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Introduction

1. Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1.1 Généralités

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une
option thérapeutique potentiellement curative pour de nombreux
patients atteints d’hémopathies malignes ou de certaines anomalies
congénitales ou acquises de I'hématopoiése (Hannon et al., 2014).
Dans les années 1950, lors d’expériences sur des souris, une
découverte a été faite concernant la sensibilité de la moelle osseuse
aux radiations ce qui a permis de comprendre que des CSH peuvent
étre transplantées apres une irradiation sub-létale et assurer une
récupération de I'hématopoiése (Little and Storb, 2002). Cette
découverte a conduit le médecin américain Edward Donnall Thomas
a réaliser la premiere greffe de CSH en 1957 a I'Hépital Mary
Imogene Bassett (Cooperstown, état de New-York), chez un patient
atteint d’'une leucémie en utilisant de fortes doses d'irradiation
corporelle totale suivies d'une greffe de CSH prélevées, au
préalable, chez le jumeau du patient (donneur) dans le but d’éliminer
le cancer. Bien que la greffe permette une récupération de
'hématopoiese, le patient est malheureusement décédé plus tard

des suites d'une récidive de sa leucémie (Storb, 2012).

C’est en 1968 que des études dans des modeles canins ont permis
de mettre en évidence l'importance de la compatibilité des antigenes

leucocytaires entre le donneur et le receveur dans le cadre de la
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transplantation de CSH (Epstein et al., 1968; Storb et al., 1968). Et
c’est en 1980 que Jean Dausset a recgu le prix Nobel de Médecine
pour sa découverte des antigenes leucocytaires humains (HLA) ce
qui a d’ailleurs révolutionné notre compréhension au sujet de la
compatibilité immunologique (Degos, 2009). Au fil des décennies,
des progres considérables ont été réalisés dans le domaine de la
greffe de CSH, en patrticulier, avec l'utilisation de la compatibilité
HLA entre le donneur et le receveur. En effet, depuis 1957, grace
au travail novateur du Dr Thomas et de son équipe dans le domaine
de la transplantation de CSH, des avancées majeures ont été
réalisées dans le cadre du traitement des maladies hématologiques
ainsi que dans la compréhension du réle du systéme immunitaire
lors de cette thérapie, faisant ainsi de la greffe de CSH une modalité
thérapeutique vitale pour de nombreuses maladies hématologiques
(Ringdén, 2007; Arrighi, 2018). Le Dr Thomas a d’ailleurs également
recu, en 1990, le prix Nobel de médecine pour le développement de
la transplantation de CSH.

A T'heure actuelle, probablement plus d’'un million d’allogreffes de
CSH ont été réalisées a travers le monde (Niederwieser et al.,
2022). C’est d’ailleurs la société européenne de transplantation de
sang et de moelle (EBMT) qui a lancé une enquéte en 1990 pour
suivre l'activité des centres de transplantation de CSH en Europe et
cette enquéte est mise a jour annuellement depuis lors. L'analyse
de ces données a révélé une croissance constante du nombre
annuel de greffes et des taux de transplantation jusqu'en 2020,

année ou une baisse d'activité a été observée pour la premiére fois,
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probablement en raison de la pandémie du SARS-CoV-2. Cette
perturbation a engendré un retard notable dans l'activité¢ de
transplantation, se traduisant par une reprise partielle en 2021, mais
avec un impact significatif persistant, retardant le processus de 2 a
3 ans selon les résultats de I'enquéte (EBMT, 2019).

Le processus de transplantation de CSH se divise en trois étapes
majeures (Figure 1) :
La premiére étape de la transplantation de CSH est cruciale et

implique l'administration d’'un conditionnement, effectué une
semaine ou dix jours avant la transplantation, visant a préparer le
patient a la greffe. Les objectifs de ces conditionnements sont
multiples : réduire les cellules tumorales, libérer des espaces dans
la moelle osseuse pour faciliter I'implantation des cellules souches
hématopoiétiques du donneur, et atténuer le systéme immunitaire
du patient afin d'éviter le rejet du greffon. Aujourd'hui, trois
approches principales sont utilisées avant une transplantation
allogénique :

- Les régimes de conditionnement myéloablatifs (MA ; c’est-a-dire

entrainant une aplasie médullaire irréversible en I'absence de
greffe de cellules souches) reposent sur lutilisation de
chimiothérapie a haute dose seule ou combinée a une irradiation
corporelle totale. Les doses élevées visent a éliminer les cellules
leucémiques résiduelles, persistant méme apres une rémission
complete obtenue par des traitements conventionnels. En
utilisant des doses 5 a 10 fois supérieures a celles tolérées en

chimiothérapie classique, les conditionnements MA visent a
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maximiser la toxicité hématologique. lls entrainent cependant
souvent des toxicités séveres dans les autres organes.

- Les régimes de conditionnement a intensité réduite (RIC) qui

provoquent une aplasie médullaire réversible.

- Les régimes de conditionnement non-MA (NMA) qui provoquent

une aplasie médullaire minimale.

Au cours des 25 dernieres années, des avancées significatives ont
été réalisées, passant des régimes MA a tres fortes doses aux
conditionnements RIC et NMA parfois qualifiés de "mini-greffes"”
élargissant ainsi les opportunités d'allogreffe de CSH pour le
traitement des patients agés ainsi que ceux présentant des
comorbidités. Le conditionnement RIC a d’ailleurs été utilisé pour
40% de toutes les transplantations allogéniques de cellules souches
hématopoiétiques (allo-HSCT) et cette tendance continue
d'augmenter (Resnick, Shapira and Slavin, 2005; Giralt and Bishop,
2009; Atilla, Atilla and Demirer, 2017).

La seconde phase de lallogreffe implique l'administration d’un

greffon allogénique, contenant des CSH et des lymphocytes T. Ces
derniers jouent un réle multifonctionnel : ils contribuent a la
reconstitution immunitaire, exergant un effet greffe contre la tumeur
(GvT), mais peuvent également déclencher la maladie du greffon
contre I'héte (GVHD).

Enfin, la_troisieme phase, la période de récupération de

I'hématopoiése, commence dés la greffe. A partir des cellules
souches, le processus de reconstitution du sang (comprenant les
neutrophiles, les plaquettes et les globules rouges) se met en place

et s'étale sur une période de 2 a 4 semaines. La récupération des
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neutrophiles est la plus rapide, suivie des plaquettes et des globules
rouges. La vitesse de récupération varie notamment selon le type
de greffon, le nombre de CSH greffées, et le type de prophylaxie de
la GVHD utilisé (Tecchio and Cassatella, 2021).

Donneur

Patient avec un
Patient nouveau systéme
Receveur Patient sans 8 hématopoiétique

Greffe
J-10 Jo J+30 J+100 1an

Conditionnement Prise de la greffe Reconstitution du S|

Risque de développement d'une infection

Risque GVHD aigué Risque GVHD chronique

Figure 1. Description des étapes de I’allogreffe. Le conditionnement détruit les
cellules cancéreuses ainsi que le systéeme immunitaire du receveur afin d’éviter
tout rejet de greffe. Les cellules transplantées chez le receveur permettent de
reconstruire le Sl de celui-ci, ce qui peut prendre plusieurs mois voir années
exposant ainsi le patient a de potentielles infections sévéres. Durant la phase de
prise de greffe et de reconstitution du Sl, le patient peut également développer
une GVHD aigué ou une GVHD chronique. (Figure adaptée provenant du site
https://www.miltenyibiotec.com/DK-en/products/cell-therapy/clinimacs-cd34-
reagent-system-fda-approved/Patients/what-is-allogeneic-stem-cell-
transplantation.html).

Trois sources principales de cellules souches sont exploitées : la
moelle osseuse, le sang de cordon et le sang périphérique. Le
préléevement dans la moelle osseuse nécessite une ponction sous
anesthésie générale tandis que les CSH présentes dans le sang
périphérique apres administration du facteur de stimulation des

colonies de granulocytes (G-CSF) sont collectées par aphérese,
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simplifiant ainsi la procédure. Le sang de cordon, prélevé a la
naissance et typé HLA, est congelé et conserveé pour un usage futur
(Koestenbauer et al., 2009). A I'heure actuelle, lors d’'une allogreffe,
le sang périphérique est souvent privilégié comme source de CSH,
car elle permet une récupération hématologique plus rapide (Figure
2).

_ 8000~
2 ' Sang périphérique
2
£ 6000
&
5
@ 4000+
@
©
[
.'g' 2000+ Sang de cordon
]
1 TP r 1T T T 7T 1 1 1 1
)."Q 59’ BQ 5’?)5:('9sx\ﬁsx@)x‘f))x“"gsx’b‘) xb‘Q

jours post-transplantation

Figure 2. Récupération hématologique en fonction de la source de CSH. Les
CSH collectées dans le sang périphérique aprés mobilisation par le G-CSF sont
le plus souvent privilégiées comme source de CSH car elles permettent une
récupération hématologique plus rapide, ce qui réduit ainsi la période critique
d’aplasie médullaire. De plus, leur utilisation diminue le risque et la pénibilité pour
le donneur. En dessous de la ligne rouge, le receveur est en neutropénie sévére
et donc, a risque de contracter une infection. (Figure adaptée du cours du Prof.
Beguin sur le greffe, syllabus 2015).

1.2 Reconstitution immunitaire

La phase de reconstitution immunitaire qui suit une allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques est essentielle pour le
rétablissement complet du systéme immunitaire du patient. Cette

période se divise en deux volets essentiels : la reconstitution
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immunitaire innée, marquée par la récupération rapide des cellules
telles que les neutrophiles, les monocytes et les cellules NK, et la
reconstitution immunitaire adaptative, impliquant le rétablissement
progressif des lymphocytes T et B (Figure 3). Cette dualité joue un
rOle essentiel dans la restauration d’'un systéme immunitaire
fonctionnel, indispensable pour combattre les infections, éliminer les

cellules cancéreuses résiduelles, et assurer le succes global de

I'allogreffe.
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Figure 3. Reconstitution immunitaire aprés une allogreffe de CSH. Les
populations de cellules immunitaires se rétablissent avec des cinétiques
différentes en fonction de plusieurs facteurs. Au moment de la transplantation,
certaines cellules présentent une certaine résistante au régime de
conditionnement telles que les plasmocytes et les cellules dendritiques (ligne
bleue) tandis que les cellules immunitaires innées, les lymphocytes B et les
lymphocytes T chutent de maniére drastique. Aprés la greffe, les cellules
immunitaires innées telles que les neutrophiles, les monocytes et les cellules NK
(ligne jaune) se rétablissent rapidement. Leur récupération est influencée par le
type de greffon (plus rapide avec des cellules souches provenant du sang
périphérique, intermédiaire avec la moelle osseuse et plus lente avec le sang de
cordon). Elles sont suivies par les lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes B
(ligne verte) qui peuvent atteindre temporairement des niveaux supranormaux. La
récupération des lymphocytes B est retardée par la GVHD et son traitement.
Enfin, les lymphocytes T CD4+ (ligne rouge) se rétablissent lentement pour
atteindre des taux normaux plusieurs années aprées la greffe. Clest
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particulierement le cas pour les lymphocytes T CD4+ naifs. La récupération des
lymphocytes T CD4+ est influencée par le contenu en lymphocytes T du greffon,
par I'age du patient au moment de la transplantation (plus rapide chez les enfants
gue chez les adultes) et par la survenue ou non d’'une GVHD. Figure adaptée de
(Storek, 2008).

1.2.1 Reconstitution de I'immunité innée

En 1774, 'anatomiste William Hunter a été le premier a repérer les
leucocytes sur un site inflammatoire (Silverstein, 1979). En 1884,
Elie Metchnikoff fut le premier a avancer la notion de théorie
cellulaire de I'immunité ce qui s’est avéré étre le point de départ de
'analyse fonctionnelle des cellules immunitaires innées
(Metschnikoff, 1884). En 1890, Jean Massart et Charles Bordet ont
démontré que les cellules lésées libéraient des substances
chimigues qui attiraient les phagocytes par le phénomene de

chimiotactisme (Massart J., 1891).

Notre compréhension de limmunité est donc basée sur les
premieres observations des cellules immunitaires innées, et c’est
cette compréhension historique qui est essentielle pour comprendre
comment ces cellules interviennent dans la reconstitution
immunitaire aprés une greffe de CSH. Des lors, la reconstitution des
cellules immunitaires innées telles que les neutrophiles, les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les
cellules NK apres une greffe de CSH est un processus complexe et

crucial pour le rétablissement du systéme immunitaire du patient.

Suite au conditionnement MA, les neutrophiles, les monocytes et les

macrophages subissent une ablation mais leurs taux sanguins se
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rétablissent rapidement apres lallogreffe et reviennent a des
niveaux normaux un a deux mois apres la transplantation de CSH.
En effet, les cellules immunitaires innées telles que les neutrophiles
et les cellules NK sont les premiéres a étre rétablies. Les cellules
NK ont été découvertes dans les années 1970 et sont appelées
"Natural Killer" en raison de leur capacité a tuer les cellules cibles,
notamment les cellules infectées par des virus ou les cellules
cancéreuses, sans necessiter une activation préalable. Elles
constituent donc la premiére ligne de défense contre les infections.
Il est particulierement important de noter que la récupération des
cellules NK joue un réle crucial dans le cadre d'une allogreffe avec
élimination des lymphocytes T. En effet, ces cellules éliminent a la
fois les cellules présentatrices d'antigénes (CPA) du receveur, ce
qui réduit ainsi le risque de développer une GVHD, et les cellules
leucémiques résiduelles de I'héte. De fait, les cellules NK ont la
capacité de cibler et de détruire les cellules dendritiques et les CPA
activées, qui sont nécessaires pour l'activation des lymphocytes T.
Cette élimination des CPA contribue a diminuer [activation
excessive des lymphocytes T, réduisant ainsi lincidence et la
sévérité de la GVHD. De plus, les cellules NK exercent un effet
cytotoxique direct sur les cellules leucémiques résiduelles,
contribuant a l'effet greffe contre la leucémie (GvL). Une étude
menée par L. Ruggeri et ses collaborateurs a démontré que les
cellules NK allogéniques pouvaient détruire les cellules leucémiques
sans causer de GVHD, ce qui est primordial pour améliorer les
résultats post-transplantation (Ruggeri et al., 2002). Par ailleurs, les

scientifiques G. Ferlazzo et C. Munz ont montré que les interactions
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entre les cellules NK et les cellules dendritiques sont essentielles
pour moduler la réponse immunitaire. En effet, les cellules NK sont
capable d’éliminer les cellules dendritigues immatures et ainsi, in
fine, réguler l'activation des lymphocytes T (Ferlazzo and Minz,
2004). Leur role dans la défense innée contre les infections et les
tumeurs est donc bien établi (Dulphy et al., 2009). Les niveaux des
cellules NK reviennent a la normale environ un mois apres une
allogreffe (Boyiadzis et al., 2008). Quant aux neutrophiles, ils sont
essentiels pour combattre les bactéries et les champignons
(Ogonek et al., 2016).

Concernant les cellules dendritiques, en particulier les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC), elles sont déficientes pendant
6 a 18 mois apres une allogreffe. Récemment, les pDC ont été
suggérées comme étant responsables d'un effet anti-GVHD, car une
corrélation a été établie entre des niveaux élevés de pDC apres la
transplantation et une réduction de l'incidence de développer une
GVHD. Malheureusement, un grand nombre de pDC peut
également inhiber l'effet GvT. Les cellules dendritiques du receveur
présentent des allo-antigénes (provenant de leurs propres cellules)
aux lymphocytes T du donneur. Cette présentation d’antigéne active
les lymphocytes T du donneur, les incitant a attaquer les cellules du
receveur ce qui déclenche in fine la GVHD (Bosch, Khan and Storek,
2012).
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1.2.2 Reconstitution de 'immunité adaptative

L'immunité acquise se caractérise par quatre propriétés
fondamentales : la diversité, la spécificite, la mémoire et la tolérance
envers le soi. Les lymphocytes B et T réagissent de maniére
spécifique a un antigene donné, tout en conservant la capacité de
reconnaitre un grand éventail d'antigenes grace au fait qu'’il y a un
vaste répertoire de lymphocytes avec un récepteur a l'antigéne
différent, et de se souvenir des caractéristiques des antigénes
précédemment rencontrés. En outre, sauf dans des situations
pathologiques telles que les maladies auto-immunes, les
lymphocytes T et B ne sont pas activés par les antigenes du soi, ce

qui témoigne d’une tolérance envers les composants du corps.

Les lymphocytes B, issus de la moelle osseuse, sont responsables
de l'immunité humorale et produisent des Ig. L'immunité cellulaire,
guant a elle, est assurée par les lymphocytes T, qui se développent
dans le thymus a partir de précurseurs T provenant de la moelle
osseuse. Une coopération étroite existe entre les réponses
humorale et cellulaire, car l'aide des cellules T est nécessaire a
I'activité des cellules B, tandis que les lymphocytes B sont capables
de présenter des peptides antigéniques aux lymphocytes T.

La reconstitution immunitaire adaptative apres une greffe de CSH
est donc un processus complexe qui peut s'étaler sur une période
prolongée. Les lymphocytes T et B subissent une perturbation
significative lors de la transplantation, car le traitement de

bY

conditionnement préalable a la greffe élimine les cellules
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immunitaires du patient. Par conséquent, la reconstitution de ces
cellules est essentielle pour restaurer la capacité du systéme
immunitaire a répondre spécifiquement aux infections. Cette
reconstitution peut varier en fonction de plusieurs facteurs,
notamment le type de greffe, la source des cellules souches, le
schéma thérapeutique, ainsi que la préservation de la fonction
thymique. Cette derniere est particulierement importante car elle
permet la maturation des lymphocytes T, essentiels pour la
reconnaissance spécifique des antigenes et la mémoire
immunitaire. La reconstitution immunitaire post-greffe peut prendre
plusieurs mois, voire des années, pour atteindre a nouveau un

niveau de normalité.

Pendant cette période, les patients sont donc souvent vulnérables
aux infections, ce qui nécessite une surveillance étroite et des
mesures de prophylaxie. Les lymphocytes T jouent un réle central
dans la GVHD et la prévention de cette complication grave est donc
un défi important dans la prise en charge des patients apres une
greffe de CSH. La compréhension approfondie de la reconstitution
immunitaire adaptative avec un compartiment de lymphocytes T
efficaces semble donc primordiale pour améliorer les stratégies de
traitement, minimiser les risques associés a la greffe et, in fine,
assurer le succes de l'allogreffe de CSH (Bosch, Khan and Storek,
2012; Toubert et al., 2012).
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1.2.2.1 Leslymphocytes T
La reconstitution immunitaire des lymphocytes T aprés une greffe
de CSH implique deux voies distinctes : la voie thymo-dépendante

et la voie thymo-indépendante (Figure 4).

I Voie thymo-indépendante I IL-15. TCR
/ - Rapide
a - Cellules T incomplétement
tolérantes au receveur
T - Répertoire TCR restreint
I Voie thymo-dépendante | |
IL-7
/ \ T
- Cellules T complétement
‘ — e tolérantes au receveur
f - Répertoire TCR diversifié
SCF f .
KGF, GH

Figure 4. Voie thymo-indépendante et thymo-dépendante de Ila
reconstitution des Ilymphocytes T aprés une HSCT. La voie thymo-
indépendante assure la reconstitution immunitaire a court terme et I'effet GvT
mais est responsable de la GVHD. La voie thymo-dépendante assure la
reconstitution immunitaire a long terme. CSP : cellules souches pluripotentes,
SCF : facteur de croissance des cellules souches, KGF : facteur de croissance
des kératinocytes, GH : hormone de croissance. Figure venant de (Castermans
et al., 2009).

La voie thymo-indépendante implique la prolifération et I'activation
des lymphocytes T matures présents dans le greffon qui seront
stimulés par des cytokines inflammatoires comme I'lL-7 ou I'lL-15,
ou des antigénes microbiens persistants. L'IL-7, principalement
produite par les cellules stromales dans la moelle osseuse et le
thymus, joue un réle important dans la survie et la prolifération des
lymphocytes T matures dans les tissus lymphoides périphériques.

Elle est essentielle pour maintenir ’'homéostasie des lymphocytes
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et soutenir la voie thymo-dépendante dans le cadre de la
reconstitution des lymphocytes T (Griesemer, Sorenson and Hardy,
2010). D'autre part, I'lL-15 est produite par divers types de cellules,
y compris les cellules stromales et les CPA. Cette cytokine est
essentielle pour la survie des lymphocytes T mémoires et des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ ainsi que pour favoriser la
différenciation des lymphocytes T effecteurs, renforcant ainsi la
réponse immunitaire a court terme contre les infections virales et les

cellules tumorales (Castermans et al., 2009).

Cette voie thymo-indépendante constitue la principale source de
lymphocytes T au cours des premiers mois post-greffe chez les
jeunes patients ayant subi une HSCT et la seule source chez les
patients agés allogreffés. Elle est généralement plus efficace dans
la reconstitution des lymphocytes T CD8+ par rapport aux
lymphocytes T CD4+ aprés une HSCT. Le défaut de cette voie, c’est
qu’elle génére des lymphocytes T de spécificité relativement
restreinte, étant donné que les lymphocytes T créés le sont a partir
d’'un nombre de clones limité. Néanmoins, les lymphocytes T,
proliférant de cette voie thymo-indépendante, sont les principaux
effecteurs de la GVHD et de I'effet GvT (Castermans et al., 2009).

Quant a la voie thymo-dépendante, elle prend le relais environ 3 a
6 mois aprés la greffe chez les jeunes patients. Cette voie est plus
rapide chez les jeunes en raison de I'atrophie thymique liée a I'age.
Elle assure la création de millions de lymphocytes T de spécificités

différentes par recombinaison somatique, ce qui garantit ainsi la
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diversité des clones T en périphérie, qui sont tolérants envers les
cellules du receveur. La voie thymo-dépendante est responsable de
la régénération des lymphocytes T matures fonctionnels. En effet,
les CSH et les précurseurs lymphoides du donneur vont coloniser la
moelle du receveur et donner naissance a des pré-lymphocytes T,
qui vont ensuite, migrer vers le thymus ou ils vont se différencier
sous l'influence de signaux thymiques donnant ainsi naissance a
des lymphocytes T matures. Ces derniers vont migrer vers les tissus
lymphoides périphériques pour contribuer a la réponse immunitaire

adaptative (Castermans et al., 2009).

Parmi les lymphocytes T, deux sous-populations principales se
distinguent : les lymphocytes T CD4+ auxiliaires et les lymphocytes
T CD8+ cytotoxiques. Ces sous-populations jouent des roles
spécifigues dans la réponse immunitaire, les CD4+ aident a
coordonner la réponse tandis que les CD8+ sont responsables de
la cytotoxicité contre les cellules infectées ou tumorales.

Concernant leur développement, les lymphocytes T se forment
principalement dans le thymus, site primaire ou ils subissent leur
maturation cellulaire essentielle. C’est la que les progéniteurs de la
moelle osseuse subissent des réarrangement au niveau des géenes
qgui encodent les différentes chaines du récepteur des cellules T
(TCR) a leur surface, leur permettant de reconnaitre spécifiqguement
les antigenes. Ce processus généere des thymocytes double positifs
(DP) CD4+CD8+. Les cellules DP subissent une sélection donnant
naissance a des thymocytes simples positifs (SP) CD4+ ou CD8+

gui émergent finalement dans la périphérie sous forme de cellules T
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matures naives présentant un phénotype CD45RA+CCR7+

(Griesemer, Sorenson and Hardy, 2010).

Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires sont essentiels pour
coordonner la réponse immunitaire en stimulant d'autres cellules
immunitaires, telles que les lymphocytes B et les macrophages. Les
lymphocytes T CD4+, selon le contexte cytokinique environnant, se
différencient en sous-populations telles que les Thl, les Th2, les
Th9, les Th17, les Th22, les lymphocytes T régulateurs (Tregs) et
les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (Tfh), qui se caractérisent

par I'expression de profils cytokiniques différents (Figure 5).

Cytokines
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Figure 5. Les sous-populations de lymphocytes T CD4+. Celles-ci se
différencient a partir des lymphocytes T CD4+ naifs sous l'influence de différentes
cytokines. Chaque sous-population de lymphocytes T CD4+ posseéde un profil
cytokinique spécifique. Par exemple, les cellules Th1l libérent de I''FN-y et du TNF,
tandis que les cellules Th2 sécretent de I'lL-4 qui est un facteur de survie pour les
lymphocytes B mais également de I'lL-5 et de I'lL-13. Les cellules Th9 produisent
de I'lL-9. Les Tregs, eux, sécretent de I'lL-10 qui est une cytokine qui permet le
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maintien de I'expression du facteur de transcription FOXP3, essentiel a la fonction
suppressive des Tregs sur d'autres cellules ainsi que du TGF-B et de I'lL-35. Enfin,
les cellules Th17 produisent de I'lL-17, une cytokine qui recrute les neutrophiles
ayant un role majeur dans la défense de I'hdte contre les bactéries et les
champignons. Figure venant de (Golubovskaya and Wu, 2016).

Ces différentes sous-populations de lymphocytes T CD4+ jouent un
réle spécifique dans les fonctions immunitaires et effectrices des
lymphocytes T. Chacune de ces populations se différencie a partir
de lymphocytes T CD4+ naifs en réponse a des cytokines
spécifiques et est influencée par le type de stimulation, par la
concentration et l'affinité pour I'antigéne et par les signaux de co-
stimulation (Wu, Anasetti and Yu, 2019; Jiang et al.,, 2021).
Néanmoins, notons également que des signaux de régulation
négative peuvent empécher l'activation des lymphocytes T en
induisant une anergie des lymphocytes T. Ces signaux de co-
inhibition incluent le CTLA-4 (antigene associé aux lymphocytes T
cytotoxiques-4), le PD-1 (protéine de la mort cellulaire programmée
1), le TIM-3 (immunoglobuline des cellules T et protéine mucine 3)
et le LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) exprimés par les
lymphocytes T qui interagissent respectivement avec les membres
de la famille B7, le PD-L1 ou le PD-L2, la galectine-9 et le CMH-II
(Figure 6) (Wu, Anasetti and Yu, 2019).
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Figure 6. Interaction entre les récepteurs de régulation immunitaire et leurs
ligands respectifs jouant un rbéle dans la régulation des réponses
immunitaires. Ces interactions modulent les réponses immunitaires et sont donc
des cibles importantes dans le cadre des immunothérapies, notamment dans le
cadre de la GVHD. Figure venant de (Torphy, Schulick and Zhu, 2017).

Les cellules Th1 se forment en réponse a I'lL-12 et a I'lFN-y, des
cytokines pro-inflammatoires qui augmentent l|'expression des
récepteurs Toll-like (TLR) et induisent la sécrétion de cytokines.
L’activation du récepteur a 'lFN-y entraine la phosphorylation du
facteur de transcription STAT1, conduisant a une augmentation
rapide de I'expression du facteur de transcription T-bet, qui favorise
'expression du récepteur a I'lL-12. Les Thl deviennent ainsi
sensibles a I'lL-12, stimulant davantage l'expression de T-bet ainsi
que la sécrétion d'IFN-y. Celui-ci est produit principalement par les
cellules Th1 en réponse a l'activation de leurs TLR et d'autres
récepteurs de Iimmunité innée lors d'infections virales,
bactériennes, etc. De maniere similaire, les macrophages
produisent I'IL-12 en réponse a ces stimuli, ce qui renforce la
différenciation vers les cellules Thlqui a leur tour, produisent de
'IFN-y de fagon massive, amplifiant ainsi ['activation des

macrophages et favorisant l'inflammation immunitaire. En effet, les

42



Th1 sécrétent de I'lL-2 et de I'lFN-y . Dans le cadre de la GVHD,
cette polarisation des lymphocytes T vers la voie Thl, sous
l'influence de T-bet et de I'lL-12, amplifie la réponse immunitaire et
contribue au développement de la GVHD (Fowler and Gress, 2000;
Fowler, 2019). Néanmoins, il a été rapporté que I'lFN-y protégeait
contre le développement précoce de la GVHD aprés la HSCT mais

l'aggravait a des moments ultérieurs (Fu et al., 2015).

Les cellules Th2, quant a elles, émergent en réponse a I'lL-4.
L’activation de son récepteur présent sur les lymphocytes T CD4+
naifs va engendrer 'activation de STATS5 qui, a son tour, coopére
avec le facteur de transcription GATA-3 pour promouvoir la
sécrétion d’IL-4 et favoriser ainsi la polarisation Th2. GATA-3 et
STATS5 ont pour role de réguler a la hausse le récepteur T1/ST2 qui
transmet des signaux pour I'lL-33 qui est associée a la fonction de
Th2 (Wei-ping and Flavell, 1997; Fowler, 2019). Les Th2 sécretent
de I'lL-4, de I'lL-5 et de I'lL13. Les Th2 présents dans le greffon du
donneur n’initient pas de GVHD aigué et peuvent réguler le
développement de la GVHD médiée par les lymphocytes T
alloréactifs sans entraver l'allogreffe, ils auraient donc un réle
protecteur (Fowler and Gress, 2000; Zeiser et al., 2007). De plus les
Th2 sont connus pour favoriser une réponse immunitaire orientée
vers des réponses allergiques et la lutte contre les infections

parasitaires.

Concernant, les Thl7, ils nécessitent du TGF-f3, de I'lL-6 et de I'lL-

2 ce qui va entrainer I'expression du facteur de transcription RORyt
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conduisant a leur différenciation (lvanov et al., 2006). Les Thl7
sécrétent de I'lL-17A, de I'lL-17F, du TGF-B, de I'lL-21, de I'lL-22,
de I'lL-23 et de I'lL-6 et sont connues pour induire la GVHD malgré
que l'lL-17A soit connue pour son role protecteur dans la GVHD
aprés une allo-transplantation (Wu and Yu, 2018).

Les Th9, quant a eux, expriment [I'lL-13 qui va induire la
phosphorylation du facteur de transcription STAT1 ainsi que
I'expression du gene IRF1 (facteur régulateur de l'interféron 1) qui,
a son tour, va se lier aux promoteurs de I'lL-9 et de I'lL-21 afin
d’augmenter la sécrétion de ces cytokines par les Th9. Ces cellules
sont également connues pour leur fonction anti-cancéreuse de
maniére dépendante a l'expression d’IRF1 et de I'lL-21. IRF1
semble donc étre une cible pour le contrble de la fonction des Th9
(Végran et al., 2014).

