ont un rôle 

de premier plan dans la polarisation de cette réponse immune. Une cellule CD4+ naïve 

peut se différencier en un profil Th1 (phosphorylation de STAT4 par l’IL-12) et être 

impliquée dans l’immunité antivirale et anti-tumorale81. Les cellules Th1 peuvent aussi 

jouer un rôle dans l’activation des cellules T CD8+ cytotoxiques. Au niveau de la GVHD 

aigue, les TH1 sont impliqués dans la dégradation de la peau, du foie et du tractus gastro-

intestinal58. Cette même cellule CD4+ naïve peut devenir une cellule Th2 (phosphorylation 

de STAT6 par l’IL-4) et avoir un rôle important dans la réponse humorale, i.e. réponse 

contre les parasites extracellulaires et les allergies81. Lors de GVHD aigue, les Th2 vont 

davantage se retrouver au niveau du foie et de la peau58. Un autre groupe important des 

cellules T auxiliaires sont les Th17 (par l’activation de STAT3). Ces cellules sont impliquées 

dans le maintien du foyer d’inflammation. Les Th17 et Tc-17 sont principalement 

retrouvés au niveau de la peau et des poumons lors d’une GVHD aigue.  

CD4 régulateur 

Les lymphocytes T CD4+ régulateurs (Tregs) sont les cellules qui régulent l’inflammation 

d’une réponse immunitaire. Elles sont générées soit au niveau du thymus par l’expression 

du facteur de transcription FOXP3 ou en périphérie par la phosphorylation de STAT5 via 

la liaison de l’IL-2 au récepteur IL-2Rβ 82,83. Les Tregs induisent la tolérance immunitaire 

par différents mécanismes84,85. Ils peuvent exprimer des cytokines anti-inflammatoires 
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comme l’IL-10 et le TGF-β. Ils peuvent aussi induire la cytolyse de cellules effectrices par 

l’expression de granzymes et perforine. Ils peuvent également empêcher les cellules 

effectrices de recevoir des molécules essentielles à leur survie et à leur prolifération en 

consommant l’IL-2 du milieu métabolique ou en sécrétant  de l’adénosine dans ce même 

milieu. Finalement, les Tregs peuvent empêcher la maturation des cellules dendritiques 

et ces dernières vont par le fait même exprimer l’indoléamine 2,3-dioxygenase (IDO), qui 

est une enzyme tolérogénique dégradant le L-tryptophane dans le milieu extracellulaire. 

Les Tregs pourraient jouer un rôle majeur dans la prévention de la GVHD. Cependant, leur 

nombre n’est généralement pas suffisant pour contrôler l’alloréactivité causée par les 

cellules T effectrices. C’est pourquoi de nombreuses études ont été menées dans le but 

d’exploiter leur potentiel thérapeutique. L’une des stratégies les plus en vue est l’isolation 

et expansion massive de ces cellules suivie d’une ou plusieurs infusions chez le patient. 

Les patients suivant ces protocoles cliniques ont vu leurs symptômes de GVHD ainsi que 

leurs médications immunosuppressives diminués 71,86,87. 

CD8 

Les lymphocytes T CD8 ont un rôle de premier plan dans la réponse cytotoxique contre 

les pathogènes intracellulaires comme les virus. Ils sont également très importants dans 

la réponse anti-tumorale. L’activation des cellules T CD8+ naïves se fait principalement 

par la stimulation antigénique du TCR via la liaison avec la combinaison de peptides 

présentés par les molécules HLA de classe I. Une fois activés, les cellules CD8+ deviennent 

cytotoxiques (CTL) et vont sécréter des molécules cytolytiques (granzymes et perforine et 

granulysine) qui vont activer la voie apoptotique caspase dépendante 88,89. Ces mêmes 

cellules produisent également de grandes quantités d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-2 dans le 

but d’influencer la réponse d’autres cellules comme les cellules «natural killer» (NK) ou 

les macrophages 66,90. L’activation des CTL peut aussi impliquer l’encadrement des cellules 

T CD4+ Th1 toujours par la sécrétion d’IFN-γ. De plus, l’implication des cellules Th1 permet 

à la génération de cellules CD8+ mémoires suite à l’infection. Ces cellules ont la capacité 

de perdurer à long terme en périphérie et seront responsable d’une réponse plus rapide 

en cas de deuxième infection. Les cellules CD8+ ont un rôle très important dans la réponse 
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cytotoxique allogénique au niveau de la peau, du foie et du TGI lors d’une aGVHD58. 

Cependant, la différentiation Tc-2 semble être reliée à un meilleur pronostic pour le 

patient, car ces cellules semblent avoir un effet préférentiel contre les cellules 

leucémiques tout en contribuant moindrement à la GVHD58. 

 

Cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques (DCs) sont dérivées de la lignée myéloïde. Elles ont un rôle 

central dans l’établissement de la réponse adaptative. À l’état in vivo, il existe 

principalement deux types de DCs. Les DCs conventionnels ou myéloïdes (mDCs) et les 

DCs plasmacytoïdes (pDCs)91. Les mDCs immatures sont retrouvés en périphéries et ont 

un potentiel de phagocytose élevé. Lorsque ces cellules phagocytent et transforment une 

protéine pathogénique en peptides, elles vont entamer un processus de maturation qui 

va les mener jusqu’aux ganglions lymphatiques secondaires. Au cours de la maturation, 

les mDCs vont perdre leur capacité de phagocyter, mais vont se mettre à exprimer des 

récepteurs ayant un rôle dans l’activation lymphocytaire (HLA I et II), des molécules de 

costimulation (B7.1, B7.2, CD40) et de l’IL-12 (favorisent la production de cellules 

Th1)91,92. Elles deviennent ainsi des cellules présentatrices d’antigènes (APCs). De leur 

côté, les pDCs immatures s’apparentent morphologiquement davantage à des 

plasmocytes. Elles n’ont pas de dendrites au départ mais acquièrent les caractéristiques 

de cellules dendritiques après maturation. Elles se distinguent des mDCs par leur 

production d’interféron de classe I (IFN-α, IFN-β) et sont très importantes dans la réponse 

antivirale et l’autoimmunité91. En laboratoire, il est possible de générer des DCs à partir 

de monocytes. Ces cellules sont appelées des Mo-DCs et sont utilisées dans certaines 

expériences dans le but de présenter sélectivement un ou des peptides à une population 

de lymphocytes42. Comme mentionné plus haut, les DCs ont un rôle de premier plan dans 

le déclenchement de la réponse alloréactive lors d’une GVHD. 
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Prévention et traitement de la aGVHD 
 

Immunosuppresseurs et inhibiteurs de la signalisation cellulaire 
Afin de tenter de contrôler l’inflammation à des niveaux acceptables, des médicaments 

peuvent être administrés au patient. Celui-ci peut recevoir des immunosuppresseurs 

visant particulièrement les cellules T alloréactives comme de la cyclophosphamide (Cy), 

tacrolimus et autres inhibiteurs de la calcineurine et mycophenolate mofetil (MMF). Il a 

été démontré que la Cy engendrait la tolérance immune par destruction clonale des 

cellules anti-hôte et anti-donneur au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Les 

inhibiteurs de la calcineurine empêchent l’activation des cellules T en bloquant la hausse 

intracellulaire de calcium et le MMF inhibe la prolifération de ces cellules (par blocage de 

la synthèse de novo des purines). Cependant, ces médicaments peuvent augmenter les 

chances de rechute93.  

 

Déplétion partielle ou totale des lymphocytes 

 

Déplétion T in vivo 

Afin de contrer le développement de la GVHD chez le patient, plusieurs autres stratégies 

ont été développées. Sachant que les cellules T représentent le catalyseur principal de la 

GVHD, des approches ont été élaborées dans le but de cibler spécifiquement cette 

population cellulaire. Il existe une approche in vivo de déplétion des cellules T par 

l’administration de globuline anti-thymocyte ou ATG («anti-thymocyte globulin») ou 

encore d’alemtuzumab avant la greffe94,95. Ce dernier anticorps monoclonal inhibe les 

lymphocytes matures en se liant au CD52 (absent sur les cellules souches). Ces approches 

sont combinées avec une injection subséquente de cellules souches CD34+. La déplétion 

des cellules T du donneur se fait donc à l’intérieur du patient. Une autre approche de 

déplétion T in vivo a été étudiée par Luznik et al dans les cas de greffe avec un donneur 

haplo-identique. Les patients suivant ce protocole ont suivi une chimiothérapie non-

myéloablative (c’est-à-dire que la moelle osseuse est partiellement détruite) suivie d’une 

dose massive de Cy post greffe 96. Sur 68 patients, le nombre d’individus ayant développé 
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une aGVHD de grade II-IV était de 34% et de grade III-IV était de 6%. Cependant, ils ont 

observés une proportion assez élevée de rechute 1 an suivant le traitement et donc un 

effet GVL très faible. 