A propos des Th22, ceux-ci se différencient sous l'influence de I'lL-
6, de I'lL-23, de I'lL-1B et du 6-formylindolo[3,2-B] carbazole (FICZ).
Elles expriment également le facteur de transcription RORyt et
sécretent de I'L-22 et du TNF-a. Par contre, le facteur de
transcription T-bet est un facteur de transcription inhibiteur pour les
Th22. L'impact des cellules Th22 sur la GVHD aigué reste débattu.
En effet, d'une part, I'lL-22 a un effet protecteur connu sur les
cellules souches intestinales ce qui rend cette cytokine importante
pour l'intégrité de la barriére intestinale. Mais, d'autre part, I'injection

exogene d'lL-22 aprés la greffe a démontré une augmentation de la
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sévérité de la GVHD aigué dans des modéles murins (Jiang et al.,
2021).

Les Tfh, CD4+CXCR5+, résident dans les organes lymphoides
secondaires et sont essentiels pour réguler le développement
progressif de limmunité des lymphocytes B spécifiques de
I'antigene in vivo et la génération d'anticorps (Fazilleau et al., 2009).
lls se différencient en plusieurs étapes. A commencer par
I'amorcage d’'un lymphocyte T CD4+ naif par une CD. A cette étape,
I'lL-6 va permettre 'augmentation du facteur de transcription BcL6
(B-cell lymphoma 6) dans la cellule en cours de maturation. In fine,
les Tfh sécrétent de I'lL-21 qui est sa cytokine principale. Notons
que I'lL-2 est un inhibiteur de la voie Tth. Cependant les Tfh sont
généralement moins pertinents dans le cadre de la GVHD aigué (Hill
and Koyama, 2020).

Concernant les Tregs, ils expriment les marqueurs extracellulaires
CD4+CD25+ ainsi que le facteur de transcription FOXP3+, codé sur
le chromosome X, dans leur cytosol (marqueur intracellulaire). lls
représentent une sous-population spécifique de lymphocytes T
essentielle pour le maintien de I'hnoméostasie immunitaire (Hori,
Nomura and Sakaguchi, 2003). Plus spécifiquement, ils
représentent 9 a 10 % des thymocytes SP CD4+ humains
(Watanabe et al., 2005) et quittent le thymus avec un phénotype naif
CD45RA+CCR7+. Cependant, la fréquence des Tregs naifs

diminue avec l'age, principalement en raison de linvolution
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thymique (Seddiki et al., 2006). Leur différenciation se fait en
réponse a I'lL-2 et au TGF-p.

Il convient également de souligner qu'une partie des lymphocytes T
a forte affinité pour le soi peut se différencier en Tregs dés leur
développement dans le thymus. Cette différenciation permet aux
Tregs de jouer un rdle majeur dans la régulation de la réponse
immunitaire pour prévenir les réactions auto-immunes excessives
dés leur activation. Apres la stimulation du TCR, la protéine
transmembranaire GARP, possédant un grand domaine
extracellulaire contentant 20 répétitions riches en leucine, se lie et
engendre I'expression de TGF-B1 latent a la surface des Tregs.
Néanmoins, GARP n’est pas suffisant pour induire la production
active de TGF-B1 (Gauthy et al., 2013; Hannon et al., 2014). Par
contre, les Tregs expriment abondamment le récepteur de I'lL-2
(IL2R) de haute affinité -a(CD25)By- et dépendent de I'lL-2 produite
par les cellules T activées. Cette caractéristique basée sur leur
consommation d’IL-2 indique un réle clé concernant leur fonction de
suppression immunitaire. C'est en effet grace a des études
génétiques que I'lL-2 a été identifiée comme étant principalement
utilisée par les Tregs pour réguler les lymphocytes T CD8+ en plus
de leur réle dans le contréle des lymphocytes T CD4+. L'activation
de la voie de signalisation de STAT5 dépendante de I'IL2R est
essentielle a la fonction suppressive des Tregs et ce,
indépendamment des signaux provenant du récepteur d'antigene
des lymphocytes T (Chinen et al., 2016). En outre, les Tregs
possedent également une plasticité car ils peuvent se transformer

en Th17 exprimant le RORyT aprés une activation de STAT3 induite
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par la cytokine inflammatoire IL-6. Notons que la plasticité des
lymphocytes T est particulierement importante au niveau des
Tregs/Th17 (Fowler, 2019).

D’ailleurs, il convient de noter que M. Miyara et ses collaborateurs
ont subdivisé les Tregs en trois populations sur la base de leur
expression de CD45RA ainsi que leur niveau d’expression de
FOXP3 (Miyara et al., 2009). Plus récemment, J. Hua et son équipe
ont observé que les Tregs pouvaient étre séparés en 16 sous-
ensembles distincts sur base d’une analyse en cytométrie en flux et
gu’ils pouvaient, ensuite, étre classés en cinq sous-groupes
génomiques différents (Hua et al., 2015). De plus, V. Schiavon et
son équipe ont démontré que les Tregs pouvaient également étre
subdivisés en cing stades de maturation sur la base d’expression de
CD45RA, CD26 et CD39 a la surface des cellules (Schiavon et al.,
2019). Ainsi, plus précisément, les Tregs naifs sont définis comme
étant CD45RA+CD26+CD39-, tandis que les Tregs mémoires sont
divisés en quatre sous-types majeurs de maturation : M1 (RA-
CD26+CD39-), M2 (RA-CD26-CD39-), M3 (RA- CD26+CD39+) et
M4 (RA-CD26-CD39+) (Ritacco et al., 2021). Il est important de
souligner que la plupart des Tregs circulants (90-95%) sont des
Tregs mémoires et que leurs niveaux sont maintenus tout au long
de la vie (Booth et al.,, 2010). Cette prédominance des Tregs
mémoires dans la circulation suggére un role fonctionnel majeur
dans le maintien de I'hnoméostasie immunitaire.

En effet, chez un individu en bonne santé, les Tregs exercent les

fonctions suivantes (Figure 7) :
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Séquestration de I'lL-2 : les Tregs ont la capacité de capturer I'lL-

2, une cytokine importante pour la survie et la prolifération des
lymphocytes T effecteurs (Teff). En réduisant la disponibilité de
I'lL-2, les Tregs limitent ainsi la prolifération des Teff et
maintiennent, in fine, un équilibre immunitaire.

Libération de substances réqulatrices : les Tregs sécrétent des

molécules telles que I'adénosine et  l'adénosine
monophosphate cyclique (CAMP) qui agissent pour moduler le
métabolisme des Teff. Cette régulation métabolique contribue a
supprimer l'activité¢ des Teff et a maintenir I'hnoméostasie
immunitaire.

Induction de la mort des Teff : les Tregs sont capables d'induire

I'apoptose des Teff en libérant des molécules cytotoxiques telles
gue la perforine et les granzymes. Cette capacité contribue a
supprimer les réponses immunitaires excessives et a maintenir
la tolérance immunitaire.

Blocage de l'activation des Teff : les Tregs expriment les

molécules CTLA-4 de maniere constitutive qui interagissent
avec les molécules de co-stimulation B7 des CPAg matures ce
qui les rend indisponibles pour activer les Teff. Ce mécanisme
empéche l'activation des Teff et contribue a maintenir la
tolérance immunitaire envers les antigenes du soi.

Production de cytokines anti-inflammatoires : les Tregs

produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10, le
TGF-B et I'lL-35. Ces cytokines suppriment l'activité des Teff et

favorisent un environnement immunitaire tolérant.
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Figure 7. Homéostasie et dysrégulation des Tregs. A) Chez un individu en
bonne santé, les Tregs ont la capacité de séquestrer I'L-2, une molécule
importante pour la survie des lymphocytes T effecteurs (Teff). De plus, les Tregs
libérent des substances comme l'adénosine et le cAMP qui modulent le
métabolisme des Teff et qui contribuent & maintenir un équilibre immunitaire. Les
Tregs peuvent également induire la mort des Teff et bloguer leur activation en
interagissant avec les CPA. Enfin, les Tregs produisent des cytokines anti-
inflammatoires telles que I'lL-10, le TGF-B et I'lL-35, qui inhibent I'activité des Teff.
B) Chez un individu ayant un cancer et ayant subi un HSCT, certains
immunosuppresseurs semblent favoriser I'expansion des Tregs par rapport aux
Teff ce qui réduit le risque de réponses alloimmunes (GVHD). Cependant, un
environnement immunodéprimé peut également diminuer la capacité du systeme
immunitaire a détecter et a détruire les cellules cancéreuses résiduelles ce qui
favorise ainsi la rechute. Figure adaptée de (Oparaugo et al., 2023).
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Lors de la HSCT, quelques Tregs sont naturellement présents dans
le greffon du donneur et ceux-ci ont pour role de réguler la GVHD.
Les Tregs représentent 5 a 10 % du compartiment des lymphocytes
T chez la souris et I'nomme. En effet, lorsqu’ils sont déplétés du
greffon, le développement de la GVHD est considérablement
acceléré. Par contre, l'ajout de Tregs isolés au moment de la
transplantation retarde considérablement, voire prévient, la GVHD.
De ce fait, les Tregs peuvent contrdler les réponses alloréactives en
supprimant de maniére précoce l'expansion des lymphocytes T
alloréactifs du donneur et jouent donc un role essentiel dans le
maintien de la tolérance aux antigénes du soi. lIs représentent donc
un outil thérapeutique pour contréler la GVHD lors d'une allogreffe
sans inhiber I'effet GvT médié par les lymphocytes T conventionnels
du donneur (Cohen et al., 2002; Edinger et al., 2003; Hannon et al.,
2014; Guo et al., 2021). Matthias Edinger et son équipe ont, en effet,
démontré le potentiel immunosuppresseur des Tregs pour
supprimer la GVHD sans perdre l'effet GvT bénéfique (Edinger et
al., 2003).

Chez un individu atteint d’'un cancer et ayant subi une HSCT,
certains immunosuppresseurs, comme les inhibiteurs de m-TOR,
agissent sur les voies de signalisation en aval du récepteur a I'lL-2.
Ces médicaments bloquent davantage les Teff, qui dépendent
essentiellement de la voie mTOR, tout en affectant moins les Tregs,
qui utilisent principalement la voie STAT5. Cette différence de

sensibilité favorise l'expansion des Tregs par rapport aux Teff,
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augmentant ainsi le ratio Tregs/Teff et contribuant a réduire le risque
de GVHD en diminuant les réponses allogéniques (Ehx et al., 2021).
Cependant, un environnement immunodéprimé peut également
compromettre la capacité du systeme immunitaire a détecter et a
éliminer les cellules cancéreuses résiduelles (effet GvL). En
conséquence, cela peut favoriser la rechute du cancer en
permettant la survie et la croissance des cellules tumorales
(Oparaugo et al.,, 2023). Néanmoins, dans le contexte de la
transplantation de CSH, les Tregs jouent un r6le dans la prévention
de la GVHD en inhibant les réponses immunitaires excessives
dirigées contre les tissus du receveur. Cette modulation
immunosuppressive des Tregs aide a minimiser l'inflammation et les
dommages tissulaires associés a la GVHD, contribuant ainsi
significativement a I'amélioration des résultats de la transplantation.
Néanmoins, il est important de souligner que, bien que les Tregs
aient un role protecteur en limitant la GVHD, un exces de leur
fonction suppressive pourrait compromettre l'effet GvT. Ainsi,
maintenir un équilibre précis dans l'action des Tregs demeure
essentiel pour optimiser les résultats globaux de la transplantation
(Watanabe et al., 2011; Dekker et al., 2020).

D’autre part, il a également été rapporté qu’une fonction excessive
des Tregs favorise la progression du cancer chez la souris car leur
déplétion induit une régression des tumeurs transplantées en
améliorant les réponses anti-tumorales par les lymphocytes T. I
existe de plus en plus de preuves que les Tregs contribuent
également a la progression du cancer chez 'lhomme (Gauthy et al.,

2013). Cette implication est appuyée par des modéles
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expérimentaux murins de HSCT mal appariées ou la co-infusion de
Tregs avec des lymphocytes T conventionnels favorise la
reconstitution immunitaire post-greffe et prévient la GVHD. De ce
fait, Mauro Di Lanni et son équipe ont évalué l'impact sur la
prévention de la GVHD et la reconstitution immunitaire lors d'une
perfusion précoce de Tregs, suivie de T conventionnels chez 28
patients atteints d’hémopathie maligne ayant subi une HSCT non
appariées. lls ont démontré pour la premiére fois chez 'homme que
le transfert de Tregs prévenait la GVHD en l'absence de toute
immunosuppression post-transplantation, favorisait la reconstitution
de la lignée lymphoide, améliorait I'immunité des patients greffés
face aux pathogénes opportunistes et n'affaiblissait pas I'effet GvT
(Di lanni et al., 2011).

En parallele, la différenciation des lymphocytes T CD4+ naifs en
lymphocytes T mémoires ou effecteurs joue un réle significatif dans
I'immunité contre les agents pathogénes (Figure 8). Une fois qu'une
CPA présente a un lymphocyte T naif l'antigéne pathogene sous
forme de peptide associé aux molécules CMH, les lymphocytes T
vont s’activer, augmenter en nombre (prolifération clonale) et se
différencier ensuite en cellules effectrices qui migreront, a leur tour,
vers le site de linfection pour éliminer I'agent pathogene. Les
cellules effectrices possedent une courte durée de vie tandis que les
cellules mémoires possédent un potentiel de survie a long terme.
Les cellules mémoires peuvent étre localisées soit dans les organes
lymphoides secondaires, a une fréquence moyenne de 20% et

seront nommées lymphocytes mémoires centrales (TCM) ou dans
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les tissus récemment infectés et seront nommées lymphocytes T

mémoires effecteurs (TEM).
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Figure 8. Processus de différenciation des lymphocytes T CD4+. Ceci
implique l'expression de marqueurs spécifiqgues aux différentes étapes de
différenciation. Figure venant de (Golubovskaya and Wu, 2016).

Lors d'une nouvelle expositon a un méme antigéne, les
lymphocytes T mémoires subissent une expansion rapide et
provoquent une réponse immunitaire secondaire plus efficace et
plus rapide par rapport a la réponse immunitaire primaire en
éliminant l'infection (Golubovskaya and Wu, 2016; Rosenblum et al.,
2016; Oparaugo et al., 2023). Les lymphocytes T mémoires
effecteurs terminaux (TEMRA) CD4+ sont, quant a eux, rarement
détectés, comme par exemple chez des individus infectés par le
virus de la Dengue. Chez ces sujets, une expansion avec une

fonction cytotoxique est observée ce qui leur confere un réle de
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protection. Ces résultats ont permis d’établir le fait que certains virus
déclenchent la différenciation terminale des lymphocytes T CD4+
effecteurs en TEMRA CD4+ mettant en évidence un lien entre cette
différenciation et la charge antigénique ou a la persistance de celui-
ci (Weiskopf et al., 2015).

Les lymphocytes T CD8+ naifs se différencient en cellules mémoires
souches (TSCM), en TCM, en TEM et en Teff. Les différents
marqueurs des lymphocytes T CD8+ lors de la différenciation
cellulaire sont la L-Selectine, le CD45R0O, le CD45RA et le CCRY.
La fonction effectrice augmente lors de la différenciation des cellules
T CD8+, tandis que la fonction mémoire et la prolifération diminuent
(Figure 9).
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Figure 9. Processus de différenciation des lymphocytes T CD8+. TN:
lymphocyte T nalf, TSCM : cellules souches mémoires des lymphocytes T, Teff :
lymphocytes T effecteurs. Figure venant de (Golubovskaya and Wu, 2016).

Les lymphocytes T cytotoxiques, quant a eux, sont spécialisés dans

la destruction des cellules infectées par des agents pathogénes et
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des cellules cancéreuses. En plus de ces sous-populations
principales, les lymphocytes T se diversifient davantage en
plusieurs catégories. Les lymphocytes T naifs CD45RA+CCR7+
sont ceux qui n'ont pas encore été exposés a leur antigene
spécifique. Aprés activation, certains lymphocytes T naifs se
différencient en lymphocytes T mémoires, qui sont préts a
engendrer une réponse immunitaire rapide en cas de réexposition a
un antigéne précédemment rencontré. Parmi les lymphocytes T
mémoires, trois sous-populations principales sont distinguées : les
TCM, les TEM et les cellules T mémoires résidentes dans les tissus
(TRM) (Figure 10). Contrairement aux TCM et TEM, qui sont bien
caractérisés, les TRM persistent dans les tissus, ne recirculent pas
dans le sang et fournissent une protection immédiate contre les

pathogenes lors d'une réinfection (Wu et al., 2018).
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Figure 10. Localisation et fonction des différentes sous-populations de
lymphocytes T mémoires (TCM, TEM, TRM). Les fléches indiquent les zones
de recirculation ou de résidence de ces trois types de lymphocytes T mémoires.
Figure adaptée du site https://planet-vie.ens.fr/thematigues/animaux/systeme-
immunitaire/les-lymphocytes-trm-sentinelles-du-systeme-immunitaire
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Les TRM expriment la lectine de type C (CD69), marqueur
d’activation précoce des lymphocytes T et favorisant leur sortie des
ganglions lymphatiques vers les tissus ou ils seront retenus. lIs
expriment également le marqueur CD103, formé par la dimérisation
des sous-unités ae et Bz de lintégrine et qui interagit avec la
cadhérine E exprimée par les cellules épithéliales intestinales
(Carpenter and Bosselut, 2010). Cependant, le phénotype des TRM
est trés hétérogéne en fonction de leur localisation, suggérant que
la différenciation des TRM est influencée par leur environnement
tissulaire. Des TRM dépourvues de CD103 ont été décrites dans
l'intestin, les organes lymphoides secondaires et le foie. D’autres
TRM dépourvues de CD103 et de CD69 ont été décrites dans le
pancréas, les glandes salivaires et le systéme reproducteur féminin
(Cauley and Lefrancois, 2013; Schenkel and David Masopust, 2014;
Mueller and Mackay, 2016). Dés lors, il est concevable que les TRM
du donneur et du receveur puissent influencer le résultat de la
transplantation en facilitant la GVHD ou le rejet du greffon.
Cependant, la proportion de lymphocytes T alloréactifs parmi le
sous-ensemble TRM et la contribution potentielle de telles cellules
apres la transplantation restent & déterminer (Shlomchik et al., 1999;
Michalek et al., 2011; Abken, 2015; Madhusudhanan Sukumar et al.,
2016; Benichou et al., 2017).

Les TCM, caractérisés par le profil d’expression de CD45RA-
CCR7+CD62L+, résident dans la circulation et les organes
lymphoides secondaires qui sont les organes « centraux » ou les

réponses immunitaires se développent. En effet, CCR7 et CD62L
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sont des marqueurs de migration lymphoide. lls se maintiennent a
long terme en se renouvelant de maniere autonome. lls ont donc
une capacité proliférative élevée. Bien qu’ils n’aient pas d’activité
effectrice directe, ils peuvent rapidement se différencier en
lymphocytes T effecteurs en cas de réinfection. lls sont, en effet,
capables de produire de I'lL-2 et des cytokines effectrices lors d’'une
stimulation (Lipp et al., 1999; Gattinoni et al., 2012).

En revanche, les TEM sont caractérisés par le profii CD45RA-,
CCR7- et de CDG62L-. lls circulent entre le sang et les tissus
périphériques tels que les poumons, l'intestin gréle, le célon et la
rate. Les TEM constituent 20 & 50 % du pool de lymphocytes T des
ganglions lymphatiques (Thome et al., 2014). Contrairement aux
TCM, ils possédent des fonctions effectrices plus prononcées en
produisant davantage de cytokines effectrices. En conséquence, ils
agissent de maniére plus rapide et plus efficace que les lymphocytes
T effecteurs, initialement générés lors de la premiéere infection?! (Lipp
et al.,, 1999; Gattinoni et al.,, 2012). Les TEM contribuent a la
réponse immunitaire a long terme et les lymphocytes CD8+
différenciés de maniére terminale en mémoires effectrices
CD45RA+ (TEMRA), caractérisés par [I'expression de
CD45RA+CCR7-, sont, quant a eux, également associés a des
réponses immunitaires rapides. Ces cellules réexpriment le
marqueur de surface des lymphocytes T naifs CD45RA tout en

régulant a la baisse l'expression des marqueurs CCR7, CD62L et

Lhttps://planet-vie.ens.fr/thematiques/animaux/systeme-immunitaire/les-
lymphocytes-trm-sentinelles-du-systeme-immunitaire
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CD28 mais représentent un stade terminal de différenciation
effectrice (Best, 2013; Pearce et al., 2013; Madhusudhanan
Sukumar et al., 2016). En effet, ils ont une capacité de prolifération
plus faible mais des capacités effectrices plus étendues avec une
production élevée d'IFN-y. Les TEMRA, principalement présents
dans lalignée des lymphocytes T CD8+, sont localisés dans le sang,
la rate, la moelle osseuse et les poumons avec une fréquence
moyenne de 30% (Thome et al., 2014; Tian et al., 2017; Martin and
Badovinac, 2018; Jachimowicz and Guenther, 2019; Miron et al.,
2021). Il a été rapporté que la fréequence des TEMRA CD8+ présents
dans le sang et la moelle osseuse augmente avec l'age, en
particulier chez les donneurs séropositifs pour le cytomégalovirus
(CMV) suggérant ainsi que les TEMRA possedent un r6le dans les
infections persistantes (Di Benedetto et al., 2015; Gordon et al.,
2017).

Dans I'ensemble, les lymphocytes T et leurs sous-populations jouent
des rbles spécifiques dans la réponse immunitaire, allant de la
coordination de la réponse immunitaire a la suppression des
réponses immunitaires excessives ainsi qu’a la formation de la
mémoire immunitaire. Cette diversité fonctionnelle est essentielle
pour la protection de l'organisme contre les infections et la

préservation de la tolérance envers les antigenes du soi.
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1.2.2.1.1 Intervention de [I'IL15 dans la phase thymo-
indépendante
L'implication de linterleukine-15 (IL-15) dans la phase thymo-
indépendante de la reconstitution immunitaire constitue un aspect
majeur et complexe de la réponse immunitaire apres une greffe de
CSH. L'IL-15, une cytokine pro-inflammatoire qui joue un réle
essentiel dans la régulation de I'immunité innée et adaptative, est
produite par diverses cellules telles que les cellules dendritiques, les
macrophages et les cellules stromales. Cette cytokine stimule la
croissance et l'activation des lymphocytes T ainsi que des cellules
NK (Sauter et al., 2012).

La phase thymo-indépendante se caractérise donc par une
activation rapide des cellules immunitaires. Elle comprend
I'expansion homéostatique des lymphocytes T matures présents
dans la greffe, en réponse a la lymphopénie et aux niveaux élevés
d'IL-15 et d'IL-7 qui en résultent. Sous I'effet de ces signaux, les
lymphocytes T du donneur identifient rapidement les tissus du
receveur comme des cibles a attaquer (Velardi, Tsai and van den
Brink, 2021). Dans cette phase, I'lL-15 peut jouer un rdle en
stimulant les lymphocytes T du donneur, favorisant leur survie et leur
prolifération ce qui entraine des attaques contre les tissus du
receveur. Cette intervention de I'IL-15 peut donc contribuer a
l'inflammation systémique et aux Iésions tissulaires observées dans
la GVHD aigué (Hagel et al., 2010; Thiant et al., 2010). Cependant,
il convient de noter gu'il existe une controverse dans la littérature

concernant cette corrélation, certaines études ne parvenant pas a
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confirmer une association entre des niveaux élevés d'IL-15 tot aprés
la transplantation et l'apparition ultérieure de la GVHD aigué de
grade Il & IV (Abu-Ghosh et al., 1999; Bolotin et al., 1999; de Bock
et al., 2013).

1.2.2.2 Leslymphocytes B

Les lymphocytes B sont quasiment indétectables pendant un a deux
mois aprés une allogreffe de CSH et finissent par se normaliser
environ un an apres (Figure 11). Concernant la reconstitution d'un
pool normal de lymphocytes B mémoires, celle-ci peut prendre
jusqu'a 2 & 5 ans aprés une allogreffe de CSH et davantage chez
les patients recevant des anticorps monoclonaux anti-CD20 apreés
la transplantation comme par exemple, dans le cadre d’'un
traitement & une infection par le virus d'Epstein-Barr (EBV). Aprés
une transplantation de CSH, les premiers lymphocytes B qui
apparaissent a nouveau dans la circulation sanguine sont identifiés
comme des lymphocytes B transitionnels
(CD19+CD21lowCD38high). Ces cellules, provenant de la moelle
osseuse, vont progressivement acquérir I'expression du marqueur
CD21 pour constituer les précurseurs des lymphocytes B naifs
(CD19+CD21highCD27-). Ceux-ci vont, a leur tour, se différencier
en lymphocytes B mémoires (CD19+CD27+) a la suite d'une
exposition a un antigéne (Ag) (Avanzini et al., 2005; Van Der Maas
et al., 2019; Canti et al., 2021).
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Figure 11. Reconstitution des lymphocytes B apres une transplantation de
cellules souches hématopoiétiques. Schéma hypothétique illustrant la
reconstitution des sous-populations de lymphocytes B apres une greffe de cellules
souches hématopoiétiques. Les premiéres cellules a émerger dans la circulation
sanguine périphérique sont les lymphocytes B transitionnels. Au cours de la
premiere année, une diminution du nombre de lymphocytes B transitionnels est
observée, ceux-ci sont remplacés par des lymphocytes B naifs matures. Ces
derniers se différencient, ensuite, en lymphocytes B mémoires et en plasmocytes.
Figure adaptée de (Van Der Maas et al., 2019).

2. La maladie du greffon contre I’h6te (GVHD)

La GVHD représente la principale complication aprés une HSCT
allogénique, constituant I'une des principales causes de morbidité et
de mortalité, avec une incidence de plus de 10 % des patients
succombant a cette complication (MacMillan et al., 2015;
Nassereddine et al., 2017). Ceci souligne l'importance cruciale
d'une bonne gestion ainsi que d'une prévention efficace de la GVHD

dans le contexte des HSCT.
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Il est essentiel de distinguer la GVHD aigué, qui est une maladie
inflammatoire touchant la peau, le tube digestif et/ou le foie
survenant, le plus souvent, dans les 100 premiers jours suivant une
HSCT allogénique. Tandis que la GVHD chronique, qui est une
maladie évoluant souvent vers la fibrose, débute généralement plus
tardivement. L’incidence de la GVHD aigué atteint les 50 % chez les
patients subissant une HSCT provenant d'un donneur apparenté
avec des HLA compatibles, avec une incidence généralement plus
élevée en cas de donneurs non apparentés (Ferrara et al., 2009;
Murray et al., 2018; Akahoshi et al., 2023). La GVHD chronique
guant a elle, a un taux d'occurrence variant entre 6 % et 80 %
(Atkinson et al., 1990).

2.1 La maladie du greffon contre I’hote aigué

Le diagnostic de la GVHD aigué, souvent confirmé par des biopsies,
repose sur I'évaluation des symptdmes cliniques. La gravité de la
maladie est classée en quatre grades en fonction de l'atteinte des
principaux organes cibles tels que la peau, le foie et le tractus
gastro-intestinal (Harris et al., 2016). Les symptémes cutanés, qui
sont les plus courants lors de la GVHD aigué, se manifestent
habituellement par une éruption maculo-papuleuse, avec une
erythrodermie et la survenue de décollements cutanés dans les cas
les plus séveres. Les atteintes du foie se caractérisent par une
hyperbilirubinémie due a des lésions des petits canaux biliaires qui
se manifestent par une jaunisse (Ball and Egeler, 2008). Les

atteintes gastro-intestinales, quant a elles, se traduisent par des
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symptomes tels que des nausées, des vomissements, de la diarrhée

et des douleurs abdominales.

La classification de MAGIC (Harris et al., 2016) a été établie

concernant la GVHD aigué divisant celle-ci en quatre grades

cliniques globaux basés sur I'atteinte la plus sévére de l'organe cible
(Tableau 1) :

Grade 0 : Pas de stade 1-4 d'aucun organe,

Grade | (Iéger) : Stade 1 a 2 de la peau sans atteinte du foie,

des voies digestives supérieures ou des voies digestives
inférieures,

Grade Il (modéré) : Eruption cutanée de stade 3 et/ou foie de

stade 1 et/ou systéme digestif supérieur de stade 1 et/ou
systeme digestif inférieur de stade 1,
Grade Il (sévere) : Stade 2-3 du foie et/ou stade 2-3 de

I'appareil digestif inférieur, avec stade 0-3 de la peau et/ou
stade 0-1 de l'appareil digestif supérieur,

Grade |V (tres sévere) : Stade 4 de la peau, du foie ou de la

partie inférieure du systeme digestif, avec stade 0-1 de la

partie supérieure du systeme digestif.
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Tableau 1. Score de sévérité de la GVHD aigué selon la classification de
MAGIC. Tableau adapté de (Harris et al., 2016).

Voie digestive inférieure

Peau (érythéme actif Foie Voie digestive (nombre de selles par
Grade uniguement) (bilirubine) supérieure jour)
Absence ou . .
Pas d'éruption active intermittence de Adulte ',<.5OO mI_/]our ou
. . . <3 épisodes/jour
0 (érythémateuse) de la < 2mg/dl nausées, de . )
; Enfant : < 10 ml/kg/jour ou
GVHD vomissements P ;
: . <4 épisodes/jour
ou d'anorexie
. . Nausées, Adulte : 500-999 ml/jour
Eruption maculo-papuleuse vomissements ou 3-4 épisodes/jour
1 <25% de la surface 2-3 mg/dl . Enf - 10 F:)Lg 9 |/]k i
corporelle ou anorexie nfant : 10-19.9 ml/kg/jour
persistants ou 4-6 épisodes/jour
- . Adulte : 1000-1500 ml/jour
Eruption maculo-papuleuse ou 57 épisodes/jour
_ 0, — -
2 25 5%? doerleelalesurface 3.1-6 mg/di Enfant : 20 — 30 ml/kg/jour
P ou 7-10 épisodes/jour
- . Adulte : >1500 ml/jour ou
Eruption maculo-papuleuse >7 épisodesfiour
3 > 50% de la surface 6.1-15 mg/dI - " . p I/kJ i
corporelle Enfant - >30 mifkg/jour ou
>10 épisodes/jour
Erythrodermie généralisée Douleur abdominale
(> 50 % de la surface sévére avec ou sans iléus,
4 corporelle) plus formation >15 mg/dl - ou selles manifestement

bulleuse et desquamation >
5 % de la surface corporelle

sanguinolentes (quel que
soit le volume des selles).