 

Déplétion T ex vivo 

De nombreuses approches ex vivo ont également été développées afin d’éliminer les 

cellules T du greffon. Il est possible de procéder à une sélection positive de cellules CD34+ 

en utilisant des anticorps monoclonaux liés à des billes magnétiques. Quelques études 

cliniques ont démontrés qu’une délétion immuno-magnétique CD3/CD19 (cellules T/B) 

permettait un meilleur contrôle de la GVHD94. Cette déplétion ciblée permet également 

de préserver des cellules NK, qui sont très importantes dans le maintien de la GVL97. En 

effet, ces cellules expriment les «immunoglobulin-like receptors» (KIRs) qui sont des 

protéines allotypiques et reconnaissent certaines molécules HLA. Les cellules NK exercent 

donc une certaine alloréactivité contre les cellules leucémiques, car celles-ci ont une 

expression réduite de leur HLA. Une méthode de délétion plus précise et puissante 

consiste à éliminer les cellules T (TCRαβ)95. Les cellules T γδ ne sont pas alloréactives et 

ont un rôle important dans la réponse aux infections ainsi que dans la réponse GVL. Il 

existe une autre approche plus récente de déplétion T qui consiste à éliminer 

subséquemment les cellules CD3+ et les cellules CD45RA+98. Ce récepteur est présent sur 

les cellules T naïves, qui sont considérées comme étant les cellules avec le plus grand 

potentiel alloréactif. Par ailleurs, des études ont également été menées sur l’utilisation 

de gènes suicides introduits dans les cellules T infusées 99. Par exemple, Di Stasi et al. ont 

inséré dans des cellules T destinées à la greffe un gène inductible de la caspase 9, protéine 

participant à l’apoptose cellulaire100,101. Ils ont administré aux patients développant une 

GVHD un agent dimérisant activant spécifiquement le gène inductible. Ce traitement a 

permis d’éliminer leur GVHD sans récurrence.   

 

 



28 
 

Photosensibilisateurs 

La thérapie photodynamique (ECP) est une forme de photothérapie où l’on administre un 

agent photosensible dans le but d’éliminer une cible donnée. Cette technique a commencé 

à être utilisée dans les années 1970 pour le traitement de maladies cutanées comme le psoriasis 

et même pour le lymphome T cutané en 1976102.  Les agents photosensibles sont des 

molécules qui deviennent actives en présence d’une stimulation lumineuse à une certaine 

longueur d’onde. Elles passent par la suite par différents stades d’excitations et atteignent 

un état triplet excité capable de réactions d’oxido-réduction avec des composantes 

biologiques, ce qui favorise la relâche de molécules d’oxygène réactives102. Les 

photosensibilisateurs sont, encore de nos jours, utilisés couramment dans le traitement 

de plusieurs maladies cutanées103,104 et de plus en plus dans le traitement de GVHD105,106. 

L’un des principaux avantages recherchés dans le traitement de la GVHD est basé sur 

l’élimination spécifique des cellules T alloréactives102,107. Cette spécificité est due par le 

fait que ces cellules, qui sont activées, ont un potentiel réplicatif élevé. De ce fait, elles 

ont donc un ADN plus accessible. Cela favorise la formation de liens covalents ADN-

photosensibilisateurs et mène fatalement à des dommages irréversibles de l’ADN. Parmi 

les agents les plus étudiés pour la prévention et le traitement de la GVH, il y a le 8-

methoxypsoralen (8-MOP) et le 4,5-dibromorhodamine (TH9402)102,108. 

8-MOP 

Le 8-MOP a une capacité mutagénique lorsqu’il est activé par lumière UV. Il forme un 

monoadduit avec une pyrimidine, ce qui va induire un produit croisé et ainsi altérer l’ADN 

avec lequel il se lie pour mener éventuellement à l’apoptose cellulaire. Il a été proposé 

que le mécanisme d’action par lequel l’apoptose est déclenchée soit l’activation de la 

caspase-9109. Il s’ensuivrait l’activation d’autres caspases et éventuellement de 

l’apoptose. L’effet peut être amplifié en inhibant la voie PI3K-AKT, très importante dans 

l’effet anti-apoptotique. Il a également été démontré que le traitement de monocytes par 

le 8-MOP engendrait des DCs ayant un phénotype immunosuppressif. En effet, ceux-ci se 

mettent à exprimer le «glucocorticoid-induced leucine zipper» (GILZ) et expriment en 
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moins grande quantité les molécules de costimulation CD80 et CD86 110,111. Au niveau des 

cellules T, le traitement photodynamique ex vivo entraîne une élimination des cellules 

alloréactives et un enrichissement in vivo en Tregs a été observé112. Une étude menée sur 

des patients aGVHD et cGVHD a démontré que le traitement d’ECP permettait 

d’augmenter le nombre de Tregs en circulation périphérique. Les patients de l’étude ont 

par ailleurs démontré une amélioration de leur GVHD 113.  

TH9402 

Le TH9402 est un dérivé de la rhodamine et a été découvert dans les années 90. Sa 

phototoxicité en faisait un candidat idéal pour son utilisation en tant que 

photosensibilisateur114. Son activation se fait par une exposition lumineuse à 514nm. Son 

principal mécanisme d’action se fait par stress oxydatif au niveau de la mitochondrie114. 

Plus particulièrement, le traitement lumineux effectué après exposition des cellules au 

TH9402 mène à une relâche d’oxygène singulet qui est une molécule ayant une forte 

affinité pour plusieurs composants cellulaires tels les protéines et les acides nucléiques. 

L’accumulation d’oxygène singulet mène au dysfonctionnement de la cellule et 

ultimement, à son apoptose. Nous avons démontré que le traitement d’ECP avec le 

TH9402 menait également à l’élimination de cellules alloréactives115,116. Le TH9402 est 

pompé à l’extérieur des cellules via le transporteur P-glycoprotéine (Pgp). Cette protéine 

est exprimée à partir du gène «multidrug-resistance-1» (MDR1)115. Or, dans les cellules T 

activées par stimulation antigénique, la Pgp devient déficiente117. Le TH9402 s’accumule 

donc à l’intérieur de la cellule.  Il a été démontré que son expression était diminuée entre 

lymphocytes T naïf (CD45RA+ ; expression à 50%) et lymphocytes T mémoire (CD45RO+; 

expression à 33%)117. Cependant, la cause exacte de cette perte de fonction au niveau des 

cellules activées n’a pas été encore démontrée.  

Ceci dit, nous avons également constaté que le traitement par le TH9402 préserve les 

cellules T au repos. Cette molécule, contrairement au 8-MOP, est activée par une 

longueur d’onde de 514 nm (lumière visible). Mabed et al. ont constaté que le traitement 

d’ECP par le 8-MOP inhibait la capacité clonogénique des progéniteurs de cellules souches 
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hématopoïétiques à court terme et inhibait cette même capacité au niveau des cellules 

souches immatures 118. Cette inhibition se fait par la radiation ultraviolette et engendre 

vraisemblablement des mutations non désirables à l’ADN. L’utilisation d’un 

photosensibilisateur s’activant à la lumière visible comme le TH9402 lui confère donc un 

avantage par rapport au 8-MOP. 

Protocole ECP développé au sein de notre laboratoire 

Le traitement par lequel les cellules T alloréactives sont éliminées par le TH9402 s’appelle 

photodéplétion (PD). Les cellules alloréactives d’un donneur envers un patient donné 

peuvent être éliminées avant leur administration. Pour cela, les cellules du donneur sont 

d’abord exposées aux antigènes d’un patient donné dans le cadre d’une réaction 

lymphocytaire mixte (MLR) pendant 4 jours. Suivant cette incubation, les cellules sont 

incubées avec le TH9402, puis traitées par PD à l’aide d’un dispositif émettant une lumière 

à 514nm. Il est aussi possible d’utiliser cette approche de photodéplétion pour des 

patients présentant une GVHD chronique. Ainsi, lorsque la GVHD est installée, les 

lymphocytes T sont activés in vivo. Ces cellules peuvent ainsi être collectées au niveau du 

sang par aphérèse et traitées par notre approche photodynamique au TH9402. Cette 

stratégie permet d’éliminer les cellules alloréactives tout en préservant les cellules T 

régulatrices. Les cellules ainsi traitées présentent des caractéristiques favorables lors de 

leur administration au patient. 

Cette approche a été évaluée dans le cadre d’une étude clinique menée auprès de 

patients atteints de cGVHD119. Ici, les cellules des patients ont été traitées directement 

suivant leur aphérèse, car les cellules du donneur qui reconnaissent les cellules des 

patients sont déjà activées. Les cellules photodéplétées ont été réinjectées le jour même 

au patient. Il a été observé que non seulement les cellules alloréactives étaient éliminées, 

mais que la population de Tregs était préservée. De plus, cette population avait tendance 

à s’accroître au fur et à mesure du traitement. Ce double effet de la PD sur les cellules des 

patients a mené à une amélioration notable de la cGVHD chez plusieurs patients.      

 



31 
 

ATIR 

Une autre étude clinique a été mené cette fois-ci chez des patients leucémiques ayant 

présenté une rechute ou réfractaires aux traitements de chimiothérapie 

conventionnelle105. Le but de cette étude était d’infuser chez le patient des cellules T 

photodéplétées afin d’accélérer la reconstitution immune suite à une greffe allogénique 

haplo-identique T déplétée. Le principe de base de cette étude est d’activer in vitro les 

cellules T d’un donneur familial face aux antigènes du patient. Par la suite, ces cellules 

activées ex vivo sont traitées par thérapie photodynamique au TH9402 et cryopréservées. 

Le patient reçoit un régime de conditionnement à base de chimio- et de radiothérapie 

suivi d’une greffe de cellules souches CD34+ sélectionnées. Quatre semaines plus tard, ce 

même patient reçoit une infusion de cellules T photodéplétées. Sur 19 patients, 

seulement 5 ont développé une GVHD de grade II et aucun n’a développé de GVHD sévère 

(de grade III-IV). Il est particulièrement intéressant que les patients ayant reçu une dose 

plus élevée de cellules photodéplétées ont présenté moins d’infections et une meilleure 

survie que les patients ayant reçu de plus petites doses de ces cellules. Ces résultats sont 

fort encourageants puisqu’ils démontrent la capacité du traitement photodynamique à 

éliminer les cellules T alloréactives, tout en préservant les cellules T avec une activité anti-

infectieuse. Or l’importante survie des patients ainsi traités, patients qui étaient à haut 

risque de rechute, suggère que les lymphocytes T injectés aux patients sont aussi capables 

de reconnaître les cellules leucémiques.  
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Hypothèse et objectifs du projet 

La photodéplétion des cellules T alloréactives par le TH9402 est une photothérapie 

cytoréductive qui est utilisée en clinique depuis quelques années pour la prévention de la 

GVHD en greffe haplo-identique ainsi que dans le traitement des patients atteints de 

GVHD chronique. L’élimination sélective des cellules T alloréactives, les cellules qui 

causent la GVHD, a permis de traiter plusieurs patients réfractaires à bon nombre de 

traitements conventionnels. Sachant que l’effet GVL et GVHD sont intimement liés,  

l’élimination des cellules alloréactives pourraient résoudre la GVH mais aussi augmenter 

le risque de rechute chez les patients. Les essais cliniques déjà réalisées à l’hôpital 

Maisonneuve Rosemont et à travers le monde démontrent moins de rechutes qu’anticipé 

dans ces populations de patients. Considérant l’importance capitale de maintenir une 

capacité immunitaire anti leucémique chez les patients atteints de GVH, notre objectif 

principal était de réaliser une étude in vitro mettant en évidence la persistance d’une 

réponse anti leucémique des cellules traitées par PDT. 

Notre hypothèse est que le traitement de photodéplétion éliminerait une grande 

proportion des cellules T alloréactives dirigés contre les tissus sains du patient mais 

préserverait toutefois suffisamment de cellules anti-leucémiques pour assurer le 

maintien d’une réponse GVL efficace. Nous nous sommes premièrement penchés sur la 

capacité des cellules photodéplétées à s’activer en présence d’un stimulus antigénique. 

Nous avons dans un premier temps mis en évidence la persistance de cellules 

alloréactives résiduelles post PDT en élaborant un système de coculture entre cellules 

photodéplétées (PD) et cellules stimulatrices irradiées. Nous avons ainsi montré leur 

capacité de réactivation en présence de cellules allogéniques. Nous avons ensuite évalué 

le potentiel de réponse anti-leucémique des cellules PD vis-à-vis d’un antigène 

leucémique ciblé. Nous avons sélectionné l’antigène leucémique associé WT1 ainsi 

qu’une lignée leucémique surexprimant cette protéine et mis au point une culture de 

différenciation et d’activation de DCs. 
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Introduction 

Graft-versus-host disease (GVHD) and primary relapse are the most severe complications 

following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT)1–3. Those 

reactions are mostly due to undesired or inadequate alloactivation of donor T cells by 

antigen mismatch of major and/or minor HLA molecules between donor and patient. 

Chemotherapy and radiotherapy conditioning regimens used prior to alloHSCT causes 

apoptotic and necrotic cell death generating cellular debris that are phagocyted by 

professional antigen presenting cells (APCs), mostly dendritic cells (DCs)4. Debris that 

come from healthy tissues, particularly the skin, gut and liver, eventually lead to GVHD. 

Debris coming from apoptotic leukemic cells can allow for graft-versus-leukemia effect 

(GVL)5. 

It has been well established that GVHD and GVL are tightly linked to one another. Indeed, 

it is known that the presence of GVHD inversely correlates to the disease relapse 

occurrence6–8. In this matter, several clinical strategies have been designed in an attempt 

to eliminate severe GVHD. We have elaborated a photodynamic cell depletion approach 

using a rhodamine derivative: 4,5-dibromorhodamine-123 (TH9402)9–11. This molecule 

mediates phototoxicity upon visible light exposure (514nm), leading to a photodepletion 

(PD) of alloreactive T cells with concomitant preservation of resting T cells9,12. 

In an attempt to find the right balance between unwanted GVHD and desirable GVL 

activity of donor T cells, we sought to determine if PD treated T cells still have the 

potential to display a cytotoxic response toward residual leukemic cells following 

conditioning regimen. First, we demonstrate that PD T cells can be reactivated toward 

second and third party alloantigens. We also determined that prolonged intense re-

stimulation of PD T cells could lead to cellular exhaustion. Moreover, we found that re-

stimulation of PD T cells using a specific leukemic antigen (WT-1) leads to an increase in 

activated memory phenotype T cells. Finally, antigen-specific PD T cells displayed 

cytotoxic activity toward a leukemic cell line (THP-1) expressing the same antigen (WT-1) 

that was used for re-stimulation. Thus, photodepletion with TH9402 represents a 
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promising avenue for treatment of leukemia with the subsequent elimination of GVHD 

causing alloreactive T cells and preservation of T cells with anti-leukemia activity.   
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Materials & Methods 

Heatlhy donors & cell lines 

Peripheral blood samples were obtained from healthy donors (N=8). Each individual 

signed a written consent prior to blood donation (based on the Declaration of Helsinki). 

TH9402 photodepletion protocol for treatment of GVHD is clinically approved at HMR. 

Leukocytes were obtained by density gradient isolation (Ficoll-Paque, GE Healthcare Life 

Sciences, Piscataway, United-States) and number of cells was assessed by Coulter 

Counter. THP-1 cell line (monocytic leukemic) overexpressing WT-1 was used in the 

cytotoxicity assay described below. 

Photodepletion 

In vitro cultures were established following ECP (extracorporal photopheresis) or ATIR 

protocol (Addition of T cells for immune reconstitution; DC Roy et al manuscript in 

preparation). The ECP protocol has been previously described with use of 0,33µM TH9402 

for 45 minutes at 37ᵒC in 5% CO2 incubator and subsequently exposed to 5J/cm2 of visible 

light (514nm) (Kiadis Pharma, Amsterdam)10. Mixed lymphocyte reaction (MLR) was 

carried out at a 1:1 ratio of responder to stimulator (stimulator consisted of a pool of 

PBMCs from 5 donors and irradiated at 60Gy; Gammacell 3000 Elan, MDS Nordion). For 

ATIR protocol, cells from a healthy donor (donor A) were cultured at a 1:1 ratio with 

irradiated cells from another donor (subject B). The MLR was carried out for 4 days and 

culture media was supplemented with [50IU/mL] of IL-2 (R&D Systems). Complete culture 

medium contained X-Vivo medium supplemented with 5% serum AB (Valley Biomedical 

Inc.), 1mM sodium pyruvate, 2µM L-Glutamine, [100U/mL] of penicillin and [100µg/mL] 

of streptomycin (all from Gibco).  Four days post-MLR, cells were plated at 37ᵒC in 5% CO2 

at a concentration of 1x106 cells/mL and incubated with 10µM of TH9402 for 40 minutes 

in X-vivo medium containing 2,5% serum AB (37ᵒC in 5% CO2 incubator). Then, they were 

incubated another 90 minutes at [1x106cells/mL] in X-Vivo 10% serum AB for extrusion of 

TH9402. Following these steps, cells were subjected to photodepletion in T75 suspension 
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flasks (VWR) using a scanning device delivering 5J/cm2 of visible light (514nm; Kiadis 

Pharma). 

Generation of Monocyte-derived Dendritic Cells (Mo-DCs) 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were incubated for 2 hours in 6-well plate 

(VWR) at a concentration of 2x106 cells/mL ((2mL/well); 37oC and 5% CO2)13. Culture 

supernatant was gently removed and to the plastic adherent cells 2mL of fresh media 

containing of IL-4 [100IU/mL] and GM-CSF [800IU/mL] were added. After 3 days of 

incubation, cells were visualized under microscope, pooled, centrifuged, resuspended in 

the same growth medium and incubated for another 4 days. At day 7, cells were 

phenotyped and immature dendritic cells (iDCs) were pulsed with 1µg/mL of WT-1 

peptide pool (JPT Peptide Technologies) for 2 hours. The pulsed DCs were resuspended 

at 1x106 cells/mL in 2ml/well of maturation media containing IL-4 [100IU/mL], GM-CSF 

[800IU/mL], TNF-a [10ng/mL], IL1-b [10ng/mL], IL-6 [100ng/mL] and prostaglandin E2 

[PGE2; 1µg/mL] in a fresh 6-wells plate. After another 24hrs, IFN-y [1000IU/mL] of was 

added to complete the maturation of DCs (all cytokines from Biolegend). 