La physiopathologie de la GVHD aigué comprend plusieurs phases

distinctes, et chaque étape joue un réle crucial dans I'amorce et le

développement ultérieur de la maladie. En premier lieu, il y a la

phase d’initiation, suivie de la phase d’induction et, pour terminer, la

phase effectrice (Figure 12).
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A Phase d'initiation B Phase d'induction C Phase effectrice

Conditionnement prégreffe Activation Prolifération et différenciation Tissus ciblesdela GVHD
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Figure 12. Les trois étapes du processus physiopathologique de la GVHD
aigué. A) La phase d'initiation débute avec le régime de conditionnement
préalable a la greffe de CSH causant des lésions tissulaires, en particulier au
niveau intestinal. La libération de cytokines pro-inflammatoires entraine une
surexpression des molécules du CMH, de co-stimulation et d'adhésion,
intensifiant ainsi la présentation d'allo-antigénes par les CPA aux lymphocytes T
CDA4+ et CD8+ du donneur. B) La phase d'induction implique la liaison du TCR et
la co-stimulation conduisant a l'activation et a la prolifération des lymphocytes T.
Lorsque les lymphocytes T alloréactifs proliférent, ils se différencient en plusieurs
sous-populations, sous l'influence des cytokines environnantes. Les lymphocytes
T activés peuvent sécréter des cytokines inflammatoires, exprimer des récepteurs
aux chimiokines et migrer vers les organes cibles de la GVHD aigué. La
production de chimiokines dans les tissus |ésés entraine le recrutement d'autres
types cellulaires (cellules NK, neutrophiles, monocytes) contribuant davantage
ainsi & la GVHD. C) La phase effectrice se caractérise par la destruction des tissus
de I'héte par les perforines, les granzymes, I'lFN-y et le TNF-a, aboutissant aux
manifestations cliniques de la GVHD aigué. Figure adaptée de (Fu, Heinrichs and
Yu, 2014).
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Jetons un regard approfondi sur ces phases pour mieux
appréhender les mécanismes biologiques a I'ceuvre lors de cette

réponse immunitaire aberrante.
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2.1.1 Phase1l:dommages tissulaires et activation des cellules
présentatrices d’antigéne

Pendant la phase d'initiation, le régime de conditionnement de la
HSCT allogénique entraine des lésions tissulaires qui activent les
CPA de [I'héte, telles que les cellules dendritiques et les
macrophages. Ces CPA activées produisent une cascade de
cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-183, I'lL-6, le TNF-a et
I'IL-12, qui induisent, a leur tour, la production d’espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) ainsi que des espéces réactives de l'azote
(RNS) comme le superoxyde, le monoxyde d'azote, les radicaux
hydroxyles, le peroxynitrite et leurs sous-produits. Cette réaction
inflammatoire intense est nécessaire pour initier et réguler la
réponse immunitaire adaptative (Ramadan and Paczesny, 2015).
Les cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1p et le TNF-a
nécessitent des ROS pour leur activation (Ramadan and Paczesny,
2015). En revanche, les cytokines anti-inflammatoires telles que le
facteur de croissance transformant (TGF-), I'lL-10 et I'lL-4 ont la
capacité de réduire les effets des ROS/RNS tout en possédant des
propriétés antioxydantes (Saraiva and O’Garra, 2010). Ces
cytokines participent a moduler [lintensité de la réponse
inflammatoire et a promouvoir la résolution des dommages
tissulaires induits par le conditionnement. Toutefois, il est essentiel
de noter que les interactions complexes entre les cytokines pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires régulent la production de
ROS/RNS et influencent la dynamique de la réponse immunitaire
post-HSCT (Toubai et al., 2016).

66



Le déclenchement de la GVHD est également initiée par la
reconnaissance de motifs associés aux dangers pathogenes
(PAMPs) et aux motifs associés aux dommages (DAMPS) par les
cellules du systéme immunitaire inné. Ces motifs sont détectés par
les récepteurs de reconnaissance de motifs PRR tels que les TLR
qui, via la voie de signalisation NFxB, induisent I'activation des
cellules en modulant I'expression de génes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires, des interférons de type 1, des
chimiokines ou des molécules de co-stimulation qui sont
indispensables pour [l'activation de la réponse immunitaire
adaptative ainsi que les récepteurs cytosoliques de type NLR (NOD)
qui conduisent a la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-
1B % (Tableau 2).

En résumé, les interactions complexes entre les cytokines pro- et
anti-inflammatoires, ainsi que leur influence sur la production de
ROS/RNS, sont essentielles pour moduler la réponse immunitaire
post-HSCT ainsi que pour gérer le risque de GVHD tout en
préservant l'efficacité de la réponse contre les pathogénes et les

cellules cancéreuses résiduelles.

2 https://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/immunite-et-
vaccination/thematiques/immunite-innee-barrieres-naturelles-et-reaction-
inflammatoire/declenchement-de-la-reponse-inflammatoire-role-des-recepteurs-de-
12019immunite-innee
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Tableau 2. PAMPs et DAMPs liés a la GVHD ainsi que leurs voies de
signalisation et leurs effets dans la GVHD. Tableau adapté de (Ramadan and

Paczesny, 2015).

Voie de signalisation

Effet

PAMPs lipopolysaccharide TLR4/MyD88 ou TRIF Aggravation
TLR7 =PRR TLR4/MyD88 Aggravation
Flagelline TLR4/MyD88 Réduction
Microflore intestinale TLR4/MyD88 Aggravation
Peptidoglycane TLR4/MyD88 ou NOD1 Pas encore
étudié
DAMPs ATP NOD2 Aggravation
Protéine S100 NOD2 Aggravation
HMGB-1 TLR2/4/MyD88 Aggravation
Protéine Reg Il Famille IL-22/IL-17/IL-1 Marqueur
intestinal de la
GVHD
HSP CD14/TLR4/MyD88 Aggravation
Sulfate d’héparane TLR4/MyD88 Aggravation
Acide urique NOD2/NLRP3 Aggravation
Elafine NFkB Marqueur
cutané de la
GVHD
Défensines Sécrétées Protection
IL-33 MyD88 Marqueur d’un
traitement
réfractaire a la
GVHD

Les PAMPs tels que les lipopolysaccharides, 'ARN double brin, la
fagelline, les peptides issus du microbiote et le peptidoglycane
produits par des pathogéenes (bactéries, champignons, virus)
induisent la production de cytokines pro-inflammatoires dans les
cellules myéloides et épithéliales via les récepteurs de type toll (ex :
TLR4, TLR7) et les récepteurs avec un domaine de liaison aux
nucléotides (ex : NOD1). Il en résulte une activation de la voie de
différenciation de la protéine cytoplasmique de réponse primaire a
la différenciation myéloide 88 (MyD88) dans les CPA ce qui entraine
leur maturation - expression majorée de HLA et des molécules de
co-stimulation CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) - et augmente, in fine, la
GVHD. En effet, les CPA, en particulier les CD du receveur sont

ainsi sensibilisées par le conditionnement. Cette sensibilisation les
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transforme en capteurs puissants des PAMPs ce qui conduit a leur
activation. Par conséquent, cela entraine une présentation accrue
du CMH aux lymphocytes T.

Les DAMPs tels que la protéine de la boite 1 a haute mobilité
(HMGB-1), 'ATP, les protéines S100, la protéine Reg lll, les
protéines de choc thermique (HSP), le sulfate d’héparane, I'élafine,
les défensines, l'acide urique ou encore IL-33, sont des molécules
qui ne se trouvent normalement pas dans l'espace extracellulaire
qui sont libérées par des cellules endommagées ou stressées et
sont également identifites comme des déclencheurs de
linflammation, et donc favorisent la GVHD aigué. (Holler et al.,
2004; Ramadan and Paczesny, 2015; Toubai et al., 2016; Zeiser,
2019). Effectivement, prenons I'exemple de I'ATP, qui peut aggraver
la GVHD en activant les récepteurs purinergiques (P2X7R). Cette
activation va entrainer un efflux de K+ favorisant 'assemblage de
linflammasome et créer un microenvironnement pro-inflammatoire
par la libération de cytokines (IL-1 et I'lL-18) ce qui va permettre la
migration des lymphocytes T allogéniques, suite a leur activation par
les CPA exprimant P2X7, vers les organes cibles de la GVHD aigué,
principalement la peau, le foie et le tractus gastro-intestinal. Notons
également qu’en plus des récepteurs purinergiques, I'ATP, tout
comme l'acide urique, est capable d’activer l'inflammasome NLRP3
ce qui va engendrer la libération de cytokines pro-inflammatoires
telles que IL-1B conduisant également au développement de la
GVHD (Apostolova and Zeiser, 2016; Zeiser, 2019). In fine, ce

mécanisme engendrera des lésions cellulaires qui amplifieront
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encore davantage la libération de composants intracellulaires. Or,
dans des conditions normales, les niveaux d'ATP sont maintenus
sous contréle par le CD39 qui va métaboliser I'ATP en adénosine
monophosphate (ADP) qui, quant a lui, va étre métabolisé par le
CD73 en adénosine anti-inflammatoire (= axe adénosinergique).
Par contre, lorsque ce systeme est perturbé, la gravité de la GVHD

est accrue.

Les DAMPs, tout comme les PAMPs, activent les CPA de I'héte
telles que les cellules dendritigues et les macrophages qui
présentent a leur tour des allo-antigenes via le CMH de type | ou de
type Il aux lymphocytes T du donneur (Figure 13). Ces CPA peuvent
€également activer les mastocytes, les basophiles, les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales (Kambayashi and Laufer,
2014). Elles jouent donc un réle central dans le déclenchement de
la GVHD aigué étant donné qu’elles sont suffisantes pour activer les
lymphocytes T du donneur (Shlomchik et al., 1999; Duffner et al.,
2004; Zeiser, 2019).
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Figure 13. Les motifs PAMPs et DAMPs déclenchant des réponses
immunitaires innées et adaptatives. Figure adaptée de (Tang et al., 2012).

2.1.2 Phase 2 : activation et prolifération des lymphocytes T

Durant la phase précoce de la GVHD, les lymphocytes T alloréactifs
du donneur présents dans le greffon vont s’activer, proliférer et se
différencier en lymphocytes T effecteurs pour migrer dans les
organes cibles et provoquer la GVHD aigué. En effet, c’est a cette
étape qu’ils vont identifier les tissus du receveur comme étant
étrangers, considérant ceux-ci comme des cibles a attaquer et
déclenchant ainsi une réponse immunitaire destructrice. Cette
réaction peut provoquer une inflammation et des Iésions tissulaires

séveres, touchant principalement la peau, le foie et les intestins.
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Certains facteurs prédictifs de I'apparition d'une GVHD modérée a
sévere comprennent des niveaux plus élevés de disparité HLA, une
discordance de genre entre le donneur et le receveur (Ferrara et al.
2009; Harris et al. 2013). En effet, il existe un risque accru lorsque
le donneur est de sexe féminin et le receveur de sexe masculin
(reconnaissance d’antigénes mineurs liés au sexe), surtout si la
donneuse a été enceinte ou a recu des transfusions sanguines non
déleucocytées (allo-immunisation vis-a-vis d’allo-antigénes
paternels ou des donneurs des dérivés sanguins). En effet,
lorsqu'une femme est enceinte, son systeme immunitaire peut étre
exposé a des antigénes foetaux d’origine paternelle déclenchant
ainsi la production d'anticorps dirigés contre ces antigenes. Dés lors,
en cas d’allogreffe femme - homme, les lymphocytes/anticorps
préexistants de la donneuse peuvent reconnaitre comme étrangers
des antigenes présents et déclencher ainsi une réaction allo-
immunitaire de rejet. D'autres facteurs de risque existent tels qu’un
age avanceé tant chez le donneur que chez le receveur (systeme
immunitaire moins tolérant), le recours aux cellules souches
périphériques (plus riche en lymphocytes T), l'allo-immunisation du
donneur, ainsi que la présence d'anticorps dirigés contre le
cytomégalovirus et le virus d'Epstein-Barr (Gale et al., 1987; Kumar
etal., 2018). C’est pourquoi la déplétion des lymphocytes T présents
dans le greffon du donneur pourrait sembler étre la maniere la plus
efficace de prévenir la GVHD aigué. Au contraire, I'administration de
lymphocytes T en prévention ou en traitement de la rechute post-
transplantation induit souvent une GVHD aigué (Ho and Soiffer,
2001).
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La phase d'activation et de polarisation des lymphocytes T par les
CPA implique trois signaux simultanés d'activation (Figure 14). Le

premier signal résulte de linteraction entre le TCR et le CMH

présentant un peptide antigénique. Le deuxieme signal implique une

co-stimulation générée par les interactions entre les molécules
présentes sur les CPA telles que CD80/CD86, CD40, OX40L, ICOS-
L et les molécules correspondantes présentes sur les lymphocytes
T, & savoir CD28, CD40L, OX40, ICOS. Et enfin, le troisieme signal

consiste en [l'activation des lymphocytes T par des cytokines

sécrétées soit de maniéere autocrine par les lymphocytes T (1I-2) ou
soit de maniére paracrine par les CPA (IL-12) qui ont pour role
d’assurer la prolifération, la différenciation et la survie des

lymphocytes T alloréactifs.

IFN+y, IL-12 = Th-1
IL-4, IL-5 = Th-2
IL-2

TGF-B = Tregs

Figure 14. Activation des lymphocytes CD4+ et CD8+ par les CPA. Le TCR
identifie de maniére spécifique le complexe formé par une molécule de CMH
associée a un peptide antigénique exposé a la surface des CPA. Le CMH-I,
présent sur toutes les cellules nuclées (donc pas sur les érythrocytes) et le CMH-
II, dont I'expression est induite et limitée aux CPA telles que les
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B et les
cellules épithéliales thymiques. Les peptides antigéniques liés aux molécules de
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CMH-II proviennent de composants protéiques du milieu extracellulaire
internalisés dans des vacuoles, tandis que ceux liés aux molécules de CMH-I
résultent de la dégradation des protéines cytosoliques. Les lymphocytes T CD8+
sont spécialisés dans la reconnaissance des molécules du CMH-I, tandis que les
lymphocytes T CD4+ ciblent celles du CMH-II. L’interaction entre le CMH-I et le
TCR déclenche l'activation du lymphocyte T CD8+ naif. Ce dernier entre alors
dans un cycle de division cellulaire, libérant de I'lL-2 en abondance, un facteur clé
de la prolifération lymphocytaire. A la suite de cette phase d'expansion clonale,
les lymphocytes T se différencient en effecteurs sous linfluence paracrine
d'autres cytokines. La différenciation des lymphocytes T CD4+ naifs est modelée
par l'interaction spécifiqgue entre le CMH-II et le TCR, ainsi que par l'influence
paracrine des cytokines produites par les CPA. De ce fait, les CPA rencontrées
par les lymphocytes T CD4+ naifs jouent un réle crucial dans la formation des
sous-populations lymphocytaires (Thl, Th2, Thl7 et Tregs). Figure adaptée de
https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2020-9-2/t-lymphocyte-
immunophenotyping-using-multicolor-flow-cytometry

2.1.3 Phase 3 : migration et effets

Aprés leur activation, les lymphocytes T vont effectuer une migration
progressive des organes lymphoides secondaires vers les tissus
cibles de la GVHD par chimiotactisme. Ce processus implique des
interactions entre les molécules de sélectine, d'intégrine et les
récepteur des chimiokines. En effet, pour quitter les ganglions
lymphatiques, les lymphocytes T vont réduire l'expression de L-
sélectine (CD62L) ainsi que le niveau d’expression du récepteur de
chimiokines CCRY7 et, en parallele, augmenter lI'expression du ligand
de P-sélectine (PSGL1). Cela a pour but de favoriser le roulement
sur I'endothélium vasculaire exprimant la P-sélectine, permettant
ainsi la sortie des lymphocytes T depuis la circulation sanguine vers

les tissus enflammés (Wysocki et al., 2005).

La migration des lymphocytes T est fortement influencée par les

récepteurs de chimiokines présents a leur surface, par le gradient
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de chimiokines généré par les lésions tissulaires induites par le
régime de conditionnement et par les cytokines inflammatoires. Ces
signaux, combinés a l'augmentation des récepteurs de chimiokines,
régulent le trafic et I'noméostasie des lymphocytes T dans divers
tissus. Par exemple, le récepteur de chimiokine C-C de type 9
(CCR9) favorise 'homéostasie dans l'intestin et la peau, tandis que
CCR4 et CCR10 dirigent la migration vers la peau. CXCR3, quant a
lui, recrute des lymphocytes T avec un profil Thl vers les sites
inflammatoires tels que la peau, le foie et le tractus gastro-intestinal.
Son inhibition a d’ailleurs montré une réduction de la gravité de la
GVHD (Castor, Pinho and Teixeira, 2012).

Une fois infiltrés dans les tissus, les lymphocytes T alloréactifs du
donneur induisent des Iésions directes par activité cytotoxique ou
indirectes en recrutant d'autres leucocytes tels que les cellules NK,
les neutrophiles et les macrophages. L'activité cytotoxique des
lymphocytes T implique la libération d'enzymes lytiques (perforine
et granzyme) ou I'activation de la voie de signalisation Fas/FasL. La
prédominance de la voie Fas/FasL est observée dans la GVHD
hépatique, tandis que la voie impliquant la libération de perforine et
de granzyme peut étre prédominante dans la GVHD cutanée et
gastro-intestinale. Les cellules NK recrutées contribuent a induire
des |Iésions cellulaires en sécrétant des cytokines pro-
inflammatoires et en augmentant les Iésions tissulaires médiées par
les lymphocytes T. Les médiateurs solubles de [linflammation

produits par les leucocytes participent également a soutenir la
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boucle inflammatoire, difficile & contréler une fois initiée (Van den
Brink and Burakoff, 2002; Ferrara et al., 2009).

2.2 Prévention

Pour réduire le risque potentiel de développer une GVHD aigué, les
médecins utilisent des médicaments immunosuppresseurs pour
controler l'activité des lymphocytes T et atténuer ainsi la réponse
inflammatoire. Cependant, une inhibition immunitaire excessive
peut également compromettre la capacité du patient a combattre les
infections et favoriser une rechute de la maladie via une perte de
I'effet GvL, posant ainsi un défi délicat dans la gestion de I'équilibre
entre la GVHD et le maintien de l'immunité contre les infections. La
compréhension des mécanismes de régulation des lymphocytes T
ainsi que leur interaction avec d'autres cellules immunitaires est
donc déterminante pour développer des stratégies de traitement
plus ciblées et efficaces dans la prévention et le traitement de la
GVHD.

A T'heure actuelle, des inhibiteurs de la calcineurine, tels que le
tacrolimus (Tac) et la ciclosporine (CyA), constituent des piliers de
cette stratégie. Associés au sérum  anti-lymphocytaire
(antithymocyte globulin-ATG) et a un antimétabolite tel que le
meéthotrexate (MTX) ou le mycophénolate mofétil (MMF), ils sont
freguemment utilisés dans les greffes de CSH HLA-identiques.
L'introduction récente du cyclophosphamide (PTCy) en post-

transplantation associé a un inhibiteur de la calcineurine et a un
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antimétabolite a révolutionné la prophylaxie offrant ainsi de
nouvelles perspectives pour les greffes haplo-identiques
apparentées et élargissant les possibilités dans les greffes HLA-
identiques (Gooptu and Antin, 2021). Donc, en cas de greffe haplo-
identique ou non-familiale avec une discordance dans le profil HLA,
la prévention consiste en 'administration de PTCy avec un inhibiteur
de la calcineurine ainsi qu’un antimétabolite. Et finalement, lorsqu’il
s’agit de greffe de sang de cordon, on privilégie 'administration d’'un
inhibiteur de la calcineurine avec du MMF (Nelli Bejanyan et al.,
2016).

3. Traitements de la GVHD

La gestion de la GVHD représente un défi majeur dans les greffes
de CSH allogéniques. Face a cette complexité, divers traitements et
approches prophylactigues ont émergés pour atténuer les effets
dévastateurs de la GVHD tout en préservant I'effet bénéfique de la
greffe. Des avancées significatives dans la compréhension de la
pathogenése de la GVHD ont conduit au développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques, offrant ainsi de I'espoir pour
une meilleure qualité de vie et des résultats plus positifs pour les
patients. Découvrons ensemble les approches novatrices qui

faconnent I'avenir de la prise en charge de la GVHD.
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3.1 Les traitements standards

Le traitement standard de la GVHD aigué repose principalement sur
l'utilisation de corticostéroides tels que la prednisone ou la
méthylprednisolone, considérés comme le traitement initial de
premiere intention. Ces agents anti-inflammatoires stéroidiens
régulent la réponse immunitaire, réduisant ainsi l'inflammation et
supprimant l'activité des lymphocytes T effecteurs chez le receveur,
lesquels sont impliqués dans le déclenchement de la GVHD.
Cependant, il est important de noter que bien que les
corticostéroides soient efficaces chez de nombreux patients,
environ 50 % d'entre eux ne répondent pas de maniére optimale a
ce traitement initial ce qui peut conduire au développement d'une
forme de la maladie appelée GVHD réfractaire aux stéroides (Van
Lint et al., 2006; Martin et al., 2012; Martini, Chen and DeFilipp,
2022).

3.2 Les inhibiteurs Janus Kinases (JAKS)

Depuis peu, le traitement standard de deuxieme ligne de la GVHD
concerne les inhibiteurs de Janus kinases (JAK) et plus
particuliéerement le Ruxolitinib. Les JAK sont des tyrosines kinases
intracellulaires responsables de la transmission des signaux
provenant de divers récepteurs de cytokines qui sont situés a la
surface des cellules immunitaires. Cette transmission s'effectue par
la phosphorylation des protéines STAT (protéines de transduction

du signal et activateurs de la transcription) qui sont présentes a
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I'intérieur de la cellule. Une fois phosphorylées, les protéines STAT
(pSTAT) se déplacent vers le noyau cellulaire. C’est a ce niveau
gu’elles vont se lier aux activateurs et promoteurs afin de réguler la

transcription des génes cibles (Harrison, 2012).

3.2.1 Lavoie de signalisation JAK-STAT

La voie JAK/STAT a été identifiée au début des années 1990 et
forme une famille de molécules de signalisation rapide de la
membrane au noyau intervenant en aval de plus de 50 récepteurs
aux cytokines. En effet, les JAK phosphorylent les protéines STAT
intracellulaires en réponse a des signaux extracellulaires tels que
des cytokines et facteurs de croissance qui, in fine, vont influer sur
le développement, la prolifération, la différenciation, l'activation de
diverses cellules immunitaires impliquées dans la pathogenése de
la GVHD telles que les cellules dendritiques, les macrophages, les
cellules T, les cellules B et les neutrophiles (Figure 15) ainsi que sur
la migration cellulaire et I'apoptose (Abboud et al., 2020; Hu et al.,
2021). Dés lors, la voie JAK/STAT joue un role clé dans la GVHD
au travers des différents acteurs cités ci-dessus (Sugimoto et al.,
2003; Heine et al., 2013; Jackson et al., 2016). Effectivement, les
JAK sont des régulateurs clés du développement de I'hématopoiese
et de la fonction des cellules immunitaires ce qui positionne ainsi la
voie de signalisation JAK/STAT comme étant stratégique pour
influencer les trois phases de la pathogenése de la GVHD dans le
cadre du traitement de conditionnement, de [activation des
lymphocytes T allogéniques du donneur apreés la greffe de CSH et,

enfin, de la migration des cellules immunitaires responsables, in
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fine, des dommages tissulaires (Schroeder et al., 2018; Mahuzier et
al., 2020).

~ ltacitinib (JAK1)

= Ruxolitinib (JAK1/JAK2)

~ Baricitinib (JAK1JAK2)
]

Figure 15. Réle du systéme JAK/STAT dans la GVHD. En haut : Modéle en
trois étapes illustrant la GVHD aigué. En bas : Les fleches avec des tétes plates
indiquent l'inhibition des JAK par I'ltacitinib (en orange), le Ruxolitinib (en rouge)
et le Baricitinib (en vert), soulignant les interventions spécifiques de ces inhibiteurs
dans le contexte de la GVHD. Figure de (Abboud et al., 2020).
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De maniére plus détaillée, l'activation intracellulaire de la voie
JAK/STAT se déclenche lorsque la liaison du ligand induit la
multimérisation des sous-unités du récepteur. Certains ligands tels
gue l'érythropoiétine (EPO) ou le GM-CSF forment des sous-unités
de récepteur liees en tant qu'homodimeres tandis que d'autres
ligands comme les interférons ou les interleukines génerent des
sous-unités de récepteur sous forme d'hétéromultimeres.
Concernant la propagation du signal, les domaines cytoplasmiques
de deux sous-unités du récepteur, qu'il s'agisse d’homodimeres ou
d'hétéromultiméres, doivent s'associer aux tyrosines kinases JAK
(Figure 16) (El Jammal et al., 2019).
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Figure 16. Activation de la voie de signalisation JAK/STAT. Lorsque le ligand
cytokinique se lie au récepteur, cela déclenche l'autophosphorylation et la
transphosphorylation des protéines JAK. Ces événements conduisent a la
phosphorylation des STAT, provoquant leur dimérisation. Le dimére résultant est,

81



ensuite, transporté dans le noyau cellulaire ou il se lie aux promoteurs des genes
cibles, stimulant ainsi leur expression. Figure provenant de (El Jammal et al.,
2019).

La voie de signalisation JAK/STAT offre donc un mécanisme direct
pour traduire un signal extracellulaire en une réponse
transcriptionnelle. Une fois activée par phosphorylation dans le
cytoplasme, les STAT vont migrer vers le noyau ou les dimeres de
STAT vont se lier a des séquences régulatrices spécifiques pour
activer ou réprimer la transcription de génes cibles (Rawlings,

Rosler and Harrison, 2004).

La famille JAK se compose de 4 membres : JAK1, JAK2, JAK3 et
TYK2 (protéine tyrosine kinase non réceptrice). Parmi eux, JAK1,
JAK2, et JAK3 sont particulierement pertinents dans le cadre de la
GVHD, tandis que TYK2 semble jouer un réle moins important dans
ce contexte (Cetkovic-Cvrlje et al., 2001; Choi et al., 2012; Okiyama
et al., 2014; Spoerl et al., 2014). Plus précisément, JAK1 participe a
la transduction des signaux de I'lL-2, IL-6, IL-7, IL-21, INFa et IFN-y
; JAK2 intervient dans la transduction des signaux de I'lFN-y, IL-6,
IL-12, IL-23 et GM-CSF, ainsi que d'EPO et de thyroperoxydase
(TPO) ; et JAK3 est impliqué dans la transduction des signaux de
lIL-2, IL-4, IL-7 et IL-21. La famille STAT, quant a elle, compte sept
membres a savoir STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a,
STATS5b et STAT6 (Figure 17) (El Jammal et al., 2019).
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Figure 17. Cytokines et récepteurs JAK/STAT. L’activation des JAK induit la
phosphorylation des STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 et STAT6)
ce qui conduit a I'activation de différentes fonctions cellulaires. Figure adaptée
de (El Jammal et al., 2019).

Chaque JAK est donc activée par plusieurs cytokines, avec un
certain chevauchement dans les effets en aval qui vont activer, a
leur tour, des STAT spécifiques dont les effets peuvent également
se chevaucher ou parfois étre compétitifs pour des genes

spécifiques (Tableau 3).
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Tableau 3. Récepteurs de cytokines et les voies JAK/STAT associées. EPO :
érythropoiétine ; MPL : oncogéne du virus de la leucémie myéloproliférative.
Tableau adapté de (Abboud et al., 2020).

Cytokines JAKs STATs
IFN-y JAK1/JAK2 STAT1/STAT1
IFN-o/f JAKL/TYK2 STAT1/STAT2
IL-6 JAK1/JAK2 STAT3/STAT3
IL-12 JAK2/TYK2 STAT4/STATA
IL-3 JAK2/JAK2 STAT5a/STATS5b
GM-CSF JAK2/JAK2 STAT5a/STATS5b
IL-2 JAK1/JAK3 STAT5a/STATS5b
IL-4 JAK1/JAK3 STAT6/STAT6
IL-13 JAK1/JAK3 STAT6/STAT6
EPO JAK2/JAK2 STAT3/STATS
MPL JAK2/JAK2 STAT3/STATS

Des études préclinigues sur modeles murins ont montré que
I'inhibition sélective de JAK1 avec I'ltacitinib (Zeiser et al., 2022; Etra
et al., 2023) ainsi que des JAK1/2 avec le Ruxolitinib (Spoerl et al.,
2014; Zeiser et al., 2020; Kim et al., 2022) ou le Bariticinib (Kim et
al., 2022) pouvait réduire la gravité de la GVHD tout en préservant
I'effet GvL. Ces résultats, qui seront présentés plus en détail dans
le prochain paragraphe, suggérent que la modulation de la voie
JAK/STAT pourrait constituer une stratégie prometteuse pour
atténuer les complications post-greffe en régulant les réponses
immunitaires. En effet, ces études ont confirmé que la modulation
de la voie JAK/STAT est une stratégie efficace pour prévenir la
GVHD tout en maintenant une réponse anti-leucémique efficace
(Choi et al., 2014; Carniti et al., 2015; Schroede et al., 2018).

3.2.2 Les inhibiteurs JAK
Il est important de noter que l'inhibition de la voie JAK/STAT peut

également compromettre la réponse immunitaire normale en
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augmentant le risque d'infections et de cytopénies (Banerjee et al.,
2017).