Generation of WT-1 specific PD cells 

To generate WT-1 specific PD cells, we co-cultured PD treated PBMCs with irradiated 

(40Gy) peptide pulsed mature Mo-DCs at a 1:10 ratio (effector:stimulator; effector being 

PD cells and stimulator being Mo-DCs) in either GRex10 flask (Wilson Wolf) or 6-well 

plates with complete media supplemented with [30ng/mL] of IL-21, [10ng/mL] of IL-12 

and [10ng/mL] of IL-7 (all from Biolegend) for 7 days13. 

Flow Cytometry 

T cell activation following MLR in the presence of irradiated PBMCs was assessed by 

multiparametric flow cytometry. Following monoclonal antibodies were used: fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD3 (clone OKT3), allophycocyanin (APC)-

conjugated anti-CD3 (clone OKT3), Pacific Blue-conjugated anti-CD4 (clone OKT4), 
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allophycocyanin cyanine 7 (APC-Cy7)-conjugated anti-CD8 (clone SK1), phycoerythrin 

(PE)-conjugated anti-CD25 (clone BC96), phycoerythrin cyanine 7 (PE-Cy7)-conjugated 

anti-CD25 (clone BC96), peridinin chlorophyll-protein complex cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5)-

conjugated HLA-DR (clone L243) all from Biolegend). To measure cytokine secretion, 

activated T cells were re-stimulated with PMA/ionomycin (0,05µg/0,5µg/mL) for 4 hours 

in the presence of Brefeldin A (50µg/mL; was added 2 hours prior to staining). Cells were 

washed with 1X phosphate-buffered saline containing 1% fetal bovine serum (FBS). Cells 

were fixed and permeabilized using commercially available reagents according to 

manufacturer’s instruction (IC fixation buffer and 10X permeabilization buffer, all from 

eBioscience). The following antibodies were used for intracellular staining: IFN-y (APC) 

(Biolegend). For assessment of T cell activation following stimulation with irradiated 

peptide-loaded DCs, following monoclonal antibodies were used: Pacific blue-conjugated 

anti-CD3 (clone OKT3), PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD4 (clone OKT4)), APC-Cy7-

conjugated anti-CD8, PE-Cy7-conjugated anti-CD45RA (clone HI100), FITC-conjugated 

anti-CD45RO (clone UCHL1), APC-conjugated anti-IFN-y (clone 4S.B3). At least 1000 

events were collected for each gated cell subset using FACS LSRII (BD Biosciences). Flow 

cytometry data were analyzed using FlowJo software Version 10 (TreeStar). 

Cr51 cytotoxicity assay 

To determine antigen specific cytotoxic activity, WT-1-expanded PD cells were plated 

together with Chromium51 (Cr51) loaded WT-1 expressing THP1 cells in round-bottom 96-

well plates (Cornstar) at various ratios (50:1, 25:1, 12:1, 6:1) of responder to target cells 

(responder is PD cells and target is THP-1 cell line). WT-1 expressing THP-1 target cells 

were incubated for 90 minutes with 100µCi of Cr51 (Perkin Elmer) and washed to remove 

excess Cr51. Then, 1 x 104 THP-1 were added to each well in final volume of 200 µL of 

complete medium. Plates were centrifuged at 500 rpm for 5min and incubated for 4 hours 

(37oC, 5% CO2). At the end of the incubation period, plates were centrifuged at 1000 rpm 

for 5min. 150 µL of supernatant was transferred to microtubes (Bio-Rad) and Cr51 release 

was measured in a gamma counter. Minimum release was assessed by incubating THP-1 
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cells alone and maximum release, by adding 5N HCl to Cr51 loaded THP-1 cells. The 

specific lysis of target cells was assessed by using following formula: 

% 𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝑙𝑦𝑠𝑖𝑠 =
𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 − 𝑚𝑖𝑛𝑖𝑚𝑢𝑚 𝑟𝑒𝑙𝑒𝑎𝑠𝑒

𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑢𝑚 𝑟𝑒𝑙𝑒𝑎𝑠𝑒 − 𝑚𝑖𝑛𝑖𝑚𝑢𝑚 𝑟𝑒𝑙𝑒𝑎𝑠𝑒
∗ 100 

Statistical analysis 

All experimental data were analysed with GraphPad Prism 5 software. Data significance 

was assessed using two-tailed Student’s t-test. Significant results were considered when 

P values were <0,05. 
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Results 

PD cells have the capacity to respond to priming stimulus 

TH9402-mediated photodepletion is shown to eliminate GVHD causing activated T cells10. 

However, it is not clear if this mode of photodepletion spares anti-leukemia specific T 

cells. Thus the first aim of our study was to evaluate the capacity of PD cells to exhibit 

anti-leukemic cell specific immune activity. First, it was essential to test if these cells could 

respond to the same stimulus that was used to prime them prior to photodepletion. For 

this purpose, we employed the photodepletion protocol established in our lab that has 

been previously described. In brief, PBMCs from healthy donors were stimulated in a 

mixed lymphocyte reaction (MLR) with irradiated PBMCs of 5 mismatched healthy donors 

and incubated with 0,33µM of TH9402 for photodepletion and activated with the same 

stimulator (freshly isolated from the same donors and irradiated). For maximum 

activation before and after PD process irradiated stimulator consisted of a pool of PBMCs 

isolated from 5 different donors. To assess if PD restimulated cells displayed activation, 

we first looked at their sizes on a Forware Scatter (FSC-A) vs Side Scatter (SSC-A) plot using 

flow cytometry. After 3 days of re-stimulation of PD cells, we didn’t observe any increase 

in cell size, meaning that there is no substantial activation of the lymphocytes, 

irrespective of the number of stimulator cells (Figure 1A). However, after 6 days of 

restimulation, we observed a strong tendency in the size increase of PD cells. Moreover, 

the frequency of activated T cells was further augmented when higher ratio of stimulator 

was used (4:1 ratio of stimulator to responder). 

The above described results prompted us to investigate in-depth the activation state of 

the PD cells. To this end, we developed a culture system based on the ATIR clinical 

protocol that is used presently to treat leukemic patients receiving alloHSCT. PBMCs from 

a healthy donor (Donor A) were stimulated in MLR with irradiated PBMCs from a second 

healthy donor (subject B). After 4 days of incubation, alloreactive cells were 

photodepleted using 10 µM of TH9402 (instead of 0.33µM used in ECP protocol). The 

photodepleted cells were re-stimulated with irradiated PBMCs of the same donor 
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(Subject B) or an unrelated third party constituted of 5 different donors (Figure 1B). The 

cultures were phenotyped after 6 and 9 days of incubation (3 day re-stimulation time 

point was not included as it did not show any T cell activation). As with ECP protocol, we 

noticed significant increase in the frequency and absolute number of activated T cells 

after 6 days of co-culture of PD cells re-stimulated with cells from the same donor. 

Interestingly, extending the culture for 9 days did not result in any further increase in the 

frequency or number of activated T cells and was comparable to 6 day culture. By using a 

3rd party for stimulation of PD cells, we wanted to optimize our stimulation of those cells. 

This positive control allowed us to assess the activation of PD cells re-stimulated by same 

antigen party. As expected, the 3rd party re-stimulation allowed for superior proliferation 

of PD cells. Taken together, these results indicated that under extended culture 

conditions, PD cells can be activated by stimulator cells thus paving the way for further 

investigation of the functional potency of re-stimulated PD cells. 

Restimulated PD CD4+ lymphocytes display activated phenotype 

We then sought to characterize the subsets of T lymphocytes that were activated by such 

re-stimulation. Following ATIR protocol, we first analyzed the CD4+ T lymphocyte 

population. We determined the activation state of these cells by assessing surface 

expression of two widely accepted markers on that matter: CD25 and HLA-DR. In 

agreement with our previously published report, photodepletion of PBMCs post-MLR led 

to almost complete elimination of CD4+CD25+ activated cells (Figure 2A). Interestingly, 

after 6 days of re-stimulation with same stimulator, the frequency of activated 

CD4+CD25+ and CD4+CD25+HLA-DR+ T cells in PD population was increased (Figure 2A 

and D).  Furthermore, this was reflected in ~2-fold increase in the absolute number of 

CD4+CD25+ cells (Figure 2B). Equally, 6 day re-stimulation culture that used third-party 

stimulator also showed increase in the frequency and absolute number of CD4+CD25+ 

and CD4+CD25+HLA-DR+ T lymphocytes (Figure 2A-D).  
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Re-stimulated PD CD8+ lymphocytes display an activated phenotype 

We then sought to verify if CD8+ lymphocytes could also mount a response upon a second 

stimulation. Similarly to CD4+ T cells, photodepletion allowed for a significant decrease in 

CD8+CD25+ T cells (Figure 3A). However, stimulation using the same party antigen led to 

~2-fold increase in both the frequency and absolute number of CD8+CD25+ population 6 

days of re-stimulation after PD (Figure 3B-C), and increased further when analyzed at 9 

days after re-stimulation. As for third-party stimulation, we observed an almost 3-fold 

increase in the frequency and 5-fold increase in the absolute number of CD8+CD25+ T 

cells 6 days of re-stimulation culture of PD compared to unstimulated PD cells. 

Furthermore, after 9 days of re-stimulation the frequency and absolute number of 

CD8+CD25+ T cells in the PD population continued to increase; compared to control 10-

fold more cells were observed suggesting that PD cells are capable of strongly responding 

to a third-party stimulus as well (figure 3B-C). 

We also analyzed HLA-DR expression on the CD8+CD25+ population. Similarly to 

CD25, HLA-DR was significantly upregulated 6 days after both types of antigenic re-

stimulation (Figure 3D). Interestingly the absolute count of third-party stimulated cells 

showed a greater number of HLA-DR+ cells compared to same party stimulation. In regard 

to our previous results, our data indicate that PD lymphocytes retain the capacity to 

mount a response upon re-stimulation. 

Prolonged re-stimulation of PD cells causes exhaustion like phenotype 

It has been shown that a prolonged antigenic stimulation eventually leads to exhaustion 

of activated cells, which is associated with reduced anti-tumor activity and used as a poor 

prognosis marker in leukemia patients14–17. Thus, we wanted to verify if extending the 

culture period for PD cells was inducing T cell exhaustion. We used T-cell immunoglobulin 

and mucin 3 (TIM-3) as exhaustion marker. Interestingly, we observed an increased 

absolute number of TIM-3 expressing cells both in CD4+ T cells re-stimulated with same 

party cells and upon third party stimulation compared to CD4+ T cells in MLR after 6 and 
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9 days (Figure 4A-B). Similarly, TIM3 expression was increased in CD8+ lymphocytes upon 

antigen restimulation. Although, there is no significant differences between same antigen 

stimulation and 3rd party (Figure 4B). Taken together, these results indicate that antigenic 

re-stimulation may induce exhaustion in PD CD4+ and CD8+ T lymphocytes. 

Re-stimulated PD cells respond to leukemic peptide WT-1 

As PD cells are capable of responding to an allogenic stimulus, we then sought to guide 

the re-stimulation of PD cells towards mounting a cytotoxic response against a leukemia-

specific peptide. We began by developing a culture system that would allow us to 

stimulate PD cells with a tumor antigen. We employed WT-1-derived peptide as WT-1 is 

overexpressed in approximately 80% of all AML cells and is partially responsible for tumor 

proliferation (Figure 5A)18. We did the same MLR procedure up until the day of 

photodepletion. In parallel, we isolated monocytes from the same donor used as 

stimulator and pulsed monocyte-derived DCs with a peptide pool encompassing the 

entire length of WT-1 protein (Figure 5A-B). After TH9402-induced photodepletion, PD 

cells were co-cultured with WT-1 pulsed DCs in the presence of stimulating cytokines for 

7 days.  

Analysis of PD cells re-stimulated with peptide pulsed DCs showed that this culture 

condition activated CD4+ T cells in PD population and increased the frequency of CD45RO 

expressing memory like cells with a concomitant decrease in CD45RA expressing naïve 

cells (Figure 5C). Similarly, for CD8+ lymphocytes, we observed a 3-fold decrease in the 

naive population. Interestingly, we identified the formation of an intermediate 

population of CD45RO cells, lying between naive and memory compartments. This 

intermediate population may represent CD8+ naive lymphocytes that are on their way to 

become memory like cells (Figure 5C). Indeed CD45RO+ cells demonstrated increased 

HLA-DR expression upon WT1 stimulation, confirming a change in their phenotype.  

We also measured IFN-y secretion in the PD CD45RO+ memory cells. We determined that 

addition of WT-1 peptide led to a 2-fold increase in both CD4+ and CD8+ memory cells 
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expressing IFN-y (Figure 5D). We also compared IFN-y secretion with PD only treated cells 

and assessed a 2-fold increase only by adding Mo-DCs alone that were not peptide pulsed. 

However, adding WT-1 pulsed Mo-DCs led to a 6-fold increase of IFN-y secreting CD4+ 

lymphocytes and a 4-fold increase in CD8+ lymphocytes. These results indicate that PD 

cells can respond to WT-1 stimulation and generate functional CD4+ and CD8+ memory 

phenotype cells.  

Re-stimulated PD cells have the potential to develop a specific cytotoxic response 

toward WT-1 

We then sought to determine if PD cells could display cytotoxic activity toward WT-1 

expressing cells, i.e., having the capacity to kill a WT-1 expressing leukemic cells. We used 

THP-1, which is a monocytic leukemic cell line with upregulated WT-1 expression as 

target18, in a Chromium-51 release assay. As expected, PD treatment led to a decrease in 

cytotoxic cells from the MLR condition (Figure 6). The addition of unpulsed DCs failed to 

increase anti-WT1 cytotoxicity, but exposure to WT-1 peptide pulsed DCs resulted in 

increased cytotoxicity to THP-1 cells. These data show that, upon exposure to tumor 

antigen, PD cells have the potential to mount a specific cytotoxic response against a 

leukemic cell line expressing this tumor antigen. However, THP-1 cell line express a large 

number or other antigens. To confirm the specific cytotoxic response, we could use a 

shRNA or even a CRISPR to silence WI-1 expression in our cell line. By combining those 

newly target cells in the Chromium-51 release assay, we would be able to determine that 

WT-1 specific lysis by PD cells is well founded. 
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Discussion 

In this study, we have described a novel strategy for the preservation and testing of 

leukemia specific T cells following photodepletion. Indeed, we demonstrated that 

TH9402-mediated photodepletion led to preservation of a proportion of antigen-reactive 

T cells. Such T cells, both CD4+ and CD8+, displayed the potential to be re-stimulated 

following exposure to the same antigen that was used for primary stimulation. While 

exhaustion was observed primarily against upon restimulation with host antigens, anti-

third party reactivity was preserved. We also showed that re-stimulating PD cells with a 

specific leukemic antigen stimulus (WT-1 peptide pulsed DCs) led to the expansion of 

functional cytotoxic memory like cells. Finally, we found that those cells could mount a 

cytotoxic response against a leukemic cell line expressing the same tumor antigen (WT-

1).  

Photodepletion treatment using the rhodamine derivative TH9402 provides an appealing 

alternative for the treatment of patients with chronic GVHD that are steroid refractory. It 

has been previously shown that this procedure allows for selective elimination of 

alloreactive (GVHD causing) cells while leading to the enrichment of regulatory CD4+ T 

cells10 Thus, patients could benefit from a dual anti-inflammatory effect of TH9402 

treatment. Similarly, TH9402 photodepletion can be used for the prevention of GVHD in 

the context of haplo-identical stem cell transplantation12. However, in both instances, 

GVL is also essential for the prevention of leukemia relapse. Since GVHD and GVL are 

tightly linked to one another, it is essential to investigate whether PD cells could fulfill 

both roles consisting in the prevention of uncontrolled inflammation as well as being able 

to kill residual leukemic cells. In an attempt to answer the latter notion we have 

developed a strategy for antigen specific re-stimulation following PDT that derives from 

ongoing clinical protocols. 

Our first objective was to assess if PD cells retained the potential to become activated 

upon antigen restimulation. For the initial experiments, we increased antigenic activation 

by including 5 donors into a broad antigenic pool of cells. When lymphocytes become 
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activated, they enlarge due to increased metabolic activities19,20. On a scattered plot 

based on size and granularity, higher values of FSC-A indicate bigger cellular bodies. We 

analysed re-stimulated PD cells at 3 and 6 days of culture by gating only the CD25 positive 

activated population. We found that PD cells have the potential to become activated 

following re-stimulation. However, the stimulus had to be stronger than for the primary 

activation (stimulator to responder ratio of 4:1 vs 1:1 for the primary activation in MLR) 

and required a longer period of incubation (6 to 9 days of re-stimulation instead of 4 days 

for the initial MLR). This could be explained by the fact that not all lymphocytes may 

become activated at the same time21,22. The ones eliminated by PDT were likely the most 

alloreactive T cells expressing high affinity receptors for antigens, whereas the surviving 

residual T cells may express low affinity receptors, thus necessitating longer and stronger 

re-stimulation. Since our aim is to translate lab-based research to a clinical procedure 

involving only two parties (patient and donor), we modified our approach to a two-party 

system constituted of a donor A and a subject B. In this system, MLR and re-stimulation 

was done using cells from the same subject B. As a control, we also included re-

stimulation with cells from third-party as a control. Similarly to what we have shown 

earlier, we found a 2-fold increase in viable cell count 6 days after PD when we re-

stimulated with irradiated subject B cells and did not increase further in 9 day culture. 