Le Ruxolitinib est un inhibiteur de la voie de signalisation JAK1/2

utilisé  initialement comme traitement des syndromes
myéloprolifératifs comme la myélofibrose. Cependant, au cours des
cing dernieres années, le Ruxolitinib est devenu également le
traitement standard de deuxiéme ligne tant de la GVHD aigué que
de la GVHD chronique. Ceci a principalement été possible grace
aux études cliniques réalisées par R. Zeiser et son équipe. Avant
cela, dans des modeles précliniques murins, c’est I'équipe de S.
Spoerl qui a mis en évidence l'efficacité du Ruxolitinib dans le cadre
de la GVHD aigué. En effet, ils ont démontré que I'utilisation du
Ruxolitinib entrainait une réduction de la prolifération des
lymphocytes T effecteurs, une suppression de la production de
cytokines pro-inflammatoires en réponse a l'allo-antigene chez la
souris ainsi qu’'une augmentation de la fréquence des Tregs. In vivo,
l'inhibition de la voie de signalisation JAK1/2 a permis d’augmenter
la survie des souris développant une GVHD aigué en réduisant la
classification histopathologique de la GVHD, le niveau sérique des
cytokines pro-inflammatoires et I'expansion des lymphocytes T
alloréactifs tout en augmentant le nombre de Tregs. Ceci s’explique
par le fait que le Ruxolitinib inhibe la phosphorylation de STAT3 qui
de base inhibe la formation de Treg a partir de lymphocytes T CD4+
naifs. De plus, il a également été démontré que le Ruxolitinib bloque
la différenciation des lymphocytes T CD4+ en cellules produisant de

I'lFN-y et de I'lL-17A ; deux phénotypes de cellules T associés a la
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GVHD. Sur base de ces résultats, cette méme équipe, dans un
second temps, a réalisé une étude clinique sur 6 patients atteints
de GVHD réfractaire aux stéroides avec du Ruxolitinib. Tous les
patients ont répondu en termes d’amélioration des symptémes
cliniques de la GVHD et ont présenté des niveaux sériques de
cytokines pro-inflammatoires moindre. Le Ruxolitinib permet donc
de supprimer la production de cytokines pro-inflammatoires qui sont
médiatrices de lésions tissulaires responsables de la pathogenése
de la GVHD tout en favorisant 'augmentation des Treg qui ont un
réle dans la tolérance immunitaire (Spoerl et al., 2014). Une autre
étude menée par E. Huarte et son équipe a également mis en
évidence que l'inhibition de la voie de signalisation JAK1/2 par le
Ruxolitinib lors d’une greffe xénogénique entrainait une diminution
significative de l'activation des lymphocytes T alloréactifs ainsi
qgu’'une infiltration dans les poumons et la peau permettant de
conclure a une amélioration des symptémes de la maladie résultant
d'une modulation immunitaire ciblée via l'inhibition de la voie de
signalisation JAK (Huarte, Peel, Juvekar, Dubé, et al., 2021). De ce
fait, plusieurs études ont été réalisées et tendent vers cette méme
conclusion que le Ruxolitinib permet de réduire le développement
de la GVHD (Khandelwal et al., 2017; Maldonado et al., 2017; Socié
et al., 2021) et ce, tout en conservant I'effet GvT d’aprés une étude
menée par C. Carniti et son équipe sur une lignée cellulaire A20
(dérivée d'un néoplasme spontané des cellules du réticulum d’une
souris BALB/cAnN) et RMB-1 (leucémie érythroide de la souris)
(Carniti et al., 2015). Ensuite, R. Zeiser et ses collaborateurs ont

démontré que le Ruxolitinib inhibait de maniére significativement
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remarquable la GVHD chronique dans des modeles murins. Sur
cette base, ils ont donc partagé leurs observations avec d'autres
spécialistes de la transplantation et, étant donné qu’a cette époque,
le Ruxolitinib était déja disponible pour le traitement de la
myélofibrose, plusieurs greffeurs ont donc testé ce traitement dans
le cadre d’études cliniques sur la GVHD réfractaire. Par la suite, ils
ont publié une étude rétrospective dans laquelle 19 centres de
transplantation de cellules souches en Europe et aux Etats-Unis ont
rapporté les résultats de 95 patients ayant recu du Ruxolitinib
comme traitement de deuxiéme ligne de la GVHD réfractaire aux
corticostéroides (RS-GVHD) avec un nombre médian de trois
traitements antérieurs avant l'administration du Ruxolitinib. Les
patients ont été classés en deux groupe : les patients ayant une RS-
GVHD aigué (n = 54, tous de grade Ill ou IV) ou les patients ayant
une RS-GVHD chronique (n = 41, tous de grade Il ou lll). Les
patients ayant une RS-GVHD aigué ont présenté un objectif de
réponse global (ORR) de 81,5% dont 46,3% de réponses complétes
tandis que pour les patients ayant une RS-GVHD chronique, 'ORR
était de 85,4%, avec une majorité de réponses partielles (78%) et
quelques réponses completes (7,3%). Seulement 14,6% des
patients n'ont pas répondu au traitement. Parmi les patients ayant
répondu au Ruxolitinib, le taux de rechute pour ceux atteints d’'une
RS-GVHD aigué était de 6,8% et de 5,7% pour ceux atteints de RS-
GVHD chronique. La survie a 6 mois était de 79% pour les cas de
RS-GVHD aigué et de 97,4% pour les cas de RS-GVHD chronique.
Notons néanmoins que la survenue de cytopénies (RS-GVHD
aigué : 55,6%, RS-GVHD chronique : 17,1%) et de réactivations du
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CMV (RS-GVHD aigué : 33,3%, RS-GVHD chronique : 14,6 %) ont
été observées pendant le traitement par le Ruxolitinib chez les
patients atteints de RS-GVHD. L’efficacité du Ruxolitinib a donc été
prouvée notamment en mettant en évidence ses puissantes
propriétés anti-inflammatoires et pourrait donc constituer une
nouvelle option thérapeutique prometteuse pour les RS-GVHD
(Zeiser et al., 2015). Ensuite, R. Zeiser et son équipe ont réalisé un
essai de phase Ill multicentrique et randomisé (NCT02913261) dans
le but de comparer l'efficacité et la seécurité du Ruxolitinib oral (10
mg deux fois par jour) par rapport au traitement standard choisi par
I'investigateur parmi une liste de neuf options couramment utilisées
(contr6le) chez des patients agés de 12 ans ou plus ayant présenté
une RS-GVHD aigué aprés une greffe de CSH. Le critere
d'évaluation principal était 'TORR (compléte ou partielle) au 28¢€ jour
et au 56° jour. Au total, 309 patients ont été randomisés ; 154
patients ont été assignés au groupe Ruxolitinib et 155 au groupe
contrdle. L'ORR au 28¢ jour était plus élevée dans le groupe traité
par Ruxolitinib que dans le groupe controle (62%contre 39%).
L’ORR au 56¢ jour était également plus élevée dans le groupe traité
par Ruxolitinib que dans le groupe contrble (40% contre 22%). La
survie médiane sans rechute a été considérablement plus longue
avec le Ruxolitinib qu'avec le groupe contrdle (5 mois contre 1 mois).
La médiane de survie globale était de 11,1 mois dans le groupe
traité par Ruxolitinib et de 6,5 mois dans le groupe contrdle. Les
effets indésirables les plus fréquents jusqu'au 28¢ jour étaient la
thrombocytopénie (33% dans le groupe Ruxolitinib et 18% dans le

groupe contrdle), I'anémie (30% dans le groupe Ruxolitinib et 28%
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dans le groupe contréle) et l'infection par le CMV (26% dans le
groupe Ruxolitinib et 21% dans le groupe contrdle). Le Ruxolitinib
s’avere donc étre une thérapie efficace contre la GVHD.
Effectivement, il a permis d’obtenir des améliorations significatives
en termes d'efficacité méme s’il présente, néanmoins, une incidence
plus élevée de thrombocytopénie ainsi qu’une réactivation du CMV
(Zeiser et al., 2020). A partir de cette étude de phase Ill, le
Ruxolitinib a été reconnu comme traitement standard de la GVHD

aigué réfractaire.

Le Batriticitinib est un inhibiteur de JAK1/2 utilisé dans le cadre de la

prévention de la GVHD aigué. Il a été initialement concu pour le
traitement des maladies inflammatoires comme la polyarthrite
rhumatoide. Néanmoins, il a été rapporté qu’il pouvait également
prévenir la GVHD. Bien que le Bariticinib possede une action
similaire au Ruxolitinib dirigée contre JAK1/2, il présente une
meilleure prévention de GVHD chez la souris par rapport a ce
dernier, ceci est d0 a une augmentation associée des Tregs ainsi
gue de pSTATS. En effet, la survie et la prolifération des Tregs
nécessitent une activation de la signalisation JAK1/3 et de STAT5
qui est dépendante de I'lL2R. Or, étant donné que JAK3 n’est pas
ciblé par le Baricitinib et que cette voie de signalisation est
essentielle pour l'augmentation des Tregs apres une allo-HSCT, |l
semblerait qu’in fine, il y ait une meilleure prévention de la GVHD
avec ce traitement (Kim et al., 2022). L’étude in vivo sur souris
menée par S. Kim et son équipe a démontré une amélioration

significative de la prise de greffe avec un chimérisme complet du
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donneur dans les groupes traités par Baricitinib par rapport au
groupe témoin ainsi qu'une meilleure récupération des cellules
sanguines (globules blancs, lymphocytes et plaquettes), une
réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires et donc,
in fine, du développement de la GVHD (Kim et al., 2022). Une autre
étude menée par J. Choi et son équipe a été réalisée in vivo pour
tester le Baricitinib comme traitement de la GVHD. Pour ce faire, le
Baricitinib a été administré d’'une part a 200 pg/jour et d’autre part a
400 pg/jour aux souris, une fois seulement la GVHD étant
cliniguement apparente (jour 10 post-xénogreffe). La survie globale
observée a été de 100% et les scores cliniques de GVHD ont été
réduits. Au 27¢ jour, il a été démontré que la dose la plus élevée de
Baricitinib a entrainé une récupération nettement améliorée du
nombre de cellules sanguines (globules blancs, lymphocytes et
plaquettes), un chimérisme complet du donneur et une
augmentation du nombre de Tregs en préservant la voie de
signalisation JAK3/STAT5 qui est régulée a la baisse par
I'expression de CXCR3 ainsi que par les Thl et les Th2 et ce, tout
en préservant la prolifération des lymphocytes T activés par les
CPA. Concernant l'effet GvL, le Baricitinib semble conserver cet
effet. Celui-ci a été évalué grace a l'injection de cellules A20 en
méme temps que des cellules provenant de la moelle osseuse
appauvries en lymphocytes T a des souris BALB/c irradiées. Onze
jours plus tard, le temps que la leucémie se développe, les souris
ont subi une infusion retardée de lymphocytes T du donneur (donnor
lymphocyte infusion — DLI). Les résultats obtenus ont démontré que

le Baricitinib seul (en l'absence de lymphocytes T du donneur)
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n‘avait pas inhibé la croissance tumorale. Par contre, le Baricitinib a
renforcé les effets GvL, c’est-a-dire une diminution significative de
la charge tumorale leucémique pour les souris ayant recu les
lymphocytes T du donneur en plus du Bariticitinib par rapport aux
souris contrdle n’ayant regcu que les cellules A20 avec les
lymphocytes T du donneur sans traitement. Des lors, ils ont mis en
évidence que le Baricitinib permettait de réduire I'expression du
CMH de type Il, de CD80/86 et de PD-L1 sur les CPA de I'néte. De
maniére remarquable, le Baricitinib renforce donc les effets GvL et
ce, en réduisant I'expression de PD-L1 dans la tumeur (cellules
A20). Ces observations indiquent que I'utilisation d'inhibiteurs de
JAK1/2 tel que le Barcitinib dans la prophylaxie de la GVHD pourrait
donc constituer une stratégie visant a réduire la nécessité d'agents
immunosuppresseurs potentiellement responsables de la rechute
de la maladie, de la morbidité et de la mortalité aprés une HSCT
(Choi et al., 2018). Par la suite, une étude clinique de phase | a été
réalisée par M. Schroeder et son équipe regroupant 24 patients
traités par Baricitinib soit 2mg ou soit 4mg (n=12/cohorte) par voie
orale quotidiennement du jour -3 au jour +100 HSCT, suivi d'une
réduction progressive de ce traitement. Tous les sujets ont donc
recu une prophylaxie standard pour le traitement de la GVHD avec
du Tac et du mini-MTX +/- Thymoglobuline (n=19) ou du PTCy post-
transplantation avec du MMF et du Tac (n=5). La mortalité liée au
traitement au jour 180 était de 8%. L'incidence globale de
développer une GVHD aigué de grade Il - IV a tout moment était de
12,5% (deux de ces cas sont survenus apres l'arrét du Baricitinib).

Le seul cas de GVHD aigué de grade Ill qui a été observé au jour
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21 (cohorte 4 mq) était une GVHD localisée dans la partie inférieure
du tube gastro-intestinal mais répondant aux stéroides et qui n'est
pas réapparue avec la diminution de l'immunosuppresseur et l'arrét
de Baricitinib. Une GVHD de grade Il - IV est survenue dans 33%
des cas. Deux cas étaient réfractaires aux stéroides (un dans la
cohorte 2 mg et un dans la cohorte 4 mg). Tous les cas rapportés
de GVHD aigué de grade Il ont répondu aux stéroides. Par contre,
tous les sujets de la cohorte 4mg de cette étude ont présenté une
embolie pulmonaire. L'incidence de la rechute de la maladie & un an
était de 21% avec 2 rechutes dans la cohorte 2 mg et 3 dans la
cohorte 4 mg. La survie globale a un an était de 70%. La survie sans
rechute de la GVHD a un an était de 33%. In fine, le Baricitinib utilisé
dans le cadre d’une allogreffe HLA appariées a permis de contréler
le développement de la GVHD. Effectivement, les patients de cette
étude ont présenté de faibles taux de GVHD aigué de grade IlI/IV
pendant ce traitement (Schroeder et al. 2022). Par contre,
contrairement au Ruxolitinib, le Baracitinib n’est pas utilisé en
clinique dans le cadre de la prévention de la GVHD en post-greffe a
'exception de quelques études dont certaines présentées ci-

dessus.

L’ltacitinib est un inhibiteur de JAK1 qui lorsque j’ai commencé ma
thése était en étude clinique comme traitement de premiére ligne de
la GVHD aigué en association avec les corticostéroides (étude
GRAVITAS-301). Les résultats de cette étude seront discutés dans

la partie conclusion de ma thése (cfr pages 178-182).
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Le Pacritinib est un inhibiteur de JAK2 utilisé dans le cadre de la
prévention de la GVHD. Chez la souris, J. Pidala et son équipe ont
étudié I'impact du Pacritinib sur la GVHD xénogénique. lls ont mis
en évidence qu’une dose de 100mg/kg deux fois par jour supprimait
les lymphocytes T alloréactifs humains. Ensuite, ils ont étudié I'effet
du Pacritinib en association avec le Sirolimus (inhibiteur de mTOR)
afin de bloquer JAK2/STAT3 et mTOR démontrant ainsi une
réduction significative de la fréquence des lymphocytes T CD4+, des
Th1 et des Th17 ainsi qu'une réduction des cytokines pro-
inflammatoires telles que IFN-y, IL-13, GM-CSF. A linverse, une
augmentation significative de la fréquence des Tregs a été
observée. In fine, une double inhibition JAK2/mTOR permet donc
de réduire significativement la GVHD xénogénique et, en paralléle,
permettait d’augmenter les Tregs. Ensuite, cette méme équipe a
réalisé une étude clinique de phase | (NCT02891603) ou le
Pacritinib a été combiné avec du Sirolimus et du Tac a faible dose
dans le but de prévenir la GVHD chez 12 patients ayant subi une
allo-HSCT HLA-matchée ou non-apparentée. Le but de cette étude
est de déterminer la dose minimale biologiquement active et sdre de
Pacritinib. Deux doses ont été testées a savoir 100mg une fois par
jour et 100mg deux fois par jour. C’est cette derniére qui a été
identifiée comme meilleure lors de cette étude. L’administration de
cette combinaison meédicamenteuse impligue une inhibition de
JAK2/mTOR entrainant une diminution des Th1l et des Th17 tout en
épargnant les Tregs et les lymphocytes T CD8+ effecteurs anti-
leucémiques et les cellules NK. En effet, l'activité de JAK2/STAT3

est le médiateur de la signalisation des récepteurs de I'lL-6, de I'lL-
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12 et de I'lL-23 et donc de la différenciation en Thl et Th17 qui
s'ensuit. C’est donc via ce mécanisme d’action que la GVHD aigué
peut étre contrélée. De plus, il a été rapporté que I'administration de
Pacritinib-Sirolimus-Tac permettait de préserver limmunité du
donneur contre le CMV ainsi qu'une prise de greffe rapide sans
cytopénie. En conclusion, cette étude a permis de démontrer que
I'association Pacritinib-Sirolimus-Tac est slre dans le cadre de la
prévention de la GVHD (Pidala et al., 2021). Sur la base de la
réussite de cet essai de phase | Pacritinib-Sirolimus-Tac, il a été
démontré que le blocage de JAK2/mTOR renforcait la population
des Tregs. Cette découverte justifie davantage |'association
Pacritinib-Sirolimus-Tac pour permettre une allo-tolérance sans
contrainte. De plus, le Pacritinib inhibe JAK2 sans affecter JAK1, ce
qui évite la suppression de I'lL-2 nécessaire aux Tregs.

Une étude de phase Il (NCT02891603) a donc été réalisée sur
I'utilisation de Pacritinib-Sirolimus-Tac aprés une allogreffe appariée
8/8-HLA. Malheureusement, cette étude n’a pas été concluante
malgré que l'association de Pacritinib-Sirolimus-Tac ait réussi a
réduire la pSTATS3, a augmenter la pSTATS et a supprimer les Thl
et Thl7, le régime, in fine, n'a pas réduit le risque de GVHD aigué.
Les essais de phase Il ont révélé une déconnexion biologique entre
le blocage efficace de l'axe IL-6/JAK2/pSTAT3 et l'absence
décevante d'amélioration clinique dans la prévention de la GVHD
aigué. Il a été supposé que l'activité incontrélée de I'Aurora kinase
A des cellules T a contribué au développement de la GVHD aigué
par le biais de la co-stimulation du CD28 (Pidala et al. 2023).
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4. L’effet greffe contre la tumeur (GvT)

C’est en 1957 que l'effet GVT ou également appelé greffe contre la
leucémie (GvL) a été décrit pour la premiere fois par W. H. Barnes
et J. F. Loutit. lls ont observé que les cellules leucémiques étaient
éradiquées chez les souris ayant regu une irradiation suivie d’'une
greffe de moelle osseuse allogénique contrairement aux souris
ayant recu une greffe de moelle osseuse syngénique (Barnes et al.,
1956; Barnes and Loutit, 1957). L'importance de I'effet GvL chez
’homme a été confirmée 20 ans plus tard par P. Weiden et son
équipe qui ont mis en évidence un risque de rechute plus faible chez
les patients ayant développé une GVHD aprés une HSCT (Weiden
et al.,, 1979). Ce phénomene a été confirmé par la suite dans la
majorité des contextes de transplantation que ce soit en termes
d’allogreffe avec un conditionnement non myéloablatif ou de
transplantation de sang de cordon (Baron et al., 2005, 2018).
D'autres études ont également confirmé l'impact majeur de I'effet
GvL en observant des risques plus élevés de rechute chez les
receveurs de greffes de jumeaux génétiguement identiques
contrairement aux greffes de fréres et soeurs HLA-identiques ainsi
gque chez les patients recevant des greffes appauvries en
lymphocytes T (Horowitz et al., 1990). L'effet GvT représente donc
un événement important dans le contexte de la HSCT pour le
traitement de tumeurs malignes. Ce processus est médié par les
lymphocytes T effecteurs alloréactifs du donneur dont le réle dans
la régression tumorale est clairement établi. Plusieurs observations

appuient cette notion, notamment la nécessité de conserver les
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lymphocytes T du donneur dans le greffon pour observer |'effet GvT.
De plus, en cas de rechute de la leucémie aprées une allogreffe, les
transfusions de lymphocytes T du donneur peuvent induire des

rémissions durables chez certains patients (Kolb et al., 2004).

Chez les patients atteints de leucémie ou de lymphomes a
progression rapide, la croissance de la tumeur peut dépasser le
développement des cellules T effectrices. Dans ce cas précis, il peut
étre préférable de sélectionner des donneurs présentant des
incompatibilités HLA pour la HSCT ce qui permettrait aux cellules
NK alloréactives (missing-self), qui apparaissent plus rapidement
apres la transplantation, de conserver leur fonction cytolytique (Kolb
et al., 2004).

Afin d'évaluer limportance de l'effet GvL dans la prévention des

rechutes de leucémie aprés une greffe de moelle osseuse, M.

Horowitz et son équipe ont étudié cet effet chez 2254 patients ayant

recu des greffes de moelle osseuse HLA identiques dans le cadre

d’'une leucémie. Quatre groupes ont été étudiés :

- les receveurs d'allogreffes non déplétées en cellules T sans
GVHD,

- les receveurs d'allogreffes non déplétées en cellules T avec
GVHD,

- les receveurs d'allogreffes déplétées en cellules T

- les receveurs de greffes de jumeaux génétiguement identiques.

Une diminution des rechutes a été observée chez les receveurs

d'allogreffes non déplétées en cellules T présentant une GVHD
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aigué et chronique par rapport aux receveurs d'allogreffes non
déplétées en cellules T ne présentant pas de GVHD. Ces données
confirment donc bien l'effet anti-leucémique associé a la GVHD.
Concernant les greffes de jumeaux identiques, la probabilité de
rechute était accrue par rapport aux receveurs d'allogreffes sans
GVHD. Ces données confirment donc l'effet anti-leucémique des
greffes allogéniques indépendamment de la GVHD. Les patients
ayant recu des greffes avec déplétion des lymphocytes T avec ou
sans GVHD avaient des probabilités plus élevées de rechute que
les receveurs d'allogreffes sans déplétion des lymphocytes T sans
GVHD. Ces données confirment ainsi I'existence d'un effet anti-
leucémique indépendant de la GVHD mais modifié par la déplétion
en lymphocytes T. Ces résultats expliqguent l'efficacité de la
transplantation allogénique de moelle osseuse dans le cadre de
I'éradication de la leucémie et fournissent des preuves du rdle du
systeme immunitaire dans le contrdle des cancers humains. Les
probabilités de rechute de la leucémie aprés une greffe de moelle
osseuse selon le type de greffe et selon I'évolution de la GVHD sont

représentées dans la figure 18 (Horowitz et al., 1990).
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Figure 18. Probabilités de rechute de laleucémie aprés une greffe de moelle
osseuse selon le type de greffe et I'évolution de la GVHD. Les receveurs
présentant une GVHD aigué uniqguement, une GVHD chronique uniquement ou
les deux avaient des probabilités de rechute a 3 ans de 22%, 10% et 7%,
respectivement. Les receveurs de greffes de jumeaux identiques avaient une
probabilité de rechute a 3 ans de 46%. Les receveurs de greffes déplétées en
cellules T avaient une probabilité de rechute a 3 ans de 41%. Figure venant de
(Horowitz et al., 1990).

Ces résultats ont été confirmés par d’autres études qui renforcent
I'importance des effets GvL indiquant effectivement des risques de
rechute accrus chez les receveurs de greffes de jumeaux
génétiqguement identiques par rapport a ceux recevant des greffes
de freres et sceurs HLA-identiques, ainsi que chez ceux recevant

des greffes déplétées en lymphocytes T (Stadler et al., 2023).
Le mécanisme sous-jacent a l'effet GvT implique les lymphocytes T
CD8+ qui liberent des molécules effectrices endommageant les

tumeurs et induisant leur apoptose. Ces molécules incluent la
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perforine et la granzyme, agissant en paracrine pour exercer leur
effet cytotoxique sur les cellules tumorales. L'interaction des
récepteurs des lymphocytes T avec les antigenes spécifiques, soit
des antigenes mineurs d'histocompatibilit¢ (mHA) soit des
antigenes spécifiques aux tumeurs, présentés par le CMH de classe
| sur la surface des cellules tumorales, est cruciale pour initier ces
voies effectrices (Figure 19). En effet, en plus des mHA, les
lymphocytes T allogéniques peuvent également reconnaitre des
épitopes associés au CMH codés par des genes qui sont exprimés
de maniere aberrante dans les cellules leucémiques tels que la
protéinase-3, WT1 (oncoprotéine de la tumeur de Wilms), CT-RCC
(cellules d'un type spécifique d’'un carcinome rénal), HERV-E
(rétrovirus endogéne humain) ainsi que les membres de la famille
MAGE (McLarnon et al., 2010; A.G. Chapuis et al., 2019; Barisic and
Childs, 2022).

Greffe vs GVHD Greffe vs effet GvT

. Lymphocytes T Lympl s T
Cellule saine — re: r b spé
du receveur la

Médie a la fois I'effet GvT et la GVHD Médie I'effet GvT sans la GVHD

Figure 19. Interaction complexe des lymphocytes T du donneur : entre
GVHD, GvT et reconnaissance tumorale. Les lymphocytes T du donneur
médient l'effet de la GVHD et/ou l'effet GvT. Les lymphocytes T du donneur
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réactifs contre la tumeur reconnaissent les antigénes présentés sur les cellules
tumorales dans le contexte des HLA. Ces antigénes proviennent soit des mHA
soit des antigénes spécifiques a la tumeur. Alors que les mHA peuvent étre des
substrats d'un effet GvT médié par les lymphocytes T restreints par les mHA, ces
mémes lymphocytes T reconnaissent également les mHA similaires présents sur
les tissus normaux, provoquant ainsi la GVHD. Une régression tumorale sans
apparition manifeste de GVHD peut étre obtenue grace aux lymphocytes T
reconnaissant des antigénes spécifiques a une tumeur (lymphocytes T restreints
a la tumeur). Figure adaptée de (Barisic and Childs, 2022).

L’étude menée par L. Vago et son équipe a révélé que parmiles 17
patients ayant subi une HSCT, 5 ont présenté une rechute. Des
variants mutants de cellules leucémiques ont été identifiés chez ces
patients. Ces variants se caractérisent par la perte de I'haplotype
HLA non apparié avec celui du donneur, résultant d'une disomie
uniparentale acquise du chromosome 6p. De maniere significative,
les lymphocytes T du donneur aprés la transplantation n‘ont pas
reconnu les cellules leucémiques mutantes tandis que les cellules
leucémiques originales prélevées au moment du diagnostic ont été
efficacement identifiées et éliminées. Ces résultats suggérent que
suite a une transplantation de CSH haplo-identiques et la perfusion
de cellules T de donneur, les cellules leucémiques peuvent
échapper a la surveillance immunitaire anti-leucémique du donneur
en perdant I'haplotype HLA non apparié ce qui conduit a la rechute
de la maladie (Vago et al., 2009). Cette stratégie d’évasion tumorale
offre donc une protection contre les lymphocytes T alloréactifs. De
plus, les blastes leucémiques peuvent diminuer l'expression des
molécules du CMH de classe I, entravant ainsi leur reconnaissance
par les lymphocytes T CD4+ du donneur. Ces adaptations

soulignent la complexité des interactions entre le systéme
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immunitaire et les cellules leucémiques ce qui impacte les résultats
des HSCT (Rovatti et al., 2020).

In fine, l'allogreffe de CSH est le traitement le plus efficace pour
certains patients atteints de leucémie, reposant sur l'effet GvL ou les
lymphocytes T du donneur contrdlent la croissance des cellules
malignes. Cependant, malgré les avanceées, la rechute persiste en
tant que principale cause de déces apres une allo-HSCT ce qui en
fait un défi thérapeutique majeur. Pour mieux approfondir notre
compréhension de ces phénomeénes, V. Gournay et son équipe ont
caractérisé les leucocytes circulants dans deux cohortes de patients
ayant subi une allo-HSCT. Les analyses ont révélé des altérations
profondes de I'équilibre immunitaire persistant un an apres 'HSCT
par rapport aux individus sains. De maniére significative, des
niveaux élevés d'expression de TIGIT (récepteur immunitaire des
lymphocytes T avec des domaines Ig et ITIM) et de CD161 sur les
lymphocytes T CD4+ ont été identifiés au troisieme mois aprées
I'HSCT et sont considérés comme étant associés a une rechute de
la maladie. Cette observation suggere que la perte de l'effet GvL
pourrait étre attribuable, dans certains cas, a une altération des
lymphocytes T du donneur ayant un impact sur le pronostic de la
maladie. Par conséquent, bien que le blocage de PD-1 soit
l'immunothérapie la plus couramment utilisée a ce jour, il serait
envisageable de cibler TIGIT et CD161 dans ce méme contexte.
Toutefois, il est important de noter que lutilisation d'anticorps
bloquant les points de contrble immunitaires peut entrainer une

exacerbation de la GVHD. Ainsi, des stratégies thérapeutiques
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innovantes pourraient étre nécessaires pour cibler sélectivement les
lymphocytes T alloréactifs spécifiques de la tumeur qui

n’attaqueraient pas les tissus sains (Gournay et al., 2022).

En outre, il est important de noter que I'effet GvL ne dépend peut-
étre pas uniquement des lymphocytes T du donneur, car des études
suggerent que les cellules NK du donneur jouent un role significatif
dans ce mécanisme. Cette implication est particulierement évidente
chez les patients traités pour la leucémie myéloide aigué avec des
greffes déplétées en lymphocytes T provenant de donneurs haplo-
identiqgues (Velardi, Ruggeri and Mancusi, 2012). Cependant, la
contribution des cellules NK du donneur dans le contexte de la
HSCT suscite encore des débats (Ruggeri et al., 2007; Wong et al.,
2019).

En conclusion, l'effet GvT représente un mécanisme puissant et
complexe qui nécessite une compréhension approfondie pour
améliorer 'efficacité des traitements par HSCT dans le contexte des

tumeurs malignes.