However, we observed that the viable cell count was higher in both restimulation 

conditions compared to our MLR. Prior to PD treatment, some cells from our first MLR 

were kept separately. After PD treatment, we plated those cells alongside PD treated cells 

(negative control) and PD restimulated conditions. Therefore, we should consider that 

those cells were in MLR condition for a total of 10 to 13 days (4 days prior to PD and 6 or 

9 days after).  Even if we put new culture, those cells are probably exhausted and a large 

population is probably dead. This could explain the lower fold increase observed. A better 

comparative experiment would have been to start a new MLR the same day of PD. It will 

be interesting to determine in future experiments whether the increase following 

restimulation implies that PD cells proliferated upon the same or different antigenic 

stimulation. 
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Activation of lymphocytes is not only characterized by an increase in cell size but changes 

in phenotype as well. We analysed surface markers that are classically upregulated upon 

antigen stimulation. We selected CD25 and HLA-DR as activation markers for that 

purpose23. Both markers were upregulated on CD4+ and CD8+ lymphocytes in PD 

population following re-stimulation with irradiated cells of subject B that were also used 

for MLR. There was only a marginal increase in CD4+CD25+, but not CD8+CD25+, PD cells 

indicating lack of any significant proliferation during 6 days re-stimulation culture of PD 

cells. Alternatively, the increase in CD4+CD25+ cells may represent an increase in 

regulatory T cells. Expression of FoxP3 as well as functional inhibitory assays are required 

to determine which proportion of these cells reflects Treg expansion. One possible reason 

for lack of proliferation could be that prolonged antigen exposure is known to cause CD4+ 

and CD8+ T cell exhaustion. While the absolute numbers of CD4+ and CD8+ PD cells 

expressing TIM-3, a marker of T cell exhaustion17,24, were not elevated significantly in 6 

day re-stimulation culture, they were significantly higher in the longer (9 day) re-

stimulation culture condition. This observation has an important clinical implication as 

too much activation may impair PD cells’ capacity to mount an effective response against 

leukemic cells as they would eventually enter an early stage of apoptosis. Based on these 

results, we propose that 6 day of re-stimulation is ideal for optimal activation of CD4+ and 

CD8+ PD cells. More detailed study employing other exhaustion markers such as PD-1 and 

LAG-3 is warranted to determine the extent of T cell exhaustion in re-stimulated PD cells. 

The second objective of this study was to find a procedure allowing us to activate PD cells 

against a specific antigen preferentially expressed on leukemic cells. The protein WT-1 

was selected as it is overexpressed in as many as 80% of AML. To achieve tumor antigen 

specific activation of PD cells, we used dendritic cells from subject B that were pulsed with 

a WT-1 peptide pool. Using this approach, we observed a significant decrease in CD45RA+ 

naïve CD4+ PD cells and a corresponding increase in CD45RO+ memory like cells. In CD8+ 

PD cells the transition from naïve to memory-like phenotype appeared delayed and 

resulted in the appearance of large number of intermediate population. We also found 

that those WT-1 stimulated memory CD4+ and CD8+ cells expressed 2-fold more IFN-y, a 
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major cytokine secreted in Th1 response and cytotoxicity25,26. We also demonstrated that 

WT-1 peptide pool immunization lead to a 3-fold increase of memory cells expressing IFN-

y compared to DCs alone and up to 6-fold increase compared to PD cells alone. These data 

suggest that PD cells not only recognize allogeneic cells but can mount an effective 

response to a specific antigen presented by the same allogeneic cells. To confirm this 

hypothesis, we utilized a Cr51 release assay to test the cytotoxic function of PD cells. PD 

cells stimulated with WT-1 pulsed DCs had the capacity to lyse THP-1 cells. However, it 

seems that PD cells alone cannot mediate any GVL activity. Regarding previously 

described clinical results showing close to none relapse of patients, this could indicate 

that PD cells are likely to preserve some alloreactivity. We could benefit from this 

assumption by focusing this potential alloreactivity against a leukemic target. Be that as 

it may, to be clinically more relevant, we should do this experiment again by using patient 

cells (prior to conditioning) and leukemic blasts from the same patient. In the same way, 

we should transpose this system into a mouse model to assess if restimulated PD cells can 

cause any GVHD. Nonetheless, further modifications of our method could be considered 

to optimise the cytotoxic response. We could pulse DCs multiple times instead of once 

with the peptides, addition of freshly prepared DCs during the culture or even consider 

matching a particular WT-1 peptide specific for an HLA as it has been demonstrated that 

many WT-1 peptides have stronger affinity for HLA-A0201, HLA-DR and HLA-DP27,28. 

In conclusion, re-stimulation of PD cells with the same party irradiated cells allowed the 

generation and proliferation of activated cells. The CD4+ and CD8+ PDT lymphocytes that 

had been re-stimulated showed greater expression of CD25 and HLA-DR, two T-cell 

activation markers. However, to achieve this state, PD cells needed longer and stronger 

antigen stimulus which may reflect either a lower number of responding cells or response 

to an antigen distinct from the initial immunizing antigen. Prolonged stimulation also 

appeared to lead to T cell exhaustion. Further markers are needed to characterize these 

cells exhaustion status. PD cells successfully responded to WT-1, a tumor specific antigen 

associated with AML. Those cells displayed functional cytotoxic capabilities as they 

produced appreciable amounts of IFN-y. The PD cells also killed WT-1 expressing THP-1 
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leukemic cells. Taken together, our results demonstrate the relative plasticity of PD cells 

where treatment conditions can be modified to generate cytotoxic effector cells targeting 

a specific leukemic antigen. This approach could pave the way to an improved 

personalized treatment for patients in order to increase the GVL effect while tampering 

GVHD. 
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Figure legends 

Figure 1: PD cells have the capacity to respond to priming stimulus 

(A; up) Culture method of ECP protocol has been previously described. However, we 

cocultured PBMCs from a healthy donor A and irradiated PBMCs from healthy 5 donor 

pool for the MLR. For second stimulation following PD treatment, the same pool of donor 

cells was irradiated and used. PD cells were mixed with irradiated cells in ratios of 1:1 and 

4:1. After 3 and 6 days, activation of lymphocytes was assessed using flow cytometry using 

BD LSRII (n=4). (A; down) Compilation of the analysis of lymphocyte activation. (B) 

Translation of ECP PD protocol to ATIR protocol. Briefly, PBMCs from a healthy donor A 

were mixed with 60Gy irradiated cells from an healthy donor B in a MLR for 4 days. On PD 

treatment day, cells were first incubated with 10µM of TH9402 for 40 minutes followed 

by 90 minute extrusion period. MLR cells were treated by visible light exposure. PD cells 

culture was continued with or without stimulation. Stimulator cells, either the same 

irradiated cells from subject B (freshly isolated and irradiated) or pool of cells from 5 

donors, were added at a 4:1 ratio (stimulator:PD cells). We analysed cell activation after 

3, 6 and 9 days of co-culture by flow cytometry using BD LSR II. (C) Before staining, viable 

cells were counted by trypan blue. To obtain fold increase of cells, we did a ratio of the 

final count divided by the initial number of cells plated (n=11 for 6 days and n=6 for 9 

days). *P > ,05, **P > ,01 and ***P > ,001. 

Figure 2: Re-stimulated PD CD4+ lymphocytes display activated phenotype 

Following the ATIR method described above, we assessed the activation of re-stimulated 

CD4+ PD lymphocytes. (A) CD25 expression on CD4+ PD cells was determined after 6 and 

9 days of re-stimulation. Control conditions are MLR (activated control) and PDT (treated 

but not re-stimulated control). PD cells were re-stimulated with irradiated cells of the 

same party (SP) or third-party (3rd P) origin. (B) shows compilation of CD25 expression 

analysis. The analysis was done both in frequency and in absolute count of CD4+CD25+ 

cells. (C) The frequency and the absolute count of CD25+ expressing CD4 cells in PD were 

compared to control cultures for the indicated time points shown in B. (D) HLA-DR 
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expression was determined by analysing the CD4+CD25+ population (results from 8 

independent experiments, n=8 for day 3, n=15 for day 6 and n=11 for day 9). *P > ,05, **P 

> ,01 and ***P > ,001. 

Figure 3: Re-stimulated PD CD8+ lymphocytes display activated phenotype 

Following the ATIR method described above, we assessed the activation of re-stimulated 

CD8+ PD lymphocytes. (A) CD25 expression was determined on the CD8+ PD population 

6 and 9 days after re-stimulation. Control conditions are MLR (activated control) and PDT 

without re-stimulation (treated control). PD cells were re-stimulated with the same party 

(SP) or third-party (3rd P). (B) Compilation of CD25 expression analysis. The analysis was 

done both in frequency and in absolute count of CD8+CD25+ cells. (C) The frequency and 

the absolute count of CD25+ expressing CD8 cells were compared for the same party and 

third-party stimulation at the three time points shown in B. (D) HLA-DR expression was 

determined by analysing the CD8+CD25+ population (results from 8 independent 

experiments, n=5 for day 3, n=10 for day 6 and n=8 for day 9). *P > ,05, **P > ,01 and 

***P > ,001. 

Figure 4: Prolonged stimulus possibly leads to exhaustion of restimulated PD cells 

To determine if re-stimulated PDT cells show signs of exhaustion, same ATIR method was 

used. (A) TIM-3 expression was analysed 6 days (top panels) and 9 days (bottom panels) 

after PDT on CD4+CD45RO+ cells in absolute count. (B) TIM-3 expression was analysed at 

the indicated time points after PDT on CD8+CD45RO+ cells, both in the frequency and 

absolute count (results from 2 independent experiments, n=3). *P > ,05. 

Figure 5: Re-stimulated PD cells respond to leukemic peptide WT-1 

Some modifications of ATIR method have been performed with the aim of stimulating PD 

cells using tumor specific antigens. (A-B) In parallel of the MLR, monocytes-derived 

dendritic cells from subject B were cultured and pulsed during maturation with the WT-1 

peptide pool for 2 hours. After photodepletion, PD cells were cocultured with 40Gy 
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irradiated Mo-DCs pulsed with peptides or not (DMSO control). The cultures were done 

firstly in G-Rex10, then in adherent 6-well plates for 7 days and supplemented with 

cytokines. At the end of the coculture, cells were used for for flow cytometry (BD LSR II) 

and cytotoxic assay in Chromium-51 release assay. (C) For the cytometry part, CD4+ and 

CD8+ cells were divided into naive (CD45RA) and memory (CD45RO) phenotypes. HLA-DR 

expression was measured on CD45RA and CD45RO gated subsets. (D) Functionality of 

memory CD4+ and CD8+ lymphocytes was determined by looking at the IFN-y secretion 

of memory cells. The population of memory cells expressing IFN-y doubles when adding 

WT-1 peptide pool. (E) IFN-y secretion was also determined on memory CD4+ and CD8+ 

lymphocytes cultured in adherent 6-well plates. Like with the ATIR method, MLR 

(activation control) and PDT unstimulated (treated control) were kept in addition to re-

stimulation conditions (DCs +/- WT-1 peptide pool). Here again, we observed an increase 

in memory cells expressing IFN-y (2 independent experiments, n=2). 

Figure 6: Re-stimulated PD cells have the potential to develop an antigen specific 

cytotoxic response toward WT-1 

Chromium-51 release assay was executed using effector cells (MLR, PDT, PDT + DCs, 

PDT+DCs+WT-1) and a WT-1 expressing target cell line (THP-1) at various ratios (100:1, 

50:1, 25:1, 12:1 and 6:1). (A) 50:1 ratio gave the most potent response. (B) Compilation 

of the % of THP-1 specific lysis (2 independent experiments, n=5). *P > ,05.  

  



58 
 

 

Figure 1: PD cells have the capacity to respond to same antigen stimulus 
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Figure 2: Restimulated PD CD4+ lymphocytes display activated phenotype 
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Figure 3: Restimulated PD CD8+ lymphocytes display activated phenotype 
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Figure 4: Prolonged stimulus possibly leads to exhaustion of restimulated PD cells 
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Figure 5: PD Restimulated PD cells respond to leukemic peptide WT-1 
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Figure 6: Restimulated PD cells have the potential to develop a specific response 

toward WT-1 
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Discussion 

Dans cette étude, nous avons étudié différentes stratégies pour la génération de cellules 

T spécifiques aux cellules leucémiques. En effet, nous avons démontré que la 

photodéplétion utilisant le TH9402 menait à la préservation d’une population de 

lymphocytes ayant un potentiel de réactivité antigénique. Suivant le traitement de 

photodéplétion, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont gardé un potentiel de réactivation 

suivant une exposition de novo aux mêmes cellules immunisantes. Nous avons cependant 

observé que ces cellules, suivant une exposition antigénique prolongée ont démontré des 

caractéristiques d’épuisement. Nous avons également démontré que la restimulation 

post PD ciblée avec une librairie de peptides dérivés de l’antigène leucémique WT1 

conduisait à l’expansion de cellules T CD4+ et CD8+ mémoires fonctionnelles. Dans un 

dernier temps, nous avons trouvé que ces mêmes cellules WT1-spécifiques avaient le 

potentiel de développer une réponse cytotoxique contre une lignée leucémique WT1+ 

(THP-1). 

La photodéplétion utilisant le TH9402, un dérivé de la rhodamine, représente une 

alternative de choix pour les patients leucémiques qui sont réfractaires aux traitements 

conventionnels. En effet, cette approche permet de réaliser des greffes haplo-identiques 

et de reinfuser des cellules du donneur qui sont dépourvues de réactivité contre les 

cellules normales du receveur, avec un faible taux de GVHD observé en clinique. De plus, 

ces cellules PD ont une réactivité anti-infectieuse préservée. La photodéplétion éliminant 

les cellules T alloréactives (les cellules responsables du développement de la GVHD), 

conjointement avec l’enrichissement des cellules Tregs permet aux patients d’avoir un 

meilleur pronostic et une espérance de vie plus longue, car ceux-ci bénéficient d’un 

double effet anti-inflammatoire119. De nombreuses études axées sur les thérapies anti-

GVHD ont vu leur cohorte de patient rechuter plus fréquemment. De ce fait, l’effet GVL 

est essentiel dans la prévention de rechute de la leucémie. Or il est largement reconnu 

que la GVHD et l’effet GVL sont intimement liés. Il est donc essentiel d’approfondir notre 

compréhension de cette dualité fonctionnelle des cellules PD, à savoir leur capacité de 
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prévenir l’inflammation incontrôlée de la GVHD tout en démontrant une réactivité anti-

leucémique. De plus, une étude réalisée dans un modèle murin a déjà souligné le 

potentiel de préservation de l’effet GVL des cellules PD avec le TH9402116. Afin 

d’investiguer ce phénomène avec des cellules humaines, nous avons utilisé des méthodes 

de restimulation post PD dérivée des protocoles cliniques élaborés au sein de notre 

laboratoire.  

Notre premier objectif était de déterminer si les cellules PD sont capables de se réactiver 

après restimulation antigénique avec la même cellule que celle utilisée pour la réaction 

lymphocytaire mixte pré-PD. Ayant pour piste de départ que la photodéplétion élimine la 

quasi-totalité des cellules alloréactives et que nous conservons uniquement les cellules 

naïves ou au repos, nous avons tenté d’optimiser la restimulation en incluant les cellules 

provenant de 5 donneurs dans notre librairie d’antigènes. Lorsque les lymphocytes 

deviennent activés, leur cytoplasme grossit en raison de la production plus élevée de 

protéines. Cela peut se voir sur un profil de FACS où plus le FSC-A est élevé, plus la cellule 

est étendue. Nous avons analysé les lymphocytes activés après la restimulation à 3 et 6 

jours post PD. Nous avons déterminé que les cellules PD ont le potentiel de se réactiver 

face à un second stimulus antigénique. Ceci dit, le stimulus doit être plus intense et plus 

long que le premier. De ce fait, la coculture de cellules stimulatrices (cellules irradiées de 

la librairie des 5 donneurs) versus des cellules effectrices (cellules PD) doit être de 4 :1 

contrairement à 1 :1 pour la MLR de départ. Nous avons observé un phénomène 

semblable lors de stimulation initiale avec un seul donneur. Une explication à ce 

phénomène pourrait être que les lymphocytes T circulants ne sont pas tous au même 

stade d’activation. Les cellules effectrices ont davantage de TCR à leur surface, ce qui leur 

permet de s’activer plus rapidement que leurs analogues naïfs. De plus, le TCR de ces 

cellules activées pourrait avoir une plus grande affinité envers les antigènes auxquels ils 

sont exposés la première fois. De ce fait, la PD pourrait n’avoir éliminé que les cellules les 

plus alloréactives, ce qui permettrait aux autres cellules d’acquérir un phénotype activé 

après restimulation.  
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Afin de relier la recherche fondamentale avec la recherche clinique, nous avons utilisé un 

système de restimulation à deux parties constitué d’un donneur A ainsi que d’un sujet B. 

La restimulation a été faite en utilisant les cellules irradiées du donneur B (plutôt que 

d’utiliser 5 donneurs) et nous avons ajouté les cellules irradiées provenant de 5 donneurs 

comme contrôle positif. Similairement à ce que nous avons obtenu précédemment, nous 

avons observé une augmentation de près du double de cellules viables 6 jours suivant la 

restimulation avec les cellules irradiées du sujet B. Voyant que l’activation des cellules PD 

s’accroît de 3 à 6 jours post PD, nous avons prolongé la culture jusqu’à 9 jours de 

restimulation. Cependant, nous n’avons pas observé d’augmentation du nombre de 

cellules viables entre 6 et 9 jours. Peut-être qu’un seul stimulus post PD ne permet pas 

d’activer les cellules PD au-delà de 6 jours de culture. Nous pourrions tester cette 

hypothèse en ajoutant une condition aux expériences menées. La condition serait 

d’ajouter de nouvelles cellules irradiées après 6 jours et de comparer le décompte 

cellulaire avec la condition à 1 stimulation à 9 jours de culture post PD. Également, nous 

avons observé que le nombre de cellules viables était plus élevé pour les conditions de 

restimulation comparativement à notre condition MLR. Avant de traitement de PD, nous 

avons gardé séparément quelques cellules de notre première MLR. Après la PD, nous 

avons remis séparément en culture celles-ci, les cellules PD et nos conditions de 

restimulation. De ce fait, il faut considérer ici que les cellules ont été en MLR pendant 10 

ou 13 jours (4 jours de MLR initiale et 6 ou 9 jours après la PD).  Même si ces cellules ont 

été remises en culture avec du nouveau milieu, celles-ci ont probablement été épuisée, 

ce qui expliquerait qu’une importante population était morte lors du décompte. Afin 

d’optimiser la comparativité de nos conditions, il serait préférable de partir une nouvelle 

MLR constitué des mêmes donneurs le jour de la PD.  