5. Role de l’interleukine-15

Des souris déficientes en IL-15Ra (IL-15Ra-/-) ont été créées pour
comprendre le réle de I'lL-15Ra dans le développement et la
fonction immunitaires. Les souris IL-15Ra-/- présentent une
lymphopénie malgré un développement des lymphocytes T et B
manifestement normal. La lymphopénie observée est causée par

une réduction de la proliféeration et du cheminement des
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lymphocytes vers les ganglions lymphatiques périphériques. Ces
souris sont également déficientes en cellules NK, en cellules NKT,
en lymphocytes T CD8+ et en lymphocytes intra-épithéliaux TCRys.
En outre, le nombre de lymphocytes T CD8+ mémoires est
significativement réduit. L'absence d'IL-15 ou de son récepteur peut
donc conduire a une dysrégulation de la réponse immunitaire
augmentant ainsi la susceptibilité aux infections virales et
bactériennes. Ainsi, I'lL-15Ra joue un r6le pléiotrope dans le
développement et la fonction immunitaire, y compris dans le
maintien positif de 'homéostasie lymphocytaire. Ces observations
soulignent donc l'importance de I'lL-15 dans la réponse immunitaire
et la surveillance anti-tumorale (Lodolce et al., 1998). En effet, I'lL-
15 est une cytokine pro-inflammatoire qui occupe une place centrale
dans la régulation du systeme immunitaire en participant au
développement, a la survie, a la prolifération et a I'activation des
cellules immunitaires, notamment des lymphocytes T et
particuliéerement des lymphocytes T CD8+ mémoires et des cellules
NK (Leonard, Lin and O’Shea, 2019). De plus, il a également été
rapporté que I'lL-15 joue un rdle dans le développement des Tregs
méme si I'lL-2 est reconnue comme le moteur le plus important dans
le développement et la survie des Tregs (Waldmann, 2006; Owen
et al., 2018). Au-dela de son réle immunitaire, I'lL-15 est exprimée
dans divers tissus et types cellulaires dont le placenta, le muscle
squelettique, le rein, le poumon, le cceur, les cellules épithéliales,
les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules nerveuses, les

monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques suggérant
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des fonctions potentielles également au sein de ceux-ci (Secombes,
Wang and Bird, 2016).

L'IL-7, quant a elle, est une cytokine essentielle pour le
développement des lymphocytes T ainsi que pour leur survie et leur
homéostasie. Elle joue un réle important a plusieurs étapes du
développement des lymphocytes T, depuis leur maturation dans le
thymus jusqu'a leur maintien en périphérie (Mazzucchelli and
Durum, 2007)(Mazzucchelli and Durum, 2007).

En condition lymphopénique, I'lL-7 est indispensable pour la
prolifération homéostatique des lymphocytes T naifs et mémoires.
L'IL-7 agit en se liant a son récepteur spécifique, composé des
chaines IL-7Ra et yc, ce qui active les voies de signalisation JAK-
STAT et PI3K/Akt, favorisant ainsi la survie et la prolifération des
lymphocytes T (Ziegler and Liu, 2006). L'absence de signalisation
par I'lL-7 entraine une absence de lymphocytes T, lymphocytes B et
de cellules NK dans les modeles animaux déficients pour cette
cytokine (Von Freeden-Jeffry et al., 1995; Chen et al., 2021).

L’IL-7 joue un rble complexe dans le contexte de la HSCT
allogénique. D'une part, elle est impliquée dans I'amplification des
réponses alloréactives des lymphocytes T, ce qui peut aggraver la
gravité de la GVHD. D'autre part, des investigations dans des
modeles murins de GVHD indiquent que l'administration d'IL-7
aprés une greffe allogénique peut accélérer la reconstitution des
lymphocytes T non-alloréactifs sans avoir d'impact significatif sur les

lymphocytes T alloréactifs et, ainsi, améliorer les populations
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cellulaires essentielles, sans exacerber la GVHD (Alpdogan et al.,
2003).

En somme, bien que I'lL-15 soit reconnue pour sa capacité a
promouvoir la survie et la prolifération des cellules T CD8+ et des
cellules NK, I'lL-7 joue un réle complémentaire et parfois redondant
dans le maintien des lymphocytes T, particulierement dans des
contextes de stress immunitaire tel que la GVHD. Les deux
cytokines sont donc cruciales pour la régulation de la prolifération
homéostatique des lymphocytes T et pour le développement de

réponses immunitaires adaptées.

5.1 Effet de I’IL-15 sur le systeme immunitaire

L'IL-15 joue un rble dans la régulation du systéme immunitaire en
influencant diverses cellules du systeme immunitaire inné et
adaptatif. Concernant les cellules NK, I'lL-15 est indispensable pour
leur développement, leur différenciation et leur survie jouant ainsi un
réle clé dans la défense immunitaire contre les infections virales,
bactériennes et tumorales. Bien que les cellules NK ne produisent
pas I'lL-15, elles expriment des récepteurs spécifiques a cette
cytokine, nécessaires a leur développement et leur maintien. L'IL-
15 stimule également la production de sous-populations spécifiques
de cellules NK, favorisant la production d'IFN-y et modulant leur
cytotoxicité (Lodolce et al., 1998; Choi et al., 2 004; Cai et al., 2023).
En ce qui concerne les monocytes/macrophages et les cellules

dendritiques, ils répondent a I'lL-15 en exprimant des cytokines pro-

105



inflammatoires, modulant ainsi la réponse immunitaire. L'IL-15
favorise la migration des neutrophiles et des monocytes vers les
sites d'infection. Les cellules dendritiques produisent de I'IL-15 en
réponse a divers stimuli ce qui améliore leur capacité a stimuler les
lymphocytes T et influence la réponse immunitaire adaptative (Saikh
et al., 2001).

Les neutrophiles, quant a eux, sont les premiéres cellules
immunitaires a répondre a l'infection et ils expriment également des
récepteurs pour I'lL-15. En réponse a cette cytokine, ils modifient
leur cytosquelette, prolongent leur survie et induisent la production
de chimiokines pour recruter d'autres cellules immunitaires (Perera
et al., 2012).

Les mastocytes sont impliqués dans la réponse immunitaire contre
divers agents pathogénes et ils répondent a I'lL-15 en proliférant
ainsi qu’en régulant la survie cellulaire. Cette cytokine exerce un
contrble négatif sur la transcription d'une chymase mastocytaire.
Cette enzyme participe activement aux réponses antibactériennes
en dégradant les composants des agents pathogenes. En se liant a
son récepteur speécifigue sur la membrane cellulaire des
mastocytes, I'lL-15 déclenche des cascades de signalisation telles
gue la voie JAK-STAT et la voie PI3K-Akt. Ces voies activées
entrainent la phosphorylation de facteurs de transcription inhibiteurs
ou activent des mécanismes épigénétiques qui inhibent I'activation
du promoteur de la chymase mastocytaire. Cette régulation fine

bY

permet a l'organisme de moduler efficacement ses réponses
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immunitaires spécifiguement contre les agents pathogénes
bactériens, soulignant le réle de I'lL-15 dans le cadre de I'immunité

adaptative (Solimando, Desantis and Ribatti, 2022).

Le développement et la prolifération des NKT dépendent également
de I'lL-15 soulignant ainsi le réle de cette cytokine dans la réponse

immunitaire innée (Gordy et al., 2011).

Concernant les lymphocytes T, I'lL-15 est déterminante pour le
maintien des lymphocytes T CD8+ mémoires (TCM et TEM),
favorisant leur survie et leur prolifération. Elle joue également un réle
dans la régulation de la prolifération des lymphocytes T CD4+
mémoires et modifie la réponse immunitaire des lymphocytes T
CD4+ et CD8+ en régulant leur activation, leur prolifération et leur
capacité cytotoxique ce qui impacte ainsi la réponse immunitaire liée
al'age. De plus, I'lL-15 stimule la libération de cytokines, notamment
I'lFN-y renforcant ainsi la réponse immunitaire de type Thl (Cai et
al., 2023).

Bien que les lymphocytes B ne produisent pas directement d'IL-15,
cette cytokine peut co-stimuler leur prolifération en réponse a
certains stimuli. De plus, [IL-15, produite par les cellules
dendritiques folliculaires, favorise la survie et la prolifération des
lymphocytes B dans les centres germinaux contribuant ainsi a la
production d'anticorps de haute affinité (Perera et al., 2012).

En résumé, I'lL-15 émerge comme un régulateur central du systeme

immunitaire, coordonnant les réponses des cellules immunitaires
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innées et adaptatives pour assurer une défense efficace contre les
infections et les cellules cancéreuses tout en influencant la mémoire
immunitaire ainsi que la réponse inflammatoire (Sindaco et al.,
2023).

5.2 Effet de I'lL-15 en post-greffe

Un aspect particulierement notable de ['lL-15 réside dans son
implication dans la réponse immunitaire anti-tumorale. En favorisant
la réponse des lymphocytes T CD8+ dirigée contre les cellules
canceéreuses, elle contribue a I'effet GvT dans le cadre des HSCT
(Ma, Caligiuri and Yu, 2022). Ce processus s'explique par la
capacité de I'lL-15 a agir sur la régulation de la transcription, de la
traduction, de la translocation et du trafic intracellulaire favorisant
ainsi la production et la fonctionnalité de ces cellules immunitaires

essentielles.

En effet, C. Sauter et son équipe ont démontré que I'administration
d'IL-15 aprés la transplantation améliorait significativement la
reconstitution immunitaire, en particulier les populations des
lymphocytes T CD8+ et des cellules NK dérivées du donneur dans
des modéles expérimentaux murins. De plus, l'effet GvT était
egalement significativement augmenté améliorant ainsi la survie
sans augmenter la GVHD. Cet effet a été observé lorsque
'administration d'IL-15 avait eu lieu & un moment ultérieur plutét
gu'immédiatement aprés la transplantation permettant ainsi

probablement une plus grande prise de greffe des cellules du
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donneur et une plus grande prolifération des lymphocytes T. A
contrario, I'administration d'IL-15 sans perfusion de lymphocytes T

n'a pas entrainé d'amélioration de la survie (Sauter et al., 2012).

Plusieurs études sur souris ont donc permis d’arriver a la conclusion
suivante : I'lL-15 augmente le nombre et la fonction des
lymphocytes T CD8+ et des cellules NK. Cependant, l'utilisation
thérapeutique de I'lL-15 se heurte encore a des obstacles vu sa
faible puissance et sa courte demi-vie in vivo. Pour y remédier, C.
Bailey et son équipe ont étudié un nouveau complexe superagoniste
de [I'lL-15, T'IL-15SA. Celui-ci présente une demi-vie sérique
nettement plus longue et une activité in vivo accrue contre diverses
tumeurs. Il a été rapporté que I'administration hebdomadaire d'IL-
15SA aux receveurs de greffe de CSH allogéniques augmentait bel
et bien de maniére significative le nombre de lymphocytes T CD8+
mémoires et de cellules NK. Le groupe traité par I'lL-15SA présentait
une sécrétion intracellulaire d'IFN-y et de TNF-a par les lymphocytes
T CD8+ augmentée. L’IL-15SA a également été évaluée dans le
cadre de son activité antitumorale contre le lymphome murin a
cellules B (A20). De ces observations, il a été conclu que I'lL-15SA
renforce l'effet GvT. Il est également intéressant de noter que
'administration d'IL-15SA a permis une activité GvT sans
augmenter la GVHD. En conclusion, I'lL-15SA pourrait étre un
facteur de croissance lymphoide des lymphocytes T trés puissant et
un nouvel agent immunothérapeutique pour compléter Ia
transplantation de CSH et I'immunothérapie adoptive (Bailey et al.,
2017).
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En revanche, a linverse, S. Roychowdhury et son équipe ont
démontré que I'lL-15 exacerbait la GVHD xénogénique chez les
souris recevant des cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMCs). En effet, les souris traitées par I'lL-15 ont présenté une
|étalité rapide ainsi qu’'une expansion des lymphocytes T CD4+ et
CD8+ humains par rapport aux témoins et des infiltrations
lymphocytaires dans le foie, les poumons et la rate correspondant
aux caractéristiques d’'une GVHD xénogénique (Roychowdhury et
al., 2005).

Une autre étude menée par Y. Zhou et son équipe a démontré que
I'lL-15 avait bel et bien un effet anti-tumoral puissant mais que son
utilisation entrainait une expansion excessive des cellules NK chez
les souris traitées pouvant potentiellement conduire a la mortalité de
ces souris. Ces résultats suscitent donc des préoccupations quant
a la sécurité des cellules immunitaires activées par I'lL-15 dans le

contexte de la thérapie cellulaire (Zhou et al., 2022).

De plus, les résultats de I'étude menée par B. Blaser et son équipe
indiqguent que l'absence d'IL-15 conduit & une atténuation de la
GVHD aigué. Cette constatation conduit a la conclusion que I'lL-15
dérivée du donneur joue un rdle en tant que médiateur dans la
fonction des lymphocytes T lors de la GVHD aigué (Blaser et al.,
2005).

Effectivement, afin d'établir une corrélation entre les niveaux de

cytokines sérigues et le développement de la GVHD, K. Chik et son
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équipe ont mené une étude prospective sur les mesures de I'lFN-y,
de I'lL-10, de I'lL-12 et de I'lL-15. Les cytokines ont été mesurées
chez 27 sujets par dosage immuno-enzymatique pendant les deux
premiers mois suivant la transplantation de CSH. Les 19 sujets
atteints de GVHD aigué présentaient des valeurs en IFN-y et en IL-
15 significativement plus élevées qu’au début du conditionnement.
Cette augmentation a été observée peu de temps apreés la greffe de
CSH pour revenir & un niveau basal au cours du deuxieme mois
post-transplantation. En revanche, il y avait moins de différence
entre les taux sériques d'IFN-y, d'IL-10 et d'IL-15 et leur taux de base
chez les 8 sujets n‘ayant pas développé de GVHD. Le pic sérique
d'IL-15 était en outre significativement plus élevé chez les sujets
atteints de GVHD que chez ceux sans GVHD au cours du premier
mois suivant la transplantation. Cependant, le niveau d'IL-15 n'a
montré aucune corrélation avec la sévérité de la GVHD. Ces
changements indiquent un réle possible de la sécrétion systémique
de cytokines dans le développement de la GVHD aigué. Des taux
élevés d'lIL-15 au début de la période post-transplantation pourraient
néanmoins étre un marqueur prédictif de la GVHD aigué (Chik et al.,
2003).

De ce fait, I'L-15 a montré un potentiel significatif dans
l'immunothérapie du cancer en renforgant I'effet GvT en favorisant
le développement de cellules T CD8+ mémoires. L'administration
d'IL-15 ou d'agonistes de I'lL-15 aprés une greffe de CSH est une
stratégie qui a pour but d’améliorer l'efficacité de la réponse

immunitaire et de réduire les effets secondaires. Les agonistes de
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lIL-15 sont congus pour cibler spécifiquement le
microenvironnement tumoral ou des cellules immunitaires
spécifiques afin de réduire la toxicité systémique. Lorsqu’ils sont
administrés directement a lintérieur de la tumeur, il y a une
augmentation de leur efficacité car il y a une action plus directe sur
les cellules tumorales. Cette approche peut donc surmonter les
limitations liées a la pénétration des cellules immunitaires dans la
tumeur et favoriser des effets antitumoraux plus cohérents. Malgré
les résultats prometteurs observés dans plusieurs études
précliniques et cliniques, des défis subsistent, notamment en ce qui
concerne la sécurité et I'efficacité clinique. En effet, I'administration
d'IL-15 ou d'agonistes de I'lL-15 aprés une transplantation de CSH
peut entrainer plusieurs effets secondaires tels qu’une réaction
allergique, un syndrome grippal, de la fatigue, des troubles gastro-
intestinaux, une augmentation de la pression artérielle, des risques
d'hyperactivation immunitaire pouvant conduire a des réponses
inflammatoires incontrélées et des complications telles que la
réactivation de maladies auto-immunes ou la survenue de la GVHD.
Des recherches supplémentaires sont donc encore nécessaires
pour optimiser les schémas posologiques et réduire les effets
secondaires afin de maximiser le potentiel thérapeutique de I'lL-15

dans le traitement du cancer (Cai et al., 2023).

Dans le cadre de la leucémie myéloide aigué (LMA), il a été observé
gue le Sorafenib, un inhibiteur de tyrosine kinase a cibles multiples,
augmentait la production d'IL-15 par les cellules leucémiques FLT3-

ITD+ in vivo. Cette action a été synergique avec la réponse des
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lymphocytes T CD8+ alloréactifs ce qui a permis une survie a long
terme. En effet, la production d'IL-15 liée au Sorafénib a entrainé
une augmentation des lymphocytes T CD8+CD107a+IFN-y+
présentant des caractéristigues de longévité avec des niveaux
élevés en Bcl-2 et niveaux faibles en PD-1 qui ont éradiqué les
cellules leucémiques. Meécaniquement, le Sorafénib réduit
I'expression du facteur de transcription ATF4 ce qui va entrainer le
blocage de la régulation négative de l'activation du facteur de
régulation de I''FN-7 renforcant la transcription de I'lL-15 et, in fine,
conduire a une reprogrammation métabolique des lymphocytes T
réactifs dirigés contre les cellules leucémiques en favorisant leur
mémoire immunitaire. Par conséquent, le traitement au Sorafénib
peut contribuer a une guérison a médiation immunitaire de la LMA
(Mathew, 2018).

6. Modeles murins humanisés de GVHD

La plupart des connaissances sur l'immunobiologie de la GVHD
aigué ont été acquises a partir de modeles précliniques, en
particulier des études menées sur la souris et le chien (Socié and
Blazar, 2009). Effectivement, les modeéles murins de GVHD ont
contribué a améliorer le taux de réussite des HSCT chez I'homme
en permettant une meilleure compréhension des réponses
immunologiques impliquées dans la pathologie de la GVHD telles
gue la reconnaissance et la présentation des antigenes, I'implication
du thymus et la reconstitution immunitaire apres la transplantation.

Les principaux événements qui interviennent dans le
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développement de la GVHD aigué chez la souris sont illustrés a la
figure 20. Tout d'abord, I'étape du conditionnement qui, dans les
modeles murins, est l'irradiation corporelle totale afin d’éliminer les
cellules souches de la moelle osseuse de la souris dans le but de
permettre la greffe de PBMCs (Schroeder and DiPersio, 2011) et
d’empécher son rejet ou simplement l'infusion de PBMCs chez des
souris immunodéficientes humanisées (Mosier, 1988). Cette phase
établit un environnement favorable, caractérisé par un milieu riche
en IL-1 et en TNF-a favorisant ainsi 'amorgage de la réponse
immunitaire impliquant l'activation et I'expansion des lymphocytes T
du donneur. La prolifération des lymphocytes T du donneur et la
libération de cytokines telles que I'IFN-y stimulent ['activation
d'autres cellules effectrices telles que les neutrophiles, les
monocytes et les cellules NK ce qui peut, ensuite, conduire a une
nouvelle expansion des lymphocytes T du donneur. L'étape finale
menant aux lésions des organes dans le cadre de la GVHD aigué
est donc la toxicité tissulaire médiée par les lymphocytes T qui
implique des médiateurs solubles telles que le TNF-a, la perforine,
les granzymes, Fas et le ligand de Fas. En outre, les Thl7
contribuent également a cette phase cytotoxique finale car ils sont
capables de provoquer une inflammation et donc, in fine, une
cytotoxicité accrue. Les Tregs ont, quant a eux, pour réle de réprimer
diverses réponses immunitaires, y compris les réponses des
lymphocytes T qui sont réactifs aux allo-antigénes ou aux auto-

antigéenes (Schroeder and DiPersio, 2011).
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Figure 20. Les étapes du développement de la GVHD chez la souris. A)
L'amorcage immunitaire, B) l'activation, C) I'expansion, D) la migration des
lymphocytes T et, pour terminer, E) les dommages tissulaires de I'hote. Figure
venant de (Schroeder and DiPersio, 2011).
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La séveérité de la GVHD aigué chez la souris est influencée par
plusieurs facteurs :

= La quantité et le type de sous-populations de lymphocytes T
transférées avec le greffon du donneur incluant les CD4+,
les CD8+ ou les Tregs.

= La dose d'irradiation qui est proportionnelle a I'étendue des
Iésions tissulaires et a la tempéte cytokinique engendrée.

» Les disparités génétiques dans les miHA. Contrairement a
I'hnomme, les souris consanguines partagent des similitudes
dans les antigenes du CHM, appelé H2 mais peuvent
présenter des difféerences dans leurs miHA.

» Les variations des agents pathogénes environnementaux
entre les laboratoires et chez les souris provenant de

différents fournisseurs (Schroeder and DiPersio, 2011).

Par conséquent, pour mener des études in vivo sur la GVHD, des
souris immunodéficientes humanisées ont donc été développées.
Effectivement, afin de pouvoir humaniser le systeme immunitaire, il
est impératif que I'hnéte receveur soit une souris immunodéficiente
car celle-ci présente un environnement permissif a la
xénotransplantation. La premiére souris développée dans ce sens
est la souris Nude (nu/nu) qui est porteuse d’un géne muté codant
pour la protéine Forkhead box N1 (FoxN1) responsable d’une
agénésie thymique. Les souris Nude ne présentent pas de pilosité
et sont dépourvues de lymphocytes T. Cependant, ce modeéle
présente des limitations importantes telles qu’une efficacité réduite
de la prise de greffe et une faible reproductibilité, c’est pourquoi

d’autres modéles d’études ont été développés tels que les souris
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CB17-scid (Severe Combined ImmunoDeficiency), les souris SCID
mutantes pour le gene Prkdc (DNA-dependent protein kinase
catalytic subunit) qui affecte la réparation de '’ADN (Bosma, Custer
and Bosma, 1983), les souris NOD/Scid, les souris NOG déficientes
pour le géne codant pour la chaine commune y des récepteurs des
IL suivantes IL-2, IL-4,IL-7, IL-9, IL-15, IL-21, des souris Ragl™”
déficientes pour 'enzymes RAG1 (Recombinaison activating gene)
impliqués dans l'activation de la recombinaison V(D)J qui géneére les
récepteurs spécifiques d’Ag des lymphocytes T (TCR) et des
lymphocytes B (BCR) (Oettinger et al., 1990), les souris BRG
déficientes pour le géne RAG2 et IL2Ry, les souris NSG-IL15, les
souris NSG-HLAAZ2, les souris B-NDG et les souris B-NDG hIL15
(Figure 21) (Shultz, Ishikawa and Greiner, 2007; Zhang et al., 2012).

Souris NSG-HLA-A2/HDD
s NOG (NOD Shi-scid IL2rg”
ouris NOG 50l L2rg) (NOD Prikdc-scid |12rg+/- Te (HLA-

Souris Souris NSG (NOD LtSz-scid IL2rg”)
i - " AZfH2-DfB2M)
Souris CB17-scid + MNOD-scid B2m* Souris BRG (BALB/c Rag2” iL2rg”) Souris B-NDG
ion de

Souris tissus humais foetaux, Souris I
Souris Nude | | CB17-scid| | PBMCs et cellules CD34+ NOD-scid
P Reg vy

Souris
NOD-Rog1*

Souris B-NDG hIL15

Souris NSG-1L15 NOD Prkc-
scid 112rg-/- Te(IL-15)

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015...

Figure 21. Développement de modéles murins immunodéficients. Figure
adaptée de (Shultz, Ishikawa and Greiner, 2007).

Les souris immunodéficientes sont donc caractérisées par des
mutations spécifiques ciblant des génes clés du systeme
immunitaire. En effet, des observations ont révélé qu'une souris
portant la mutation Scid sur le fond génétique de la souris NOD (non
obese diabétique), connue pour son immunité affaiblie et sa

susceptibilité accrue aux maladies auto-immunes, présentait une
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reconstitution immunitaire humaine cing fois plus importante que les
souris Scid CB-17 originales. Cette combinaison NOD/Scid crée un
environnement particulierement favorable a la reconstitution
immunitaire humaine en réduisant la compétition des cellules hbtes
et en favorisant des interactions spécifiques entre les cellules
humaines et le systeme immunitaire de la souris hote (Shultz,
Ishikawa and Greiner, 2007). Afin d’améliorer encore davantage ce
modéle concernant la qualité et les niveaux de reconstitution
immunitaire, la chaine y commune du récepteur a I'lL-2 (IL-2Ryc) a
été désactivée entrainant ainsi I'absence de cellules NK. La
mutation Scid avec 'lL-2Ryc KO a donné naissance a un modéle de
souris sévérement immunodéprimées de nouvelle génération a
savoir les NSG (NOD.Cg-Prkdcsed 112rg™Wijl/SzJ), qui sont
d’ailleurs de plus en plus utilisées (Ishikawa et al., 2005; Ehx et al.,
2018), les NOG (NOD.Cg-Prkdcscid [12rg™1Sug/JicTac) (Ito et al.,
2002) et les BRG (BALB/c Rag2”- IL-2Ryc™) (Traggiai et al., 2004).
Les souris NOG et NSG se distinguent principalement par la nature
de la suppression de la chaine gamma commune du récepteur de
I'lL-2. Dans les souris NSG, cette suppression est compléte, tandis
gue dans les souris NOG, seule la queue cytoplasmique de la
molécule est supprimée. Plusieurs souris ont donc été créées au fil

des années (Tableau 4).
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Tableau 4.

Caractéristiques
reconstitution de la

lignée

des
lymphoide.

souris

immunodéficientes
Tableau adapté a partir de

avec

https://biocytogen.com/products/immunodeficient-b-ndg-mice/b-ndg-mice/ et de

(Schroeder and DiPersio, 2011; Puchalapalli et al., 2016).

NOD-Scid BRG NSG NOG B-NDG
Fonds Des souris BALB/c Souris NOD- Souris NOD- NOD-Scid
génétique SCID croisées SCID croisées SCID croisées
avec des souris avec des souris avec des souris
NOD IL2yR-null IL2yR-null
= knock-out = troncation au
complet de ce niveau de la
récepteur de queue
haute affinité cytoplasmique
pour les = maintenance
cytokines IL-2, - de sa capacité a
4,-7,-9, -15 et- se lier aux
21 cytokines
Croisement Consanguin Consanguin Consanguin Consanguin Consanguin
Pelage Albinos Albinos Albinos Albinos Albinos
LymphocyteT / / / / /
Lymphocyte B / / / / /
Cellule NK Activité / / / Dysfonctionnelle
résiduelle
Cellule Faible Dysfonctionnelle | Dysfonctionnelle | Dysfonctionnelle | Dysfonctionnelle
dendritique
Macrophage Dysfonctionnel Normal Dysfonctionnel Tolérance Dysfonctionnel
Complément Faible Normal / Faible /
Immunité Altérée Altérée Altérée Altérée Altérée
innée
Tolérance a Faible Elevée (> 8Gy) Faible (< 3Gy) Faible Faible
Iirradiation
Emergence de Haute Indéfinie Lymphome Faible Indéfinie
lymphome thymique
Génes Prkdcsc"® Rag2™ Prkdcsc"® Prkdcsc"? Prkdcsc'®
d’intérét IL-2Ry™ IL-2Ry” IL-2Ry” IL-2Ry"
Xénogreffe Reconstitution Reconstitution Permissive Permissive Permissive
plus faible plus faible
=> Prise de
greffede 1 a
20%

Dans un second temps, ces modeles de souris ont été humanisées.
Pour ce faire, il existe deux sources majeures de cellules
immunitaires humaines qui sont utilisées pour créer un systeme
immunitaire chez ces souris immunodéficientes soit les PBMCs ou
soit les cellules souches hématopoiétiques humaines CD34+. La
méthode la plus simple est la greffe de leucocytes déja différenciés,
connue sous le nom de modéle Hu-PBL-scid. Cette approche,
datant de 1988, est largement utilisée pour étudier les réponses
immunitaires humaines. Les PBMCs, provenant de donneurs sains,

sont injectées par voie intraveineuse (Figure 22). C'est d’ailleurs

119


https://biocytogen.com/products/immunodeficient-b-ndg-mice/b-ndg-mice/

cette injection de PBMCs qui conduit au développement de la
GVHD. Ce modele offre donc une approche plus similaire a la
situation humaine et a déja fourni d'importantes informations sur la
pathogenése de la GVHD (Tary-Lehmann, Saxon and Lehmann,
1995; De La Rochere et al., 2018).

d’

PBMC
humains

Humain

Souris
immunodéficientes
humanisées
(NSG, NOG, BRG)

Figure 22. Humanisation d’une souris immunodéficiente. Modéele Hu-PBL-
scid : Les PBMCs sont injectées par voie intraveineuse (i.v.) dans une souris
adulte immunodéficiente. Figure adaptée de (De La Rochere et al., 2018).

6.1 Les souris NSG

Les souris NSG (NOD.Cg-Prkdcscd|L2Ry™m1WiISz)) gont le résultat de
croisements entre trois souches de souris immunodéficientes a
savoir les souris NOD, les souris SCID et les souris portant des
mutations ciblées contre le géne codant pour la chaine y commune

du récepteur de I'lL-2 (IL-2Ryc), partagée par les récepteurs de I'lL-
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2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21 et nécessaire pour le signal en aval
de toutes ces cytokines (Jin et al., 2021). Ces souris, développées
en 2005, se distinguent par I'absence de lymphocytes T, de
lymphocytes B, de cellules NK et de macrophages fonctionnels ce
qui les rend idéales pour les études portant sur la HSCT ainsi que
sur la GVHD (King et al., 2008, 2009; Sgndergaard, Kvist and
Haase, 2012).

Leur immunodéficience permet I'implantation constante de faibles
doses de PBMCs humaines sans rejet immunitaire, méme sans
irradiation préalable, bien que cette derniére intensifie la gravité de
la GVHD xénogénique. Lors de la xénotransplantation, les Tregs ont
un réle important concernant la régulation de la réponse immunitaire
en inhibant l'activation des lymphocytes T effecteurs et en favorisant
la tolérance immunitaire. Pour ce faire, les Tregs peuvent soit
produire des cytokines immunosuppressives telles que I'lL-10 et le
TGF-B qui vont supprimer l'activation des lymphocytes T effecteurs
ou soit exprimer des molécules de surface telles que CTLA-4 et PD-
1 qui vont interagir avec leurs ligands présents sur les CPA afin
d’interférer avec les voies de signalisation nécessaires a l'activation
des lymphocytes T (Schmidt, Oberle and Krammer, 2012; Cai et al.,
2019).

Cependant, des limitations subsistent dans ce modéle de souris,
notamment l'absence de CMH pour la sélection thymique,
l'incapacité de produire des cytokines humaines essentielles pour le

développement, la maturation et la survie des lymphocytes
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humains, une réponse faible en termes de production d’anticorps

ainsi que 'absence du complément.