Nous avons analysé les cellules T CD4+ et CD8+ en fonction de leur expression des 

marqueurs CD25 et HLA-DR. Ces deux marqueurs sont largement reconnus comme 

indicatifs de l’activation lymphocytaire. Nous avons constaté que la même restimulation 

cellulaire des cellules PD menait à une augmentation significative de l’expression de CD25 

et de HLA-DR à la fois pour les lymphocytes CD4+ et CD8+. Cependant, nous avons noté 
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que le nombre absolu de cellules CD8+CD25+ et CD8+CD25+HLA-DR+ n’a pas subi la 

même augmentation, indiquant que ces cellules s’activent, mais ne prolifèrent pas. Nous 

avons encore une fois observé que l’augmentation de l’expression de CD25 débute entre 

3 et 6 jours, et que celle-ci se prolonge jusqu’à 9 jours. Une population cellulaire pouvant 

potentiellement avoir un impact majeur sur l’interprétation de ces résultats sont les 

Tregs. En effet, ces cellules expriment également le CD25 et le HLA-DR137. Nous avons 

démontré que nos cellules restimulées produisaient forte quantité d’IFN-γ. De ce fait, 

nous considérons que les populations de cellules CD4+CD25+ et CD8+CD25+ sont des 

cellules activées. Par contre, il serait préférable de caractériser davantage ces populations 

afin de s’assurer qu’une population de Tregs non négligeable ne s’y dissimule pas. Pour 

ce faire, il faudrait analyser des marqueurs connus de Tregs comme FOXP3, Helios et l’IL-

10138. 

Comme il est important de déterminer non seulement si nos cellules PD peuvent s’activer, 

mais aussi qu’elle est la limite de cette activation, nous avons mesuré leur potentiel 

d’épuisement. Une restimulation trop importante et prolongée entraînerait une perte des 

fonctions effectrices et empêcherait nos cellules PD restimulées d’avoir une réponse 

cytotoxique contre la lignée leucémique visée. Dans le but de vérifier s’il y a épuisement, 

nous avons analysé l’expression de TIM-3, qui est un marqueur d’épuisement 

communément utilisé. Nous avons déterminé que le niveau d’expression de TIM-3 était 

relativement bas après 6 jours de restimulation. Cependant, cette expression a 

grandement augmenté entre 6 et 9 jours, tant chez les lymphocytes CD4+ et CD8+. À la 

lumière de ces résultats, il faudra répéter l’expérience quelques fois avant d’émettre une 

conclusion définitive sur l’épuisement cellulaire post PD. Néanmoins, ces résultats 

soulignent l’importance de déterminer l’activité fonctionnelle de ces cellules aux 

différents temps. Il est connu que l’épuisement cellulaire augmente avec la charge 

antigénique environnante. De ce fait, une stimulation avec une grande variété 

d’antigènes pourrait mener à un épuisement plus grand qu’avec un nombre limité de 

stimuli antigéniques. D’autres part, plus une cellule est épuisée, plus courte est sa durée 

de vie. Ces cellules perdent graduellement leurs fonctions effectrices. Si l’on transpose 
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aux résultats démontrés plus haut, nous pourrions dire qu’une stimulation post PD trop 

prolongée rendrait le développement d’une réponse GVL difficile. Au niveau clinique, 

l’épuisement lymphocytaire des cellules PD ne devrait pas mener à une aggravation de la 

GVHD. Cependant, nous pourrions peut-être observer une augmentation des infections 

opportunistes ou des rechutes due à la perte de fonction de ces cellules.  Afin de pouvoir 

évaluer ces hypothèses et de caractériser davantage le niveau d’épuisement, il sera utile 

d’inclure l’étude d’autres marqueurs d’épuisement comme PD-1 et LAG-3. 

Le second objectif de cette étude a été de trouver une méthode de restimulation nous 

permettant d’activer spécifiquement les cellules PD contre un antigène leucémique 

particulier. Ceci est dans le but de focaliser la réponse effectrice des cellules PD contre la 

leucémie et non contre les tissus sains du patient (pas de GVHD). Nous avons sélectionné 

la protéine WT1 qui est surexprimée dans 80% des LMA. Afin de promouvoir une 

restimulation WT1-spécifique, nous avons utilisé des cellules dendritiques générées des 

monocytes du sujet B et nous les avons pulsés avec une librairie de peptides provenant 

de WT1. Suivant une restimulation avec WT1, la première chose que nous avons 

constatée est la diminution de près de moitié de la population de cellules CD4+CD45RA+ 

naïves ainsi que l’augmentation de près du double des cellules CD4+CD45RO+ mémoires. 

Pour la population CD8, nous avons observé une augmentation de la population 

intermédiaire entre le phénotype naïf et mémoire, suggérant que les cellules T CD8+ 

naives s’activent plus graduellement que leurs consœurs. L’augmentation de l’expression 

du HLA-DR sur la population CD8+CD45RA+ supporte cette hypothèse. Nous avons 

déterminé que la restimulation avec des DCs-WT1 entraîne une augmentation de près du 

double de l’expression d’IFN-γ comparativement à une restimulation avec des DC sans 

antigène WT1. Ceci nous indique que les cellules PD restimulées contre WT1 sont 

fonctionnelles et qu’elles ont potentiellement des fonctions cytotoxiques. Afin de 

confirmer cette hypothèse, nous avons effectué un essai cytotoxique de relâche au 

Chrome 51 contre la lignée THP-1, lignée qui exprime WT1. Les cellules PD restimulées 

contre WT1 ont le potentiel d’éliminer les cellules THP-1. Cependant, il semblerait que la PD 

seule ne permette pas de préserver l’effet GVL. Afin de confirmer cette hypothèse, il faudrait tout 
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d’abord répéter l’expérience de cytotoxicité. Au niveau clinique, nous pourrions donc penser que 

l’absence de rechute pourrait être attribuée à une persistance d’alloréactivité faible plutôt qu’à 

la préservation de la GVL. De ce fait, l’élimination in vivo des cellules leucémiques persistantes 

serait non spécifique. Malgré tout, nous ne pouvons pas affirmer à ce stage que la PD empêche 

l’effet GVL, car les conditions de cultures in vitro décrites dans l’article sont loin de refléter 

l’environnement extracellulaire retrouvé in vivo. Il faudrait expérimenter dans un système 

physiologiquement plus proche de l’humain comme par exemple dans un modèle murin. Ceci dit, 

il reste plusieurs possibilités de modification à notre approche afin d’optimiser la réponse 

cytotoxique. Les DCs pourraient être pulsés de façon répétitive afin d’augmenter la 

présentation de peptides, ou nous pourrions répéter la stimulation avec une seconde 

dose de DCs WT1. Une étude a également démontré qu’il était possible d’améliorer la 

présentation peptidique en électroporant les DCs avec de l’ARNm de WT145. Il est 

également envisageable de sélectionner des séquences peptidiques de WT1 ayant une 

plus forte affinité pour certains HLA, comme le HLA-A0201, le HLA-B7 et le HLA-DR.   

En conclusion, la restimulation des cellules PD contre les mêmes cellules retrouvées dans 

la MLR nous permet de générer une population de lymphocytes CD4+ et CD8+ activés. 

Ces cellules restimulées démontrent un phénotype activé, comme l’indique leur 

expression plus importante de CD25 et HLA-DR. Par contre, les cellules PD ont besoin 

d’une stimulation plus intense et plus longue que la MLR initiale pour être activées. Nous 

avons démontré qu’une stimulation prolongée (9 jours) pouvait mener à un épuisement 

des cellules PD, ce qui nous suggère que la période d’activation optimale serait de 6 jours 

post PD. Néanmoins, il est nécessaire de caractériser plus en profondeur cette tendance. 

Nous avons également constaté que les cellules PD avaient la capacité de s’activer contre 

l’antigène leucémique WT1. Ces cellules PD ont démontré un potentiel cytotoxique, 

caractérisé par leur expression d’IFN-γ en réponse à l’exposition à l’antigène WT1. Nous 

avons observé que ces cellules PD ont le potentiel d’éliminer des cellules THP-1 (WT1+). 

Cependant, la lignée THP-1 exprime un grand nombre d’antigènes qui pourraient venir 

jouer un rôle dans l’essai de cytotoxicité. En ce sens, nous pourrions développer une 

lignée secondaire en utilisant un shRNA ou un CRISPR afin de bloquer l’expression de 
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WT1. Nous pourrions ainsi comparer à l’intérieur d’un même essai du pourcentage de lyse 

entre la lignée d’origine et celle n’exprimant pas WT1. Cela nous permettrait de 

déterminer si la cytotoxicité observée est réellement spécifique à l’antigène leucémique. 

plusieurs modifications d’optimisation sont à prévoir afin de rendre cette réponse plus 

forte et plus spécifique. Somme toutes, ces résultats nous ont permis d’avancer 

l’hypothèse d’une certaine plasticité cellulaire découlant du traitement de 

photodéplétion par le TH9402, principalement au niveau des cellules T CD4+ et CD8+. En 

utilisant les conditions appropriées, ces cellules peuvent être dirigées soit vers un 

phénotype régulateur favorisant la tolérance ou un phénotype effecteur pouvant être 

personnalisé. Il serait à notre avantage d’utiliser le potentiel d’activation des cellules PD en 

focalisant celles-ci contre une cible leucémique. De ce fait, nous pourrions diminuer la GVHD et 

augmenter la GVL médiée par ces cellules. Ce double effet pourrait être exploité dans la 

thérapie cellulaire administrée aux patients suivant un protocole d’haplogreffe afin 

d’améliorer leur qualité de vie et leur survie. 
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