Dans le cadre de la pathogenese de la GVHD xénogénique chez les
souris NSG, les réponses immunitaires engendrées par les
lymphocytes T du donneur peuvent étre déclenchées par la
présentation de I'allo-antigene de deux maniéres. La premiéere est la
présentation de miHA présents chez les souris et présentés par le
CMH aux lymphocytes T du donneur reconnaissent les miHA de la
méme maniére qu’un antigéne pathogéne. Ce processus explique
d’ailleurs pourquoi les donneurs non apparentés HLA compatibles
présentent un risque plus élevé de développer une GVHD que les
donneurs de la méme fratrie HLA compatibles car la fréquence de
la disparité génétique pour chaque miHA est généralement deux fois
plus élevée. La seconde maniere de reconnaitre l'allo-antigéne par
les lymphocytes T du donneur se fait via le CMH non apparié s’il est
structurellement suffisamment similaire a celui du CMH apparié. Ce
processus expligue pourquoi le nombre de loci du CMH non
appariés (6/8, 7/8 vs 8/8 HLA) augmente de maniere significative la
GVHD et diminue la survie globale, quel que soit le type de maladie
maligne sous-jacente. Les voies de présentation de l'antigéne
conduisant a la GVHD dans les systemes de xénogreffes impliquent
des souris immunodéficientes et leurs CPA qui stimulent une

réponse des lymphocytes T humains (Koyama and Hill, 2021).

La GVHD xénogénique chez une souris NSG est donc déclenchée

par les lymphocytes T humains qui reconnaissent via leur TCR les
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antigenes présentés par le CMH murin, notamment H-2K, H-2D, H-
2L pour le CMH de classe |, et I-A, I-E pour le CMH de classe |,
exprimés par les cellules épithéliales thymiques de la souris

receveuse. Cette reconnaissance de l'antigéne est le premier signal

nécessaire a l'activation des lymphocytes T. Les molécules de co-
stimulation jouent également un réle clé dans l'activation compléte
des lymphocytes T. En effet, chez les souris NSG, les molécules
murines B7 (CD80 et CD86) peuvent interagir avec le récepteur
humain CD28 exprimé par les lymphocytes T humains, fournissant

ainsi un second signal de co-stimulation afin de renforcer I'activation

des lymphocytes T. Une fois activés par les signaux 1 et 2, les
lymphocytes T humains produisent et liberent des cytokines
inflammatoires telles que I'lL-2, I'IFN-y et le TNF-a. Ces cytokines
pro-inflammatoires contribuent a l'inflammation tissulaire et a la
cytotoxicité des Ilymphocytes T, conduisant aux dommages
tissulaires observés dans la GVHD xénogénique (Lee, Han and Lee,
2019). Dans le cadre de cette pathologie, les lymphocytes T (CD4+
et CD8+) subissent une différenciation rapide en lymphocytes
effecteurs (CD45RA-CD27-) et en lymphocytes effecteurs mémoires
(CD45RA-CD27+CD62L-) avec un profil Thl, produisant également
des cytokines telles que TNF-a et IFN-y. Les cellules Th1, en
particulier, jouent un réle important dans la production de TNF-a,
une cytokine clé dans la GVHD (Freeman et al., 1993; Gao et al.,
2021). De plus, les Th17 (IL-17A+IFNy+) semblent également jouer
un réle predominant dans la GVHD xénogeénique car ils migrent vers
les organes cibles amplifiant ainsi la réponse inflammatoire et

contribuant a la pathogenése de cette maladie (Rajesha et al.,
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2010). Concernant les cellules NK, celles-ci ne deviennent
détectables qu'a partir de la quatrieme semaine post-
transplantation, bien qu'elles soient présentes en tres faible nombre,
a moins que les souris regoivent une administration exogene de
cytokines telles que le complexe IL-15-IL15Ra. C'est pourquoi un
modele exprimant de maniére constitutive de I'lL-15 a été développé

pour pallier cette limitation (Gregoire-Gauthier et al., 2015).

6.2 Les souris NSG-IL15

Les souris NOD.Cg-Prkdesed[|2rgimiwi! Tg(IL-15), NSG-IL15 sont une
variante du modele de souris immunodéficientes NSG dans laquelle
le gene de I'lL-15 est surexprimé. Elles ont été développées dans le
laboratoire de recherche du Dr. Leonard Shultz par injection
pronucléaire d'un chromosome artificiel bactérien (Chori BACPAC
RP11-620F3) d'environ 200 Kbp contenant le géne humain de I'lL-
15 permettant ainsi la surexpression de I'lL-15 dans ces souris
(Abeynaike et al., 2023). Les souris NSG-IL15 sont donc
spécifiquement employées comme modéle d'étude des interactions
entre I'lL-15 et le systéme immunitaire. En effet, les NSG-IL15
présentent des niveaux physiologiques d'IL-15 humaine (7,1 +/- 0,3
pg/ml) et donc une prise de greffe efficace sur le long terme des
cellules immunitaires humaines, principalement des lymphocytes T
et des cellules NK3. Elles pourraient donc étre un bon modeéle de

GVHD.

3 https://www.jax.org/strain/030890 consulté le 29/04/2024
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A T'heure actuelle, une étude réalisée par E. Huarte et ses
collaborateurs a été réalisée chez des souris NOG-IL15 pour étudier
l'infiltration des lymphocytes T dans les organes cibles de la GVHD
apreés infusion de PBMCs (Huarte, Peel, Juvekar, Dub, et al., 2021).
Cependant, les souris NOG-IL15 présentent des taux en IL-15
humaine 1000X plus élevés (1,0-4,0 ng/ml) que les souris NSG-
IL15%.

Une autre étude réalisée par S. Abeynaike et son équipe a quantifié
les niveaux sériques de I'lL-15 humaine dans les sérums des souris
NSG-IL15 transplantées avec des CSH issues de 4 sangs de cordon
ombilical humain par ELISA. Une moyenne de 13,4 +/- 4,9 pg/mL
d'IL-15 humaine a été rapportée. Ces niveaux sont modérément
plus élevés que les niveaux moyens trouvés dans les sérums
humains (Figure 23), bien que les niveaux d'IL-15 humains ne soient
considérés comme pathologiquement élevés qu'au-dessus de 20
pg/mL (Abeynaike et al., 2023).

hiL-15 ELISA
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Figure 23. Quantification de la concentration d'IL-15 humaine dans les
sérums des souris NSG-15 par ELISA réalisée par S. Abeynaike et son équipe.
Figure venant de (Abeynaike et al., 2023).

4 https://www.taconic.com/products/mouse-rat/nog-portfolio/next-generation-nog-
models/hil-15-nog consulté le 29/04/2024
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6.3 Les souris NSG-HLA-A2/HHD

Les souris NOD.Cg-Prkdcsedll2rg™WiTg (HLA-A2/H2-D/B2M)
1Dvs/Sz, NSG-HLA-A2/HHD, sont un modéle de souris qui combine
les caractéristigues des souris NSG avec l'expression des
molécules HLA-A0201 et de la microglobuline 2 humaine en plus
des molécules CMH murines de classe | et de classe Il (Pascolo et
al., 1997; Shultz et al, 2010). Le complexe majeur
d'histocompatibilité HLA-A2 est une protéine de surface cellulaire
humaine qui joue un rdle clé dans la présentation des antigenes aux
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Les souris NSG-HLA-A2/HHD
sont donc principalement utilisées pour étudier les réponses
immunitaires humaines et les interactions entre le systeme
immunitaire et les cellules humaines HLA-A2 positives. Au sein de
notre laboratoire, nous avons démontré que le modele de souris
NSG-HLA-A2/HDD est particulierement intéressant pour I'étude de
la GVHD xénogénique ainsi que les effets GvT. Ce modéle nous
offre une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents a
ces phénomenes. De fait, nous avons observé que l'injection de
PBMCs provenant de donneurs dépourvus de HLA-A2 entrainait
une GVHD xénogénique plus sévere et des effets GvT plus
importants. Cette constatation met en évidence le role déterminant
de la disparité HLA dans I'amplification de la réponse immunitaire et
de linflammation associée. Effectivement, la sévérité accrue est
attribuée a la présence de récepteurs HLA-A2/HDD humains qui
permettent une interaction plus spécifique entre les lymphocytes T

humains greffés et les CPA de I'hdte ce qui permet une observation
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plus détaillée de leurs interactions offrant ainsi un apercgu plus précis
des mécanismes sous-jacents de la GVHD et des effets GvT. De
plus, ces effets sont plus importants contre les lignées cellulaires
positives pour HLA-A2 chez les souris NSG-HLA-A2/HHD que chez
les souris NSG classiques, avec un répertoire de lymphocytes T
CD8+ plus diversifié ce qui reflete mieux la complexité de la réponse
immunitaire humaine. En conséquence, les souris NSG-HLA-
A2/HDD constituent un modéle plus robuste et plus pertinent pour
'étude de l'effet GvT (Ehx et al., 2018; Lee, Han and Lee, 2019).

6.4 Limitations des modéles murins humanisés

La pertinence de I'utilisation de ces modéles murins humanisés est
bien démontrée par le fait que de nombreux médicaments
actuellement utilisés en clinique pour prévenir ou traiter la GVHD
chez I'hnomme se sont révélés étre également efficaces, au
préalable, pour prévenir la GVHD xénogénique chez les souris
humanisées. Il s'agit notamment des inhibiteurs de la calcineurine,
des inhibiteurs de la voie mTOR, du PTCy injecté en post-
transplantation, de la protéine de fusion CTLA-4 1gG, des inhibiteurs
JAK, de la Rapamycine ou encore de I'anticorps monoclonal anti-
CD26 (Begelomab) (Sendergaard, Kvist and Haase, 2012; Hatano
et al.,, 2013; Ehx et al., 2021; Huarte, Peel, Juvekar, Dub, et al.,
2021; Ritacco et al., 2023). Néanmoins, l'utilisation de modéles
humanisés murins comportent certaines limitations énumérées dans

le tableau 5.
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Tableau 5. Les forces et faiblesses de l'utilisation de modéles murins avec
reconstitution de la lignée lymphoide dans le cadre de I’étude de la GVHD.
Tableau adapté de (Socié et al.,, 2021) et du site https://www.oncodesign-
services.com/fr/oncologie/modeles-humanises/

Forces

Faiblesses

Développement rapide de
modéles humanisés

Facilité¢ d’accés aux PBMCs
pour les xénogreffes
Réalisation d’études efficaces
et rapides

Possibilité de réaliser un
Knock-out ou un Knock-in
(CRISPR-Cas9)

Analyse détaillée des tissus
ciblés par la GVHD

Capacité de cibler des
antigénes

Idéal pour évaluer la prise de
greffe, les cellules
immunitaires et I'impact des
médicaments sur celles-ci

Etude limitée par I'Age des
souris (il est préférable de
réaliser les expériences sur
des souris jeunes, car l'age
influence le développement
de la GVHD chez les souris)
Le conditionnement est basé
sur I'irradiation ou absence de
conditionnement

Pas de reconstitution autre
que des lymphocytes T
Déclin du % des Tregs au
cours du temps

Faible fenétre thérapeutique
Croissance tumorale
différente chez les modéles
humanisés par rapport aux
humains

Variation des résultats qui
sont donneurs dépendants
dans le cadre de xénogreffe
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Objectifs

Les recherches menées au cours de ma these explorent divers
aspects des réponses du systeme immunitaire apres une HSCT,
mettant l'accent sur la prévention de la GVHD et sans éradiquer
I'effet GVT. Ces projets s'articulent autour de différentes approches
novatrices.

Dans une perspective translationnelle, mes investigations se sont
tournées vers l'utilisation de modéles murins humanisés offrant une
plateforme unique pour examiner 'impact de certains médicaments
ou de certaines cytokines sur la GVHD induite par des cellules
immunitaires humaines. A cet égard, une évaluation de l'impact de
I'ltacitinib, un inhibiteur spécifique de JAK1, sur la prévention de la
GVHD et sur 'effet GvT a été entreprise. Dans une deuxiéme partie
du travail, nous avons étudié si I'expression d’IL-15 par les souris
NSG permettrait une plus forte infiltration des cellules immunitaires
humaines dans le colon et la peau, deux organes cibles de la GVHD
aigué chez 'hnomme qui ne sont pas fortement atteints dans les
modeles de GVHD xénogénique classiques. En résumé en
explorant les liens entre I'immunité, I'ltacitinib, I'lL-15 et les modeles
murins humanisés, ce travail aspire a ouvrir de nouvelles

perspectives pour l'avenir des traitements post-greffe.

Partie 1 : Etude de I'ltacitinib

Ce projet vise a explorer les effets de I'ltacitinib, un inhibiteur sélectif
de JAK1, surla GVHD et sur I'effet GvT dans des modéles de souris
humanisées (NSG et NSG-HLA-A2-HDD, respectivement).

L’Itacitinib cible JAK1 qui joue un rdle clé dans la transduction du
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signal de plusieurs cytokines telles que I'lL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15
et I'lL-21 dont I'lL-2, PIL-7 et IIL-15, cytokines directement
impliquées dans la pathogénie de la GVHD. L'étude se concentre
sur deux aspects principaux : évaluer I'impact de I'ltacitinib sur la
GVHD xénogénique, ainsi que sur le phénotype des lymphocytes T

transplantés et son effet sur la réaction GvT.

Partie 2: Etude comparative de la prise de greffe et de la
pathogenése de la GVHD entre les souris NSG et les souris
NSG-IL15

Dans le contexte de la GVHD, lutilisation de la souris NSG-IL15
semble offrir un avantage significatif par rapport aux NSG
classiques. En effet, l'utilisation d'une souche de souris congue pour
produire une cytokine humaine, I'lL-15, qui stimule les lymphocytes
T CD8+, pourrait améliorer les modeles actuels de GVHD
humanisés. Cela devrait entrainer une infiltration plus importante de
lymphocytes T humains dans les organes cibles de la GVHD, tels
gue la peau, le foie et le tractus gastro-intestinal. En enrichissant le
modele avec une meilleure représentation de I'immunopathologie
observée chez les patients, cette approche permettrait de reproduire
de maniére plus fidéle les aspects cliniques et pathologiques de la
maladie renforcant ainsi la pertinence de ce modele pour I'étude de
la GVHD. Pour tester notre hypothese, nous avons comparé la
GVHD xénogénique induite par l'injection de PBMCs chez des
souris NSG et des souris NSG-IL15. La reconstitution immunitaire a
été analysée par cytométrie en flux a partir du sang des souris

greffées aux jours 14, 21 et 28 post-HSCT, dans le but de mieux
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comprendre l'impact de I'lL-15 sur ces populations cellulaires. Les
souris ont également été évaluées pour la GVHD en examinant les
indicateurs spécifiques tels que la posture, I'anémie, la perte de

poids, la présence de diarrhée et la mobilité.
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Résultats
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Résultats — partie 1 : Etude de P’ltacitinib
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Abstract

We assessed the impact of the Janus Kinase (JAK) 1 inhibitor itacitinib on xenogeneic graft-versus-host disease (XxGVHD).
XGVHD was induced by i.v. injection 20 x 10° human pcnphcml blood mononuclear cells (hWPBMC) in NSG mice on day 0.
Itacitinib (3 mg, =120 mg/kg) or methylcellulose was i 1 by force-feeding twice a day from day 3 to day 28. Mice
were followed for xGVHD score and survival. In addition, human T-cell engrdftmem and as well as human T-cell subtypes
were monitored in blood on days 14, 21, and 28 after transplantation. We observed that itacitinib-treated mice had
significantly longer survival than control mice (median 45 versus 33 days; P <0.001). Further, they also had lower absolute
numbers of human CD4" T cells on days 21 and 28 after transplantation as well as of human CD8" T cells on days 14, 21,
and 28 after transplantation. In addition, itacitinib-treated mice had higher frequencies of human regulatory T cells (Treg) on
daye 21 and 28 after transplantation. In summary, our data indicate that itacitinib decreases human T-cell engraftment,

Treg freq; and at XGVHD in NSG mice transplanted with hPBMC.

Introduction Janus kinases (JAKSs) are intracellular tyrosine kinase

proteins that mediate signal transduction of several cytokine

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-
HCT) still remains the best therapeutic option for many
patients suffering from acute myeloid leukemia [1]. Its
efficacy is largely due to graft-versus-leukemia effects
mediated by donor T cells present in the graft [2]. Unfor-
tunately, these donor T cells can also target healthy tissues
of the recipient, causing graft-versus-host disease (GVHD)
which has remained an important cause of treatment failure
in allo-HCT recipients.
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receptors present at the surface of immune cells such as
T cells, B cells, macrophages as well as dendritic cells [3].
Three JAKs are involved in the signaling of cytokines
associated with GVHD pathogenesis [4]. Briefly, JAKI is
involved in the signal transduction of IL-2, IL-6, IL-7, IL-
21 INFa, and IFNy, JAK2 in the signal transduction of
IFNy, IL-6, IL-12, IL-23, and GM-CSF as well as EPO and
TPO, while JAK3 is involved in the signal transduction of
IL-2, IL-4, IL-7, and IL-21 [3].

Confirming data observed in mouse-to-mouse models of
GVHD as well as early clinical observations, the JAK1/2
inhibitor ruxolutinib has recently been shown to induce
higher response rates compared to other regimens in
patients with steroid-refractory acute GVHD in a phase III
trial [5]. However, a significant incidence of thrombocyto-
penia (and of anemia) was observed, probably due to JAK2
inhibition. These considerations support further studies
assessing the efficacy of selective JAKI inhibitors in
GVHD.

Itacitinib is a specific JAKI inhibitor currently assessed
as treatment of acute and chronic GVHD in humans.
Importantly, itacitinib has recently been shown to mitigate
GVHD in a mouse-to-mouse model of GVHD [6]. Further,
in that model, the drug reduced T-cell infiltration in GVHD
target organs as well as serum levels of IL-1f, TNFa, and
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IFNy [6]. While results of a phase I trial have been pro-
mising [7], itacitinib failed to improve the GVHD objective
response rate at day 28 (primary endpoint of the
GRAVITAS-301 study, 74% versus 66%, P =0.08) when
added or not to steroids as first line treatment of acute
GVHD [8]. However, post-hoc analysis showed higher day
28 complete remission (CR) rates when stratified for acute
GVHD risk status (OR = 1.66, P = 0.008) [8]. This stresses
the need for further studies assessing the impact of itacitinib
on human immune cells in experimental in vivo humanized
GVHD models.

Here we assessed the impact of itacitinib on xenogeneic
GVHD (xGVHD) induced by infusion of human peripheral
blood mononuclear cells (hPBMC) in NOD.Cg-Prkdc“"ld
]J2rg“"'wJ'/Sﬂ (NSG) mice [9]. Besides using human cells to
induce and potentially control xGVHD, this model has the
advantage of taking into consideration genetic diversity (since
immune cells from different donors can be used). Indeed,
prior studies have observed that the severity of xGVHD in
that model was partly donor-dependent with some donors
inducing more severe XGVHD than others [10, 11]. In addi-
tion, we also assessed the impact of itacitinib on graft-versus-
leukemia effects in a newly developed humanized mouse
model combining xeno and allo-reactivity [12, 13].

Methods
Induction and assessment of xGVHD in NSG mice

NSG (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), aged
7-16 weeks, were infused with 2 x 107 hPBMCs to induce
XGVHD on day 0. HPBMC were isolated by Ficoll-Paque
density centrifugation (GE Healthcare, Freiburg, Germany)
of buffy coats obtained in healthy blood donors (Belgian
Red Cross). GVHD severity was assessed by a scoring
system that incorporates 4 clinical parameters: weight loss,
posture (hunching), mobility, and anemia as previously
reported [10]. Each parameter received a score of 0 (mini-
mum) to 2 (maximum). Mice were assessed for GVHD
score thrice weekly and monitored daily during the
experiments. Mice reaching a GVHD score of 6/8 were
sacrificed in agreement with the request of our ethical
committee. Final scores for dead animals reaching the
ethical limit score were “6™ for the remaining time points.
Final weights for dead animals reaching the ethical limit
score were kept in the data set for the remaining time points
(last value carried forward). No blinding was done regard-
ing treatment received but GVHD scorings were performed
by a technician (SD) who is a charge of mice welfare and
not interested in the study outcome. All animal experiments
used in this study were reviewed and approved by the
Institutional Animal Care and Use Ethics Committee of the

University of Liege, Belgium (protocol # 2115). The
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,”
prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources,
National Research Council, and published by the National
Academy Press, was followed carefully.

Itacitinib administration

Itacitnib (kindly provided by Incyte Biosciences, Morges,
Switzerland) was given orally by force-feeding at the dose
of 3mg (=120mg/kg) in 200puL of a methylcellulose
solution twice a day from day 3 to day 28 after transplan-
tation. Control mice were given 200 uL of methylcellulose
solution only.

Flow cytometry

Peripheral blood (PB) was drawn on days 14, 21, and 28
during survival experiments. PB was depleted of ery-
throcytes using RBC lysis buffer (eBioscience, San Diego,
CA) according to the manufacturer’s instructions. The fol-
lowing antibodies specific for human antigens were used:
anti-mouse CD45-PECYS5 (30-F11, Invitrogen), anti-human
CD8-PECy7 (HIT8a, Biolegend), anti-human CD62L-
APCCY7 (DREGS6, Invitrogen), anti-human CD4-
eFluor450 (RPA-T4, invitrogen), anti-human CD45-BV510
(HI30, BD), anti-human HLA-DR-BV605 (1243, Biole-
gend), anti-human CD27-BV650 (L128, BD), anti-human
CD45RA-BV786 (HI100, Biolegend), anti-human CD25-
BUV395 (2A3, BD), anti-human CD4-BV786 (SK3, BD),
anti-human CDS8-FITC (HIT8a, eBioscience), anti-human
CD45RA-AF700 (HI100, BD), anti-human CD27-PE (BD),
biotin anti-human CD194 (BD), streptavidin-APC (Biole-
gend), anti-human Granzyme B-FITC (BD), anti-
human BCI2-PE (BD), anti-human Ki67-PerCP-Cy5.5 (B56,
BD), anti-human FOXP3-PECF594 (259D/C7, BD), anti-
human IL10-BV421 (JES3-9D7, Sony), anti-human IFNg-
PECY7 (4SB3, Invitrogen), anti-human TNFa-APCCY7
(MADb11, Sony), anti-human IL17-APC (eBio64DEC17,
eBioscience), anti-human IL2-BV650 (5344.111, BD). Cells
(1.5-2 % 10° cells/sample), resuspended in 50 ul of PBS + 3%
FBS, were incubated with surface antibodies for 20 min at
4°C in the dark and washed twice with PBS +3% FBS.
Intracellular staining for Granzyme B, BCI2, FOXP3, Ki67,
and cytokines was performed by using the FOXP3 Staining
Buffer Set (eBioscience). For intracellular IL-2 staining,
samples were stimulated for 4 h in RPMI supplemented with
10% FBS, in presence of PMA/ionomycin, brefeldin A and
monensin (Cell Stimulation Cocktail + Protein Transport
Inhibitors, eBioscience). Total cell counts of human CD45"
cells in blood were calculated based on the absolute number
of white blood cells (counted by using a Sysmex XS-800i cell
counter) and on human cell chimerism (frequency of human
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CD45" cells among the total white blood cell population
(GonumanCD45 " + %omouseCD45™)). Data were acquired on a
FACS FORTESSA flow cytometer (Becton Dickinson) and
analyzed with the Flowjo software 10.0 (Tree Star Inc.,
Ashland, OR). In gating strategies, regulatory T cells (Treg)
were defined as CD4"CD25"FOXP3" while remaining
CD4" T cells were termed conventional T cells (Tconv).
Naive T cells were defined as CD45RA*CD27", effector
T cells (TE) as CD45RA™CD27", effector memory T cells
(TEM) as CD45RA CD27°CD62L", and central memory
T cells (TCM) as CD45RA™CD27"CD62L".

Graft-versus-leukemia effects and bioluminescence
imaging

For graft-versus effect NSG-HLA-
A2/HHD mice (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)
were co-injected with 3 millions luciferase-expressing THP-
1 cells with or without 20 millions hPBMC from a non-
HLA-A0201 donor as previously reported [13]. Itacitinib
was given as for the GVHD experiments. Bioluminescence
analyses were made as previously reported [13]. In brief,
mice were injected s.c. with 3 mg of D-luciferin (Promega,
Madison, WI, USA) in PBS and imaged 12min later.
Tumor growth was evaluated by measuring the biolumi-
nescence of THP-1 cells transfected to express the luciferase
reporter gene by using the bioluminescent IVIS imaging
system (Xenogen-Caliper, Hopkinton, MA). Mice were
anesthetized using isoflurane (2.5% vaporized in O2). For
analysis, total photon flux (photons per second) was mea-
sured from a fixed region of interest over the entire abdo-
men using Living Image 4.5.2.

Serum cytokine levels

IL-1p, IL-2, IL-10, IL-12 p70, IFNy, and TNFa serum
concentrations were quantified using Luminex Performance
Human High Sensitivity Cytokine Magnetic Panel A assay
(6-Plex, FCSTMO09-06, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Analy-
sis of each sample was performed in duplicate. Data were
collected and analyzed using a Luminex MAGPIX analyzer
(APX1042, ThermoFisher Scientific). Data were collected
and analyzed using a Luminex MAGPIX analyzer
(APX1042, ThermoFisher Scientific).

Statistical analyses

The Mann-Whitney test was used to compare flow-
cytometry data between 2 different groups. Comparisons
between GVHD score curves were made using the 2-way
ANOVA test. Survival curves were modeled using the
Kaplan-Meier methods. Comparisons between groups were

SPRINGER NATURE

made with the log-rank test. Prior studies have shown that in
the NSG mouse model of GVHD cohorts of 8-10 animal per
groups are optimal to detect a significant impact of the
treatment [13]. Since they can be a donor variability in the
NSG xGVHD model, we elected to perform three inde-
pendent experiments with three different PBMC donors.
Mice were allocated to treatment group before the start of the
experiment (transplantation) but no randomization was per-
formed. Thus, a multivariate Cox model was also performed
to account for possible confounding factors (mouse weight,
mouse age, mouse sex, PBMC donor). Parameters included
in the Cox model included itacitinib or not, hPBMC donor
(one donor by cohort), mouse weight, age, and sex. Data
from all animals were taken into consideration in survival
and GVHD score analyses. Data from all animals alive at
that time point were taken into consideration for flow
cytometry analyses. P values < 0.05 were considered as
statistically significant and all P values were 2-sided. Sta-
tistical analyses were carried out with Graphpad Prism 8.0
(Graphpad Software, San Diego, CA, USA) and with SAS.

Results
Itacitinib mitigates xenogeneic GVHD

The impact of itacitinib on xGVHD was assessed in 3
independent experiments using hPBMC from 3 different
donors. Combining data from the 3 experiments, itacitinib-
treated mice had significantly longer survival than control
mice (median 45 versus 33 days; P<0.001) (Fig. 1). This
was confirmed in a multivariate Cox model adjusted for
PBMC donor, mouse weight, age and sex (HR = 0.33, 95%
CI10.18-0.61, P = 0.0004) (supplemental table 1). Similarly,
GVHD scores and weight losses were lower in itacitinib-
treated mice than in controls. Looking at the 3 cohorts
separately, in the first experiment, itacitinib did not
attenuate XGVHD as shown by comparable GVHD score,
weight losses and survival in the 2 groups of mice (Sup-
plementary Fig. 1). In contrast, in the second and third
cohorts, itacitinib attenuated xGVHD as illustrated by lower
XGVHD scores, slower weight losses and improved survival
in itacitinib-treated mice (Suppl y Fig. 1).

£

Itacitinib decreases | T-cell eng
Absolute human CD45 counts were significantly lower in
itacitinib-treated mice than in controls at days 14, 21, and
28 after transplantation (Supplemental Fig. 2). Accordingly,
absolute numbers of human CD8" T cells in the peripheral
blood of transplanted NSG mice were significantly lower in
itacitinib-treated than in control mice on days 14, 21, and 28
after transplantation (Fig. 1d). Similarly, itacitinib-treated
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Fig. 1 Impact of itacitinib on xGVHD. Survival (a), GVHD scoring
(b) and weight loss (c) in the three cohorts (with three different PBMC
donors) combined. Gray line with circles shows control mice (n = 25)
while black line with squares shows itacitinib mice (1 = 28). Absolute
CD8 T-cell counts (d), absolute CD4 T-cell counts (e) and Treg fre-
quencies among CD4 T-cells (f) in the three cohorts combined. NSG
mice were injected with 2x 107 human PBMCs. Mice were then
treated twice daily with Itacitinib (=120 mg/kg) or a methylcellulose
solution from day 3 to day 28 after transplantation. a-c¢ Survival,

mice had lower absolute numbers of CD4" T cells on days
21 and 28 after transplantation (Fig. le). CD4/CD8 ratios
were mostly not affected by itacitinib (data not shown).
Over time, the proportion of naive T cells decreased in both
groups in favor of an effector memory phenotype. This was
observed both in CD4" conventional T cells and in CD8"
T cells (Supplementary Fig. 3).

Itacitinib increases Treg frequencies

Given that prior studies demonstrated that Treg play an
important role for xGVHD prevention in the NSG xGVHD
model [10], we assessed the impact of itacitinib on Treg
frequencies. We observed significantly higher Treg fre-
quencies (among CD4" T cells) in itacitinib-treated than in
control mice on days 21 and 28 after transplantation (and a
similar trend for day 14) (Fig. If and Supplementary Fig. 4).
However, absolute Treg numbers were significantly lower
in itacitinib-treated mice than in controls.

Given that Treg depend on IL-2 for their homeostasis [14],
we assessed the production of IL-2 by CD4" T cells from
mice from the cohort 3 on day 28 after PBMC infusion

GVHD scoring and weight loss curves of three groups of mice
transplanted with three different healthy donors (n = 15 for donor 1,
n = 18 for donor 2 and n = 20 for donor 3, including 25 in the control
and 28 in the Itacitinib group). d Comparison of absolute CD8* T-cell
counts for each mouse treated or not with Itacitinib. e Comparison of
absolute CD4™ T-cell counts for mice treated or not with Itacitinib.
f Comparison of Treg frequencies among CD4" T-cells for mice
treated or not with Itacitinib. Data show median values (*P<0.05,
*#P <0.005, ***P < 0.0005).

(Supplementary Fig. 5A). After in vitro stimulation by PMA/
ionomycin we observed a higher proportion of CD4" T cells
from itacitinib-treated mice (median of 13.7%) than from
control mice (median of 5.8%, P = 0.0001) producing IL-2 in
intracellular staining. Accordingly, Treg from itacitinib-treated
mice had higher expression of CD25 (MFI of 2283 versus
1777, P=0.0330) and FoxP3 (MFI of 534 versus 396, P =
0.0005) than those from control mice, suggesting higher IL-2
signaling (Supplementary Fig. 5B-C). Further, assessment of
serum cytokine levels on day 28 in 5 itacitinib-treated and 5
control mice showed a suggestion for lower INFy (609 versus
1923 pg/mL, P =0.09) and TNFa« (37 versus 78 pg/mL, P =
0.09) in itacitinib-treated mice, IL-2 serum concentrations (3.2
versus 2.2 pg/mL, P = 0.31) were comparable despite of lower
absolute T cell numbers in itacitinib-treated mice (Supple-
mentary Fig. SD-F).

Impact of itacitinib on peripheral blood T-cell
subsets

We further assessed the impact of itacitinib on peripheral
blood T-cell subsets on days 21 and 28 after transplantation
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CTRL

Itacitinib

tSNE2

Subsets name CTRL | Hacitinib P-value
Ki67+ Treg 037 5.52 0.0002 (***)
.
Resting Treg 21 9.10 0.0004 (***) <

CD4+ Ki67+ 227 185

CD4+ HLA-DR+ 19.5 183

CD4+ CD45RA+ BCI2+ | 0.62 3.06

0.0001 ()

CD4+ 253 19.6

. CD4+ HLA-DR+ Ki67+ | 287 252

Fig. 2 T-SNE of CD4" T cells in peripheral blood from mice in
cohort 3 on day 28 after transplantation. T-SNE were created on
20,135 CD4" T cells and included HLA-DR, CD27, BCI2, CCR4,
CD45RA, CD62L, FOXP3, CD25, and Ki67 markers. a Visualization
of marker expression (MFI) among CD4" T cells. b Seven populations
were determined based on different marker expressions (geometric
mean), i.c., Treg Ki67" (purple), resting Treg (beige), CD4™ Ki67"

SPRINGER NATURE

(dark green), CD4 "HLA-DR*Ki67" (light green), CD4"HLA-DR*
(orange), CD4'CD45RA "BCI2" (red), and other CD4 " (blue) in the
control and the itacitinib groups. Ki67" Treg (purple, P =0.0002),
resting Treg (beige, P=0.0004) and CD4*CD45RABCI2* T cells
(red, P=0.0001) were increased in the treated group at day 28 in the
cohort 3. Hi show marker ion in i
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a HLA-DR Granzyme B
—

tSNE2

Itacitinib
>

Subsets name. CTRL | Hacitinib | P-value
. CDB8+ Ki67+ HLA-DR+ 428 [53.9 0.0330 ()
. CD8+ Ki67+ 18 ns ns
- CDB8+ HLA-DR+ BCI2+ 197 |5.63 ns
. CDB8+ HLA-DR+ 134 |9.24 0.0458 ()
. CD8+ CD45RA+ BCI2+ 043 |0.82 ns
. CD8+ CD45RA+ 0.14 [0.42 0.0059 (**)
. CDB8+ BCI2+ 1.05 |2.48 ns
. CD8+ 219 |8.43 0.0001 (***)

(in mice from cohort 3) using t-SNE analyses in human
CD4" and CD8" T-cell subpopulations. On day 21, we
observed higher frequencies of CD4+CD45RA+BCL2+
cells (P = 0.0001), as well as Ki67" Treg (P =0.0001) and

Ki67~ Treg (P=0.002), in itacitinib-treated mice (Sup-
pl y Fig. 6). Regarding CD8" T-cell subsets, the
main changes included a higher proportion of naive CD8"
T cells (CD45SRATCD27"CD62L"; P=0.002), a higher
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« Fig. 3 T-SNE of CD8" T cells in peripheral blood from mice in

cohort 3 on day 28 after transplantation. T-SNE were created on
21,000 CD8" T cells and included HLA-DR, CD27, Granzyme B,
BCI2. CD45RA, CD25 and Ki67 markers. a Visualization of marker
expression (MFI) among CD8 T cells. b Eight populations were
determined based on different marker expressions (geometric
mean), i.e. CD8"Ki67 "HLA-DR™ (dark green), CD8"Ki67" (pur-
ple), CD8"HLA-DR'BCI2" (dark blue), CD8"HLA-DR™ (pink),
CD8CD45RA'BCI2" (light green), CD8'CD45RA" (orange),
CD8'BCI2" (red), and other CD8" (light blue) in the control and
the treated groups at day 28 in cohort 3. CD8"Ki67 "HLA-DR"
(dark green, P =0.033) and CD8*CD45RA ™ (orange, P = 0.0059)
were increased in the treated group at day 28 in the cohort 3.
CD8"HLA-DR" (pink, P = 0.0458) and other CD8" T cells (light
blue, P=0.0001) were decreased in the treated group at day 28 in
cohort 3. Histograms show marker expression of subpopulations.

proportion of CD8*CD45RA“KI67 GranzB™ cells (P =
0.002) and of CD8'KI67°CD27"GranzB~ cells (P =
0.0001) (Supplementary Fig. 7).

On day 28, regarding CD4" T-cell subsets, we observed
higher frequencies of CD4+CD45RA+BCL2+ cells (P =
0.0001), as well as Ki67" Treg (P =0.0002) and Ki67
Treg (P = 0.0004) in itacitinib-treated mice (Fig. 2). Higher
frequencies of Ki67" Treg (P =0.0002) and Ki67 Treg
(P =0.008) were also observed in mice from the second
cohort of itacitinib-treated mice (Suppl y Fig. 8).
Regarding CD8" T-cell subsets, the main changes included
a higher proportion of CD8"KI67 HLA-DR" cells (P =
0.03) (Fig. 3). This was also observed in mice from the
second cohort (Supplementary Fig. 9).

effects

CD8" T-cell activation is provided by cytokines secreted by
activated human CD4" T cells [15] (i.e. mainly IL-2, INFy,
and TNFa but also IL-17 [19-22]). While it has been
recently established that JAK-1/2 inhibitors are effective as
treatment for steroid-refractory GVHD [23], it remains to be
established whether similar results can be achieved with
specific JAKI inhibitors (which will likely induce less
cytopenia since they do not target EPO and TPO signaling
transduction). Here, we used the NSG humanized mouse
model to assess the impact of itacitinib on xGVHD. We
believed that this is highly relevant given the important
differences between mouse and human T cell biology
(particularly for Treg). Several observations were made.

The first and most important observation was that itacitinib
attenuated XGVHD. This observation is in line with recent
observations made in a mouse-to-mouse model of GVHD [6].
The ability of JAKI inhibitor to attenuate xGVHD should be
seen in line with prior observations showing that a selective
JAK-2 inhibitor failed to prevent xGVHD when given alone
(although it increases the anti-xGVHD potential of an aurora
kinase A inhibitor) in the NSG mouse model [24]. However,
our data indicate that the benefit of itacitinib might be donor-
dependent, since it was not observed with 1 of the 3 donors
that provided hPBMC for xGVHD induction. Prior observa-
tions have demonstrated that the severity of XGVHD in the
NSG model is donor-dependent, possibly because the
immune reaction is launched by human T cells recognizing
mouse MHC by antigen mimicking (which might differ from
one donor to another) [12].

A second observation of our study was that itacitinib
d sed the number of CD4" and CD8" T cells after

Impact of itacitinib on graft-versus-I

We finally assessed the impact of itacitinib on graft-versus-
leukemia effects. We observed that itacitinib failed to
improve survival in comparison to control mice. On day 31
after PBMC infusion, mice given hPBMC + THP-1 cells
had significantly lower tumor burden than mice not given
hPBMC (and given or not itacitinib) (Fig. 4). This was not
observed in mouse given hPBMC + THP-1 cells + itaciti-
nib suggesting that the drug might somewhat decrease graft-
versus-leukemia effects.

Discussion

The pathogenesis of XxGVHD induced by hPBMC infusion
in NSG mice has been partly elucidated. Studies have
demonstrated that the disease is caused by a fraction
of human T cells [12], reacting against mouse MHC
[9, 15-17]. The second signal (also required for xGVHD) is
provided by interaction between mouse B7.1 and B7.2 and
CD28 expressed on human T cells [18]. The third signal for

SPRINGER NATURE

hPBMC infusion. This is in concordance to what has been
recently observed in a mouse-to-mouse model of GVHD [6].

A third observation of the study was that itacitinib
increased Treg frequency. This is in line with what has been
observed with the JAK-1-2 inhibitor ruxolutinib in mouse-
to-mouse models of GVHD [23]. This observation might be
of importance given prior studies showing the important
role of Treg for xGVHD prevention in the NSG mouse
model [10, 25, 26]. However, it should be noted that
absolute Treg numbers were actually lower in itacitinib-
treated than in control mice, stressing that itacitinib did not
per se promote Treg but rather impacted Tconv more than
Treg. Since Treg depend on IL-2 for their homeostasis
[14, 27] as well as for their ability to prevent GVHD in
mouse-to-mouse models of GVHD (28, 29], we compared
IL-2 production by CD4" T cells from itacitinib-treated
versus control mice after in vitro stimulation by PMA/
ionomycin. Indeed, human T cells are the only source of
IL-2 in this humanized mouse model of GVHD and low-
dose IL-2 administration in NSG mice infused by human
PBMC results in higher Treg proportion [12, 22, 19]. We
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observed a higher production of IL-2 by CD4" T cells from itacitinib than from control mice suggesting that IL-2 signal
itacitinib-treated than from control mice. Further, we  transduction by JAK3 is predominant for Treg homeostasis
observed higher CD25 and FoxP3 expression by Treg from  in the humanized mouse model.
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« Fig. 4 Impact of itacitinib on GvL effects. NSG-A2 mice were

infused intravenously with 2 x 10 human PBMCs and 3 x 10° THP-1-
Iuc cells. Mice were then treated twice daily with Itacitinib (=120 mg/kg)
or a methylcellulose solution from day 3 to day 28 after transplantation.
a Bioluminescence was monitored. Images acquired at day 31 are
shown with the Y axis indicating radiance (p %/sr)

from the dorsal view and the ventral view with a region of interest
drawn over the entire body of each mouse and compared in subfigures
(c, d). b Images acquired at day 40. ¢ Comparison of bioluminescence
at day 31 in dorsal view. D Comparison of bioluminescence at day 31
in ventral view. Data show median values (*P<0.05, **P<0.005,
#¥%EP < 0.0005).
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Supplemental table 1.

Multivariate Cox models assessing the impact of itacitinib on xGVHD.

1. Model including all NSG mice.

N=53

Univariate Multivariate
Parameter HR 95% CI HR P-value HR 95% CI HR P-value
Itacitinib Yesvs No  0.393 0219 0.705 0.0017 0.328 0.176 0.610 0.0004
Donor 2 vs. 1 1.113 0555 2229 0.12 1.097 0487 2473 0.18
Donor 3 vs. 1 1960 0967 3.971 3.456 0.904 13.204
Donor 2 vs. 3 0568 0293 1.101 0.317 0.062 1636
Male vs. Female 1719 0914 3233 0.093 1.913 0435 8.405 0.39
mouse
Mouse age 0991 0976 1.007 0.26 1.018 0978 1.060 0.38
Mouse weight 1.077 0995 1.166 0.067 0.976 0.801 1.190 0.81
HR, hazard ratio; CI, confidence interval.
2. Model including only NSG mice given itacitinib.
N=28

Univariate Multivariate
Parameter HR 95% CI HR P-value HR 95% CI HR P-value
Donor 2 vs. 1 0.710 0.276 1.827 0.54 0.376 0.105 1.353 0.23
Donor 3 vs. 1 1.202 0.460 3.140 3.636 0445 29.724
Donor 2 vs. 3 0.590 0.230 1.516 0.103 0.007 1623
Male vs. Female 1.530 0.629 3.723 0.35 2.345 0.282 19478 043
mouse
Mouse age 0.997 0.976 1.018 0.75 1.049 0982 1.120 0.15
Mouse weight 1.072 0.959 1.197 0.22 0.945 0.721 1.239 0.68

HR, hazard ratio; CI, confidence interval.
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Supplemental figure 1. Impact of itacitinib on xGVHD. Survival, GVHD score and
weight loss in the three different cohorts (with 3 different PBMC donors). Grey
line with circles shows control mice (n = 6 in cohort 1, n =9 in cohort 2, n = 10 in
cohort 3) while green line with squares shows itacitinib mice (n = 9 in cohort 1, n
=9in cohort 2, n = 10 in cohort 3).

NSG mice were injected with 2x107 human PBMCs. Mice were then treated twice per day
with Itacitinib (* 120 mg/kg) or a methylcellulose solution from day 3 to day 28 after
transplantation. Survival (ns), GVHD scoring (ns) and weight loss (ns) curves of cohort 1
(n = 15 for donor 1) were no different. Survival (**), GVHD scoring (****) and weight loss
(****) curves of cohort 2 (n = 18 for donor 2) were significantly different. Survival (**),
GVHD scoring (****) and weight loss (****) curves of cohort 3 (n = 20 for donor 3) were
significantly different.
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Supplemental figure 2. Absolute hCD45 counts. There was a lower number of
hCD45/uL in the treated group at different timepoints (day 14, day 21 and day 28).
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Supplemental figure 3. Tconv and CD8* T cell subpopulations. (A) Visualization of
different subpopulations of Tconv. Effector T cells (TE) (turquoise), central memory T
cells (TCM) (green), effector memory T cells (TEM) (pink), naive T cells (purple),
TEMRA (blue) at different timepoints (day 14, day 21 and day 28). (B) Visualization of
different subpopulations of CD8* T cells. Effector T cells (TE) (turquoise), central
memory T cells (TCM) (green), effector memory T cells (TEM) (pink), naive T cells
(purple), TEMRA (blue) at different timepoints (day 14, day 21 and day 28).
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Supplemental figure 4. Dot-plots with Treg population. Representative example of
dot-plots showing Treg cells in itacitinib or control mice.
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Supplemental figure 5. Impact of itacitinib on IL-2 in vivo. (A). Production of IL-2
by Tconv at day 28. Intracellular IL-2 staining after in vitro stimulation by
PMA/ionomycin of CD4* conventional T cells recovered from mice from the cohort 3 on
day 28 after PBMC infusion and given or not itacitinib. (B-C). Mean Fluorescence
Intensity (MFI) CD25 (B) and FoxP3 (C) within Treg from mice from the cohort 3 on
day 28 after PBMC infusion and given or not itacitinib. . (D-F). Bioplex measurement of
serum cytokine levels at day 28 in 5 itacitinib-treated and 5 control mice; (D) INFy
(P=0.09); (E) TNFa (P=0.09); and (F) IL-2 (P=0.31).
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Supplemental figure 6. t-SNE of CD4* T cells in peripheral blood from mice in

cohort 3 on day 21 after transplantation.

T-SNE were created on 11,040 CD4+* T cells and included HLA-DR, CD27, BCI2, CD45RA,
CD62L, FOXP3, CD25 and Ki67 markers. (A) Visualization of marker expression (MFI)
among CD4* T cells. (B) Seven populations were determined based on different marker
expressions (geometric mean), i.e. Ki67+ Treg (purple), resting Treg (beige), CD4*Ki67+
(dark green), CD4+*CD62L* (light green), CD4*CD45RA*BCI2* (red), CD4*BCI2+ (orange),
and other CD4+ T cells (blue) in the control and the itacitinib groups. Ki67+Treg (purple,
P=0.0001), resting Treg (beige, P=0.002), CD4*CD45RA*BCI2* (red, P=0.0001), and
CD4+BCI2+ (orange, P=0.0414) T cells were significantly higher in the treated group at
day 21 in cohort 3. In contrast, CD4*CD62L* (P=0.0217), and other CD4* T cells
(P=0.0005) were significantly lower in the treated group at day 21 in cohort 3.

Histograms show marker expression of subpopulations.
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Supplemental figure 7. t-SNE of CD8* T cells in peripheral blood from mice in
cohort 3 on day 21 after transplantation.
T-SNE were created on 13,600 CD8* T cells and included HLA-DR, CD27, CD62L,
Granzyme B, BCl2, CD45RA, CD25 and Ki67 markers. (A) Visualization of marker
expression (MFI) among CD8 T cells. (B) Five populations were determined based on
different marker expression (geometric mean), i.e. CD8+Ki67*GranzymeB+*CD27* (pink),
CD8*Ki67+CD27* (purple), CD8*GranzymeB* (orange), CD8+CD45RA*Ki67*Granzyme B*
(light blue), CD8+CD27+CD45RA*GranzymeB+*CD62L* (light green) in control and treated
groups. CD8*Ki67+CD27+ (purple, P=0.0001), CD8*CD45RA*Ki67*GranzymeB*
(P=0.0022), and CD8+CD27+CD45RA*GranzymeB+*CD62L* (light green, P=0.0018) cells
were significantly increased in the treated group at day 21 in cohort 3.
CD8*Ki67+GranzymeB+*CD27+ (pink, P=0.0232) and CD8*GranzymeB* (orange,
P=0.0218) T cells were significantly decreased in the treated group at day 21 in cohort 3.
Histograms show subpopulations marker expression.
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Supplemental figure 8. t-SNE of CD4* T cells in peripheral blood from mice in
cohort 2 on day 28 after transplantation.

T-SNE were created on 21,000 CD4 T cells and included HLA-DR, CD27, BCI2, CD45RA,
CD62L, FOXP3, CD25 and Ki67 markers. (A) Visualization of marker expression (MFI)
among CD4 T cells. (B) Ten populations were determined based on different marker
expression (geometric mean), i.e. Ki67+*Treg (grey), resting Treg (yellow), CD4*Ki67+
HLA-DR*CD62L* (blue), CD4+Ki67*HLA-DR* (purple), CD4+Ki67* (beige), CD4*HLA-DR*
(dark green), CD4*CD62L*HLA-DR* (light green), CD4*CD45RA*BCI2* (orange), and
other CD4* T-cells (red and light blue) in the control and itacitinib groups. Ki67+ Treg
(grey, p-value = 0.0002) and Treg (yellow, p-value = 0.0079) were significantly higher in
the treated group at day 28 in cohort 2. Other CD4* T cells (light blue) was significantly
lower in the treated group at day 28 in cohort 2. Histograms show marker expression of

subpopulations.
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Supplemental figure 9. t-SNE of CD8* T cells in peripheral blood from mice in
cohort 3 on day 21 after transplantation.
T-SNE were created on 20,560 CD8* T cells and includes HLA-DR, CD27, CD62L,
Granzyme B, BCl2, CD45RA, CD25 and Ki67 markers. (A) Visualization of marker
expression (MFI) among CD8* T cells. (B) Eight populations were determined based on
different marker expression (geometric mean), i.e. CD8*Ki67*CD62L*HLA-DR* (blue),
CD8+Ki67+CD45RA* (purple), CD8*Ki67+ (beige), CD8*HLA-DR*Ki67+ (dark green), CD8*
HLA-DR* (light green), CD8+CD62L* (orange), CD8+*CD45RA*BCI2* (red), and other CD8*
(light blue) in the control and treated groups. CD8*Ki67*CD45RA* (purple, P=0.0153),
CD8+Ki67+ (beige, P=0.0229), and CD8+HLA-DR+Ki67+ (dark green, P=0.0311) T cells
were significantly higher in the treated group at day 28 in cohort 2. Other CD8* cells
(light blue, P=0.0052) was significantly decreased in the treated group at day 28 in
cohort 2. Histograms show marker expression of subpopulations.
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Résultats — partie 2 : Etude comparative de la prise de greffe
et de la pathogenese de la GVHD entre les souris NSG et les
souris NSG-IL15.
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ABSTRACT

Background: NOD.Cg-Prkdcse'd 112rgtm*Wil/SzJ (NSG) and NOD.Cg-
Prkdcscd||2rgtm1Sug/Shidic (NOG) mice have been widely used as humanized mouse
models of graft-versus-host disease (GVHD). In these models, CD8* T cells require
stimulation by IL-2 (which is provided by co-transplanted CD4" T cells) to induce
xenogeneic GVHD. Here, we hypothesized that the use of a mouse strain transgenic
for a human cytokine able to stimulate CD8* T cells (i.e. IL-15) would improve current
humanized GVHD models and induce higher human T cell infiltration in classical
GVHD-target organs such as the skin, liver and gastro-intestinal tract. Methods: To
test these hypotheses, we compared xenogeneic GVHD induced by injection of human
peripheral blood mononuclear cells (hPBMC) in wild-type NSG versus NSG mice
expressing human IL-15 (NSG-Tg(Hu-IL15)). Results: We observed that, following
injection of hPBMC, NSG-Tg(Hu-IL15) mice had higher blood counts of (human) CD4*
and CD8* T cells at days 14 and 21, a trend towards higher INF-y serum levels (3327
versus 2892 pg/mL, P=0.08) at day 20, more severe GVHD scores, and a shorter
survival (median 30 versus 37 days, P= 0.044) compared with classical NSG mice. In
contrast, organ (including skin, liver and colon) infiltration by CD3* T cells on day 20
was comparable in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice. Further, unbiased flow cytometry
analyses on day 20 samples showed comparable CD4* T-cell subset frequencies in
NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice, while a cluster of memory T cells expressing
granzyme B was more frequent in NSG-Tg(Hu-IL15) mice. Conclusion: In summary,
our data show that, following injection of hAPBMC, NSG-Tg(Hu-IL15) mice exhibit faster
human T-cell expansion than NSG mice and develop a slightly exacerbated xGVHD.
However, organ infiltration as well as histologic GVHD lesions in the Gl tract and the

liver were comparable in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice.
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INTRODUCTION

Graft-versus-host disease (GVHD) has remained a major limitation of allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (allo-HCT) (1). The disease is caused by donor
T cells contained in the graft reacting against host tissues because of genetic
disparities between the host and the donor. While mouse-to-mouse models of
experimental GVHD provided invaluable insights on GVHD biology, they are limited by
important biologic divergences between human and rodent species, fixed genetic
backgrounds between donors and recipients, and the use of young mice housed in
pathogen-free conditions as donors (2).

In the last decades, humanized mouse models of GVHD have extensively been
studied, and particularly models in which xenogeneic GVHD (xGVHD) is induced by
injecting human peripheral blood mononuclear cells (\PBMC) in NOD.Cg-Prkdcseld
II2rgtm™Wi/SzJ (NSG) or NOD.Cg-Prkdcs@dli2rg™'Su9/Shidic (NOG) mice (3-8). These
models have several advantages compared to classical mouse-to-mouse models of
GVHD, including donor genetic diversity, the possibility to use donors of different ages
exposed to various pathogens, and the use of human cells to induce GVHD. The
relevance of these models is well demonstrated by the fact that many drugs used in
the clinic to prevent or treat GVHD in humans are also efficient to prevent xGVHD in
humanized mice. These include calcineurin inhibitors (9), mTOR inhibitors (7), post-
transplant cyclophosphamide (10,11), CTLA-4-Ig fusion proteins (9), JAK inhibitors
(12,13) or the anti-CD26 monoclonal antibody Begelomab (14). These models have
also allowed to assess the ability of human regulatory cells to prevent GVHD (15-23)
and to identify T-cell subpopulations favoring it (8,24).

In recent years, important advances have been made in our understanding of
the pathogenesis of xGVHD induced by injection of hPBMC in NSG or NOG mice. It
has been found that the disease is caused by the activation of a fraction of infused
human T-cell clones following the trigger of their T-cell receptor (TCR) by mouse
dendritic cells (DC) via antigen mimicking (4,6,11,20). Mouse DC also provide the
second T-cell activating signal through interactions between mouse CD28 and human
T-cell B7 interactions (9). Following these two stimuli, human T cells secrete IL-2, IFN-
y and IL-10 providing the third T-cell activation signal. It should be stressed however
that, in these models, CD8* T cells do require stimulation by IL-2 (which can be
provided by co-transplanted CD4* T cells) to induce xGVHD. Activated T cells then

migrate to xGVHD target organs (mainly the lungs, liver and bone marrow) causing

Courtois et al., « XGVHD in NSG or NSG-Tg(Hu-IL15) mice », page 3

166



94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

XxGVHD (3). In contrast to what occurs in mouse-to-mouse models of GVHD and in
humans, the gastro-intestinal (Gl) tract and the skin are not primary targets during
xenogeneic GVHD reactions. This is a limitation of these models.

Here, we hypothesized that the use of a mouse strain, engineered to produce a
human cytokine able to stimulate CD8" T cells (i.e. IL-15) would improve current
humanized GVHD models and induce higher human T-cell infiltration in classical
GVHD target organs such as the skin, liver and gastro-intestinal tract. Indeed, in the
B6->B6D2F1 mouse-to-mouse model of GVHD, mice that were transplanted with IL-
15 transgenic bone marrow cells had an expansion of effector-memory CD8+ T cells,
and exacerbated GVHD and more severe cholangiohepatitis and enteritis (25). In
contrast, pulmonary inflammation was comparable in mice receiving IL-15 transgenic
or wild-type bone marrow cells (25). Supporting these findings, Huarte et al. observed
that injection of hPBMC in (not previously irradiated) NOG mice expressing hiL-15 led
to significant T-cell infiltration in GVHD target organs including Gl tract, liver and skin
(although no data comparing organ infiltration in NOG and NOG mice expressing hlL-
15 were reported in that publication) (12) To test our hypothesis, we compared
xenogeneic GVHD induced by injection of hPBMC in NSG versus in NSG-Tg(Hu-IL15)

mice.

MATERIALS AND METHODS

Induction and assessment of xGVHD in NSG mice

NSG or NSG-Tg(Hu-IL15) mice (The Jackson laboratory, Bar Harbor, ME), aged from
10 to 12 weeks, received an i.v. injection of 2 x 107 of hPBMCs to induce xGVHD.
PBMCs were harvested from buffy coats by Ficoll-Paque (GE Healthcare, Freiburg,
Germany) gradient centrifugation. The severity of GVHD was studied using a scoring
system between 0 (minimum) and 2 (maximum) based on four clinical parameters:
weight loss, posture (hunching), mobility, and anemia, as previously reported(17). Mice
were monitored daily and assessed for GVHD score thrice weekly during the
experiments. Mice with a GVHD score of 6/8 were sacrificed in agreement with the
recommendation of our ethical committee (protocol #2114). Dead animals with an
ethical limit score reached were kept in the dataset for the remaining time points (last
value carried forward). All experimental procedures and protocols used in this study

were reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Ethics
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Committee of the University of Liége, Belgium. The “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals,” prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources,
National Research Council, and published by the National Academy Press, was
followed.

Flow cytometry analyses

Peripheral blood (PB) samples (150 pL) were collected on days 14, 21 and 28 post-
transplant for the two first cohorts. PB was depleted of erythrocytes using RBC lysis
buffer (eBioscience, San-Diego, CA) according to the manufacturer's instructions and
analyzed by flow cytometry. The following antibodies were used: anti-mouse CD45
(30-F11) PE-CY5 (15-0451-81, eBiosciences), anti-human CD8 (SK1) PE-CY7
(2323555, Sony), anti-human CD62L (DREGS56) APC-CY7 (47-0629-42,
eBiosciences), anti-human CD4 (RPA-T4) Pacific blue (48-0049-42, eBiosciences),
anti-human CD45 (H130) BV510 (563204, BD), anti-human HLA-DR (L243) BV605
(2138200, Sony), anti-human CD27 (L128) BV650 (563228, BD), anti-human CD45RA
(HI100) BV786 (304140, Biolegend), anti-human CD25 (2a3) BUV395 (564034, BD),
anti-human CD56 (B159) PE (555516, BD), anti-human CD16 (eBioCB16) biotin (13-
0168-82, eBiosciences), streptavidin APC (S868, Invitrogen), anti-human granzyme B
(GB11) FITC (560211, BD), anti-human FOXP3 (259D/C7) PE-Texas Red (562421,
BD), anti-human K167 (B56) PERCP-CY5.5 (561284, BD). Cells were incubated with
extracellular antibodies for 20 minutes at 4°C in the dark and washed twice with PBS
containing 3% of FBS. Intracellular staining for FOXP3, KI67 and Granzyme B was
performed by using the FOXP3 Staining Buffer Set (eBioscience) and intracellular
antibodies were incubated for 30 minutes at 4°C in the dark. Total cell count of human
CD45 cells in blood were calculated based on the absolute number of white blood cells
counted in an ABX Micros 60 cell counter (HORIBA ABX SAS) and on human cell
chimerism. Data were acquired on a FACS LSRFortessa flow cytometer (BD) and
analyzed with the Flowjo software 10.0 (Tree Star Inc., Ashland, OR). In gating
strategies, regulatory T cells (Tregs) were defined as CD4*CD25*FOXP3* T cells while
remaining CD4* T cells were termed conventional T cells (Tconv). For the third cohort,
at the time of sacrifice on day 20 post-transplantation, PB, spleen, bone marrow (BM),
liver and lungs were harvested and analyzed by flow cytometry. Splenocytes were
obtained by crushing the spleen. BM cells were obtained by flushing femurs and tibiae.

Lung- and liver- infiltrating cells were obtained by mincing and incubating the organs
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for 1 h in HBSS containing 50 pg/ml of DNase (Roche, Basel, Switzerland) and 1 mg/ml
of collagenase A (Roche). The digestion of these organs was stopped by washing
twice with PBS containing 10 mM of EDTA (pH = 7.2-7.4), and mononuclear white
blood cells were collected by ficoll gradient centrifugation. Cells from all organs were
washed twice with PBS containing 3% of FBS and counted in an ABX Micros 60 cell
counter (HORIBA ABX SAS) before being labeled with the above-mentioned antibody

mix.

Unsupervised flow cytometry analyses

These analyses were performed on blood draws and lungs from 16 (8 NSG and 8
NSG-Tg(Hu-IL15) mice) mice sacrificed on day 20 after hPBMC infusion. The
concatenated data set was analyzed through successive FlowSOM clustering (26) and
t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) representation after exporting
similar event numbers for each sample per condition group, as previously reported
(27-29). A first gate including either 11,995 viable CD4* lymphocytes/mouse or 8,294
CD8* lymphocytes/mouse for peripheral blood analyses and 29,934 CD8*
lymphocytes/mouse for lung analyses and excluding doublets was first used. These
numbers corresponded to the minimal cell subset counts obtained in a mouse so that
each mouse contributed equally to the analyses. Secondly, additional markers were
used to distinguish phenotypic clusters of CD4* and CD8* lymphocytes, again using
FlowSOM and t-SNE. These additional markers included CD27, CD45RA, CD62L,
CD25, HLA-DR, FoxP3 and KI67 for CD4* T cells and CD27, CD45RA, CD62L, CD25,
HLA-DR, Granzyme B and Ki67 for CD8* T cells. The characteristics of each identified
cluster were assessed by means of histograms and heatmaps. Comparisons between
groups (NSG versus NSG-Tg(Hu-IL15) mice) were performed with tests on the cross-
entropy distributions of the t-SNE representations of each group as previously reported
(29). In brief, for the original and t-SNE space of each t-SNE plot, a probability per data
point was calculated following the same approach as in the t-SNE algorithm. From
these point probabilities, the distribution of cross-entropy in the t-SNE space relative
to the original space was obtained for each group represented in the plot. All pairwise
comparisons between groups were evaluated with Kolmogorov—Smirnov tests on the
difference between the cross-entropy distributions. Dendrograms were obtained from
hierarchical clustering, using as distance the Kolmogorov—Smirnov statistic, which is

the L-infinity distance between the cross-entropy distributions.
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Histological analyses
For the 16 mice sacrificed at day 20 post-transplant, lungs, intestine, skin, and liver
were collected, washed with PBS, fixed in 10% formalin (Sigma Aldrich) and routinely
processed for paraffin embedding. Immunostaining was performed on 5-um sections
with hematoxylin-eosin (H&E) and anti-human CD3 (clone PS1; Novocastra/Leica,
Newcastle Upon Tyne, UK) DAB staining using a BenchMark XT autostainer (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ) for histological examination. Sections from paraffin
blocks were mounted on glass slides and stained with the selected marker. The stained
slides were scanned at 40x magnification and digitally converted into virtual slides
using the Hamamatsu NDP NanoZoomer Digital Pathology slide scanner (Hamamatsu
Nanozoomer 2.0HT). Viewing and analyzing the virtual slides was done by using the
NDP Viewer. Image analysis (CD3 marker) of each tissue was performed using
QuPath version 0.4.3, an open-source and user-friendly software designed for
pathology and whole-slide image analysis. Initially, a pixel classifier was trained with a
random forest algorithm on a diverse dataset to precisely identify tissue regions in the
images. Subsequently, the trained classifier was employed to detect tissues and
generate annotations, serving as regions of interest for cell detection. Hematoxylin
staining was utilized for cell detection, and the selection of positive cells was based on
the mean optical density (OD) of cytoplasm DAB staining for each analyzed tissue.
GVHD scores in small bowel, large bowel and liver were graded according to a
well-established semiquantitative scoring system for abnormalities known to be
associated with GVHD (30). For small bowels, six parameters were scored: Vvillous
blunting, crypt regeneration, crypt epithelial cell apoptosis, crypt loss, luminal sloughing
of cellular debris, lamina propria inflammatory cell infiltrate, and mucosal ulceration.
Forlarge bowels, seven parameters were assessed: crypt regeneration, crypt epithelial
cell apoptosis, crypt loss, surface colonocyte vacuolization, surface colonocyte
attenuation, lamina propria inflammatory cell infiltrate, and mucosal ulceration. For
livers, six parameters were considered: portal tract expansion by an inflammatory cell
infiltrate, bile ducts damage (including lymphocytic infiltrate, epithelial cell apoptosis
and sloughing), vascular damage, parenchymal damage (including apoptosis,
microabscesses and mitotic figures), hepatocellular cholestasis, and hepatocellular

steatosis. The scoring system for each parameter that assessed both the extent and
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severity of tissue damage scored 0 as normal, 0.5 as focal and rare, 1 as focal and

mild, 2 as diffuse and mild, 3 as diffuse and moderate, and 4 as diffuse and severe.

Serum cytokine levels

Blood samples were collected from NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice and sera were
isolated and stored at -80°C until use. IL-2, IL-17/IL-17A, IFNy, and TNFa serum
concentrations were quantified using Human High Sensitivity Cytokine Premixed kit B
Magnetic Luminex Performance assay (FCSTM14-05, R&D Systems, Minneapolis,
MN) according to the manufacturer’s instructions. Analysis of each sample was
performed in duplicate. Data were collected and analyzed using a Luminex MAGPIX
analyzer (APX1042, ThermoFisher Scientific).

Statistical analyses

The Mann-Whitney test was used to compare flow cytometry data between two
different groups. Comparisons between GVHD score curves were made using the 2-
way ANOVA test. Survival curves were modeled using the Kaplan-Meier methods.
Comparisons between groups were made with the log-rank test. Data from all animals
were taken into consideration in survival and GVHD score analyses. Data from all
animals alive at that time point were taken into consideration for flow cytometry
analyses. P-values < 0.05 were considered as statistically significant and all P-values
were 2-sided. Statistical analyses were carried out with Graphpad Prism 8.0
(Graphpad Software, San Diego, CA).

RESULTS

Xenogeneic GVHD might be slightly exacerbated in NSG-Tg(Hu-IL15) mice

We first compared xGVHD severity in NSG and in NSG-Tg(Hu-IL15) mice in two
independent cohorts. Combining data from the two cohorts, we observed that xGVHD
severity and lethality were modestly higher in NSG-Tg(Hu-IL15) (n=17) than in NSG
mice (n=16) (Figure 1). Specifically, median survival was 37 days in NSG mice versus
30 days in NSG-Tg(Hu-IL15) mice (P= 0.044) (Figure 1A). In addition, GVHD scores
were significantly lower in NSG than NSG-Tg(Hu-IL15) mice (Figure 1B). However,
weight loss curves did not significantly differ between the two groups (Figure 1C).
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Given that prior publications have observed positive associations between INF-
y and TNF-a levels and xGVHD severity(11,31), we measured serum cytokine levels
from NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice on day 20 after hPBMC infusion in a third cohort
of 16 mice. It should be noted that, at the time of sacrifice, xGVHD scores and weight
loss percentages were comparable between NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice in this
third cohort. We observed that NSG-Tg(Hu-IL15) mice tended to have higher INFy
serum levels (3,327 pg/mL versus 2,892 pg/mL, P=0.0848; Figure 1D). However,
TNFa, IL-17, and IL-2 serum levels were comparable in both groups (Figure 1 E-G).
Taken together, these data suggest that injection of hPBMC result in slightly more
severe XGVHD in NSG-Tg(Hu-IL15) than in NSG mice.

T-cell engraftment in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice

We next assessed whether the possibly worsened xGVHD observed in NSG-Tg(Hu-
IL15) mice correlated with faster human T-cell engraftment by quantifying blood human
immune cells in mice from cohorts 1 and 2 (n=33) on days 14, 21, and 28 after hAPBMC
injection. We observed higher human hematopoietic cell engraftment in NSG-Tg(Hu-
IL15) compared to NSG mice. Specifically, total human CD4+ and CD8+ T-cell counts
in the peripheral blood of transplanted mice were each significantly higher in NSG-
Tg(Hu-IL15) than in NSG mice on days 14 and 21 (but not 28) post-transplantation
(Figure 2A-B). In contrast, Treg numbers were comparable in NSG and NSG-Tg(Hu-
IL15) mice (Figure 2C).

We then investigated which CD4* and CD8* T-cell subsets were most impacted
by IL-15 expression on day 20 after transplantation (mice from the third cohort) using
a software tool performing FlowSOM(26) clustering on T-SNE plots and comparing t-
SNE representations in each group using a cross entropy test (29). We observed that
the proportions of the different CD4* T-cell clusters were not significantly different in
NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice (p=0.2) (data not shown). In contrast, the proportion
of the different CD8* T-cell clusters were significantly different among CD8* T cells (p=
1.567e-07). Specifically, a cluster of Ki67- Granzymehidh effector memory T cells
(cluster #6) was significantly more frequent in NSG-Tg(Hu-IL15) than in NSG mice
(p=0.02), while the opposite was seen for a cluster of Ki67* Granzyme effector
memory T cells (cluster #1) (Figure 3). These observations suggested that CD8
cytotoxicity might be enhanced in in NSG-Tg(Hu-IL15) mice.
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Organ infiltration
We next compared organ infiltration by human T cells in the lungs, liver, skin, and colon
in NSG (n=8) and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice on day 20 after hPBMC infusion in the
third cohort. We observed comparable infiltration in the lungs (median 23.3% versus
24.9%, P=0.38), liver (median 10.4% versus 9.8%, P=0.51), skin (median 4.6% versus
4.2%, P=0.96) and colon (median 0.41% versus 0.38%, P=0.51) in NSG and in NSG-
Tg(Hu-IL15) mice, respectively (Figure 4). These results demonstrate that, in contrast
to our hypothesis, human T-cell infiltration in classical GVHD target organs such as the
skin, liver and gastro-intestinal tract was similar in NSG and NSG-Tg(Hu-I1L15) mice.
Finally, we compared the phenotype of CD8+ T cells infiltrating the lungs of NSG
and in NSG-Tg(Hu-IL15) mice. As observed in the peripheral blood, a cluster of Ki67-
Granzyme"'9" effector memory T cells (cluster #5) was significantly more frequent in
NSG-Tg(Hu-IL15) than in NSG mice (p=0.028) (Figure 5).

Gl tract and liver pathology

Finally, to further assess the impact of IL-15 expression on Gl tract and liver GVHD we
compared histologic GVHD scores in small bowel, large bowel and liver in NSG (n=8)
and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice on day 20 after hPBMC infusion in the third cohort
using a semi-quantitative scoring system including 6 criteria for the small bowel, 7
criteria for the large bowel and x criteria for liver pathology (30). We observed that Gl
tract histological scores were mostly comparable between the two mouse strains with
the exception for a higher enterocyte vacuolization score in NSG-Tg(Hu-IL15) mice
(Figure 6). Similarly, liver histological scores were comparable with the two mouse
strains, confirming that IL-15 expression by NSG mice did not exacerbate liver nor Gl
tract GVHD.

DISCUSSION

Humanized mouse models of GVHD are frequently used to assess potential new
GVHD treatments. Here, we hypothesized that the constitutive expression of IL-15
would improve current humanized GVHD models and induce higher GVHD in classical
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GVHD-target organs such as the skin, liver and gastro-intestinal tract, like observed in
mouse-to-mouse experimental GVHD (25). To test these hypotheses, we compared
xenogeneic GVHD induced by injection of hPBMC in NSG versus in NSG-Tg(Hu-IL15)

mice. Several observations were made.

The most important finding is that, in contrast to our hypothesis, human T-cell
infiltration in GVHD target organs as well as Gl tract and liver GVHD histological scores
were comparable in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice. These results contrast with
those reported by Huarte et al. in NOG mice expressing hlL-15, in which significant T-
cell infiltration in GVHD target organs (including the Gl tract, liver and skin) was
observed following hPBMC injection (although no data comparing organ infiltration in
NOG and NOG mice expressing hIL-15 were reported in that publication) (12). This
apparent discrepancy might be due to the fact that substantially higher levels of hIL-15
are present in NOG-mice expressing hIL-15 than in NSG-Tg(Hu-IL15) mice (1.0-4.0
ng/mL  (https://www.taconic.com/products/mouse-rat/nog-portfolio/next-generation-

nog-models/hil-15-nog) versus 7.1 +/- 0.3 pg/ml (https://www.jax.org/strain/030890)).

These results also contrast to prior observations in mouse-to-mouse models of GVHD
in which mice transplanted with IL-15 transgenic bone marrow cells had an

exacerbated GVHD and more severe cholangiohepatitis and enteritis (25).

A second observation is that xGVHD was slightly faster in NSG-Tg(Hu-IL15)
than in NSG mice in the two independent survival experiments. However, it should be
stressed that in the third cohort (sacrificed on day 20), xGVHD scores and weight
losses were comparable in both mouse strains, although a trend for higher INFy levels
(a strong correlate of xGVHD severity in humanized models of GVHD (6,7,31)) was
observed in NSG-Tg(Hu-IL15) mice. Taken together, these observations suggest that
the impact of low-dose hIL-15 expression on xGVHD might be somewhat donor-
dependent. The role of IL-15 in GVHD has been extensively studied previously,
yielding sometimes conflicting results. In mouse-to-mouse models of GVHD, the
absence of donor IL-15 expression reduced GVHD while the opposite was seen when
IL-15 was overexpressed by donor cells (25). In humans, high levels of IL-15 two
weeks after allo-HCT has been associated with the risk of acute GVHD in patients
given grafts after a myeloablative conditioning regimen (32), but not in those
transplanted following a reduced-intensity or a truly nonmyeloablative regimen (33,34).
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In addition, administration of the IL-15 superagonist complex ALT-803 in patients who
experienced relapse after allo-HCT induced mild skin acute GVHD in only 7% of
treated patients (35). Combined with our observations, these data suggest that IL-15

expression/administration might slightly favor GVHD.

A third observation is that a cluster of CD8* T cells highly expressing granzyme
B was significantly more frequent in the blood and lungs of NSG-Tg(Hu-IL15) mice.
While many mouse studies have emphasized that IL-15 is essential for memory CD8*
T-cell maintenance and self-renewal (36-38), IL-15 has been shown to increase
granzyme B expression (and INF-y production) by human CD8* T cells (39). This is
consistent with the signature CD8* memory T-cell cluster identified in our study, and
might suggest that CD8* T cells from NSG-Tg(Hu-IL15) mice might be more prone to
induce GVHD.

The common yc cytokine receptor family of cytokines include IL-2, IL-4, IL-7, IL-
9, IL-15 and IL-21. These cytokines modulate T-cell survival, activation, proliferation
and differentiation. Their role on the pathogenesis of xGVHD in NSG mice infused with
hPBMC is well established. Indeed blocking common yc cytokine in NSG mice infused
with hPBMC prevented xGVHD and significantly decreased histologic signs of GVHD
in the acute-GVHD target organs (40). Since IL-15 expression failed to promote organ
infiltration and histologic GVHD severity in classical acute GVHD organs (skin, Gl tract
and liver), future research should investigate whether other human yc cytokine could
achieve this goal. Expression of high-doses of human IL-2 or IL-10 (which is not a yc
receptor cytokine) have been shown to expand human T cells and exacerbate xGVHD
in NSG mice infused with hPBMC (41,42). Unfortunately, organ infiltration and
pathology were not reported in these publications. Similarly, administration of low-dose
IL-2 in NSG mice infused with hPBMC tended to favor xGVHD despite of promoting
Treg expansion, and resulted in the expansion of CD8*CD25* T cells (11,43). Finally,
of importance, IL-21 blockade in NSG mice infused with hPBMC attenuated xGVHD
and decreased liver GVHD histologic scores, suggesting that IL-21
expression/administration might increase GVHD severity in classical acute GVHD

target organs (44).

There are limitations in our study. First, we elected comparing xGVHD in non-

irradiated NSG versus NSG-Tg(Hu-IL15) mice. Since prior irradiation impact human
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cell engraftment in NSG mice, we cannot exclude that human T cell homing to the Gl
tract would be increased in conditioned NSG-Tg(Hu-IL15) mice. Another limitation of
our study is that we did not compare graft-versus-leukemia effects induced by hPBMC
infusion in the two mouse strains. Indeed, large numbers of mice would be required to
demonstrate stronger GvL effects in NSG-Tg(Hu-IL15) mice since GvL effects are
already strong in wild-type NSG mice (7,8,11,13,31), while IL-15 administration has

already been shown to promote graft-versus-leukemia effects in the clinic (35).

In summary, our data indicate that although NSG-Tg(Hu-IL15) mice appear to
develop a slightly more severe xGVHD than conventional NSG mice when injected
with hPBMC, T-cell infiltration in GVHD target organs were comparable in both mouse

strains.
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Figure 1. NSG-Tg(Hu-IL15) mice developed more severe xGVHD than NSG mice
after i.v. infusion of 2 x 107 human peripheral blood mononuclear cells (h(PBMC).
Survival (A), GVHD scoring (B), and weight loss by day 30 after hPBMC infusion (C)
in NSG (n=16) and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=17) mice from cohorts 1 and 2 combined
(n=33). (D-G) Measurements of blood cytokine levels on day 20 after hPBMC infusion
in NSG (n=8) or NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice from cohort #3. * means p value <0.05;
** means p value <0.01, ns means p value > 0.05.
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581  Figure 2. Analysis of human immune cell engraftment in mice from cohorts #1
582 and #2 on days 14 (n=16 in NSG group and n=17 in NSG-Tg(Hu-IL15) group), 21
583  (n=15 in NSG group and n=17 in NSG-Tg(Hu-IL15) group), and 28 (n=14 in NSG
584 group and n=12 in NSG-Tg(Hu-IL15) group) after transplantation. (A) Absolute
585 counts of CD4* T cells. (B) Absolute counts of CD8* T cells. (C) Absolute counts of
586 regulatory T cells (Treg). The Mann-Whitney test was used to compare absolute counts
587 in the two groups. * means p value <0.05; ** means p value <0.01, ns means p value
588 >0.05.
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Figure 3
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Figure 3. Peripheral blood CD8* T-cell engraftment on day 20 after hPBMC
infusion in NSG (n=8) and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice from cohort #3. (A)
Concatenated representation of the proportion of naive T cells (CD45RA*CD62L"),
central memory T cells (CD45RA™ICD62L*), effector memory T cells
(CD45RA™9CD62L"™9) and TEMRA (CD45RA*CD62"™¢). (B) t-SNE / FlowSOM
representation(29) of cell populations based on the expression of the phenotypic
markers CD45RA, CD27, CD62L, HLA-DR, CD27, Granzyme B, CD25, and KI67.
FlowSOM clusters were annotated based on (C) expression of phenotypic markers
across each cluster. Kolmogorov—Smirnov statistics p-value = 1.567e-07. (D)
Comparison of cluster frequencies between in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice (p
values were calculated with the Mann-Whitney test).
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Figure 4. Lymphocyte infiltration in lungs, liver, intestine, and skin. Each pixel in
the density map represents the number of chosen objects within the defined radius.
Heatmap of CD3 infiltration in histological sections corresponding to the lung of NSG
mice (A) and to the lung of NSG-Tg(Hu-IL15) mice (C) at a 40x magnification.
Enlargement of the rectangular area in A at a 400x magnification (B). Enlargement of
the rectangular area in C at a 400x magnification (D). Heatmap of CD3 infiltration of
histological section corresponding to liver of NSG mice (E) and to liver of NSG-Tg(Hu-
IL15) mice (G) at a 40x magnification. Enlargement of the rectangular area in E at a
400x magnification (F). Enlargement of the rectangular area in G at a 400x
magnification (H). Heatmap of CD3 infiltration of histological section corresponding to
colon of NSG mice (l) and to colon of NSG-Tg(Hu-IL15) mice (K) at a 40x
magnification. Enlargement of the rectangular area in | at a 400x magnification (J).
Enlargement of the rectangular area in K at a 400x magnification (L). Heatmap of CD3
infiltration of histological section corresponding to skin of NSG mice (M) and to skin of
NSG-Tg(Hu-IL15) mice (O) at a 40x magnification. Enlargement of the rectangular
area in M at a 400x magnification (N). Enlargement of the rectangular area in O at a
400x magnification (P). (Q) Image analysis of the percentage of T cells (CD3 marker)
infiltration in lungs, liver, colon and skin in mice from cohorts #3 on days 20 (n=8 in
NSG group and n=8 in NSG-IL15 group) after transplantation was performed using
QuPath version 0.4.3.
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635 Figure 5. CD8* T-cell infiltrating the lungs on day 20 after hPBMC infusion in NSG
636 (n=8) and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice from cohort #3. (A) Concatenated
637 representation of the proportion of naive T cells (CD45RA*CD62L*), central memory T
638 cells (CD45RA™ICD62L*), effector memory T cells (CD45RA"9CD62L"9) and
639 TEMRA (CD45RA*CD62L"™9). (B) t-SNE / FlowSOM representation(29) of cell
640 populations based on the expression of the phenotypic markers CD45RA, CD27,
641 CD62L, HLA-DR, CD27, Granzyme B, CD25, and KI67. FlowSOM clusters were
642 annotated based on (C) expression of phenotypic markers across each cluster.
643  Kolmogorov—Smirnov statistics p-value < 2.2e-16 (D) Comparison of cluster
644 frequencies between in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15) mice (p-values were calculated
645  with the Mann-Whitney test).
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Figure 6
A) Small bowel GVHD
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652 Figure 6. Comparable intestinal and liver damage in NSG and NSG-Tg(Hu-IL15).
653 Organ damage in small bowels (A), large bowels (B) and livers (C) were quantified
654 using a semiquantitative GVHD pathology scoring system on day 20 after hPBMC
655 infusion in NSG (n=8) and NSG-Tg(Hu-IL15) (n=8) mice from cohort #3.
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Conclusions

Partie 1 : Etude de I’ltacitinib

Les maladies hématologiques telles que les leucémies, les
lymphomes et les anémies séveres nécessitent la plupart du temps
une greffe de CSH pour restaurer la fonction normale de la moelle
osseuse. Cependant, ce traitement peut conduire a développer une
GVHD dans laguelle les cellules immunitaires du donneur attaquent
les tissus du receveur. Afin de prévenir le développement de la
GVHD et le rejet du greffon, un conditionnement standard est donc
mis en place ainsi qu’'une prophylaxie médicamenteuse contre la
GVHD. Malheureusement, [l'utilisation de ces agents
immunosuppresseurs est associée a plusieurs effets indésirables,
notamment la cytopénie, des troubles métaboliques, une
susceptibilité accrue aux infections ainsi que d'autres complications
liées au systeme immunitaire. Face a ces défis, la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques devient primordiale.

Dans ce contexte, notre étude sur I'ltacitinib avait pour but d’atténuer
les complications associées a la transplantation de CSH et a
optimiser les résultats pour les patients souffrant de maladies
hématologiques graves. Cette étude nous a donc permis d’explorer
la pathogenése de la GVHD xénogénique induite par l'infusion de
PBMCs humaines dans des souris NSG. Les résultats obtenus ont
permis de mettre en lumiere plusieurs observations significatives.
Tout d'abord, I'observation principale démontrée est que [I'ltacitinib
atténue la GVHD xénogénique dans notre modele de souris
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humanisées. Cependant, il a également été mis en évidence que les
avantages de [ltacitinib peuvent dépendre du donneur ce qui
souligne la variabilité de la GVHD xénogénique dans ce modéle de
souris humanisées. Ensuite, il a été établi que I'ltacitinib posseéde
une influence dynamique sur le développement et la prolifération
des lymphocytes T et des Tregs. En effet, I'ltacitinib permet de
réduire le nombre de lymphocytes T CD4+ et CD8+ apres l'infusion
de PBMCs humaines ainsi qu’'une augmentation de la fréquence
des Tregs. De plus, une production accrue d'IL-2 par les cellules T
CD4+ traitées a Iltacitinib a été observée suggérant que la
signalisation de I'lL-2 par JAK3 prédomine pour 'homéostasie des
Tregs dans notre modéle de souris humanisées. Dés lors, I'ltacitinib
comme traitement post-greffe dans le traitement de la GVHD
semblerait effectivement ouvrir une potentielle perspective pour
remplacer le traitement standard a base de corticostéroides ou pour
étre combiné a ce dernier. Néanmoins, nos données ont également
démontré que I'ltacitinib pourrait diminuer I'effet GvT, qui est médié
par les lymphocytes T. Ce risque est donc a prendre en
considération. De plus, il est important de souligner que nous
n‘avons pas observé de différence significative entre les groupes
lors de I'étude pour I'analyse GvT mais le nombre de souris utilisé
était limité, car ce n'était pas I'objectif principal de I'étude.

L’étude GRAVITAS-301, est un essai clinique de phase Illl,
randomisé, multicentrique, en double aveugle. Son objectif était
d’étudier lefficacité et la sécurité de I'ltacitinib par rapport a un
traitement placebo en association avec des corticostéroides pour le

traitement initial de la GVHD. Pour cette étude, 439 patients ont été
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randomisés pour recevoir soit I'ltacitinib plus des corticostéroides
(n=219), soit un placebo plus des corticostéroides (n=220). Au
départ, 24% des patients (23% du groupe lItacitinib et 25% du
groupe placebo) présentaient une GVHD aigué. L'ORR au jour 28
était de 74% pour les patients randomisés dans le groupe Itacitinib
et de 66% pour ceux randomisés dans le groupe placebo (P=0.078),
le niveau de significativité statistique n’était donc pas atteint avec ce
protocole. Les taux de réponse complete était de 53% dans le
groupe lItacitinib et de 40% dans le groupe placebo.-Des effets
indésirables de grade 3 ou plus sont survenus chez 86% des
patients traités par I'ltacitinib et chez 82% des patients traités par
placebo. Les effets indésirables les plus fréquents étaient une
thrombocytopénie ou la diminution du nombre de plaquettes, une
neutropénie ou la diminution du nombre de neutrophiles, une
anémie et une hyperglycémie. Des déces liés au traitement sont
survenus chez 1% des patients du groupe Itacitinib et chez 2% dans
le groupe placebo. Les chercheurs ont donc déduit que
I'amélioration observée de 'ORR au jour 28 avec l'adjonction de
I'ltacitinib aux corticostéroides n'avait pas atteint le niveau de
significativité escompté au cours de cette étude (Zeiser et al., 2022).
Ceci pourrait étre attribué au fait que de nombreux médicaments
affectent la pharmacocinétique de I'ltacitinib chez ’lhomme et qu’'une
proportion significative des patients du groupe recevant I'ltacitinib a
été exposée a des niveaux insuffisants du médicament. De plus, le
design de I'étude qui prévoyait I'association avec des doses élevées
de corticostéroides et visait a obtenir une augmentation significative

(+16%) de I'ORR au jour 28 n’était probablement pas optimal.
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Une autre étude clinique dirigée par A. Etra et son équipe a
également examiné [I'hypothése selon laquelle I'administration
d’lItacitinib pourrait constituer un traitement efficace pour la GVHD a
faible risque sans I'utilisation de corticostéroides. Dans le cadre d'un
essai multicentrique de phase Il (NCT03846479), 70 patients ont été
traités pendant 28 jours avec de ['ltacitinib a raison de 200 mg/j et
leurs résultats ont été comparés a ceux de 140 patients témoins
traités par des corticostéroides a la méme époque. Dans cette
étude, le groupe traité avec de [ltacitinib a développé moins
d’infection grave dans les 90 jours post-HSCT en raison d'un
nombre moins élevé d'infections virales et fongiques. Concernant
les cytopénies de grade = 3, leur fréquence était similaire entre les
deux groupes, a l'exception d'une leucopénie moins sévere
observée dans le groupe traité avec de I'ltacitinib. Aucune différence
significative entre les deux groupes a 1 an n’a été observée pour la
mortalité hors rechute. L'ltacitinib en monothérapie, sur une courte
période, semble donc étre une alternative slre et efficace au
traitement par corticostéroides de la GVHD pour les patients
diagnostiqués avec une GVHD aigué a faible risque (Etra et al.,
2023). Ces résultats corroborent nos observations antérieures,
confirmant [lefficacité de [ltacitinib en monothérapie dans le
traitement de la GVHD. Cependant, nos résultats mettent en
évidence la nécessité de considérer la variabilité des donneurs ainsi
gue la complexité des interactions entre I'lL-15 et la GVHD lors de
la conception de modeles murins pour étudier la GVHD et ses

traitements potentiels.
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Soulignons, néanmoins, le fait que bien que nos résultats soient
prometteurs, des études supplémentaires avec des échantillons
plus importants sont nécessaires pour confirmer ['efficacité et la
securité de I'ltacitinib, particulierement en ce qui concerne l'effet
GVT. Ces études futures devraient intégrer des analyses statistiques
plus rigoureuses pour mieux évaluer I'impact global de I'ltacitinib sur
la GVHD et l'effet GvT. Il faut néanmoins souligner que l'incidence
de rechute était comparable dans le bras Itacitinib et le bras Placebo
dans I'étude GRAVITAS-301 (Zeiser et al., 2022).

En conclusion, bien que I'ltacitinib montre un potentiel considérable
pour améliorer les résultats post-transplantation et offrir une
alternative ou un complément aux corticostéroides, des recherches
supplémentaires sont indispensables pour optimiser son utilisation
clinigue et garantir une évaluation complete de ses effets

thérapeutiques et indésirables.

Partie 2 : Etude comparative de la prise de qgreffe et de la

pathogenése de la GVHD entre les souris NSG et les souris
NSG-IL15

Notre étude comparative entre les souris NSG et NSG-IL15 dans le
contexte de la GVHD xénogénique met en évidence I'impact de I'lL-
15 sur la prise de greffe et la réaction immunitaire post-greffe. Cela
souligne l'importance des facteurs environnementaux dans la
régulation des réponses immunitaires apres transplantation. Les
souris NSG-IL15 semblent développer une GVHD xénogénique

légérement plus sévere. Néanmoins, cette tendance est variable en
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fonction des donneurs, soulignant une complexité dans le réle de
I'lL-15 dans la GVHD. En effet, linfiltration des lymphocytes T
humains dans les organes cibles de la GVHD (peau, foie, poumon,
intestin), malgré la présence de I'lL-15 chez les souris NSG-IL15,
était comparable entre les deux types de souris. Néanmoins, chez
les souris NSG-IL15, il a été observé un cluster de lymphocytes T
CD8+ exprimant fortement le granzyme B dans le sang et les
poumons ce qui est cohérent avec le rdle connu de I'lL-15 dans le
maintien et la prolifération des lymphocytes T CD8+ mémoires ainsi
gue dans l'augmentation de I'expression du granzyme B chez les
lymphocytes T CD8+. Cette constatation suggere donc
potentiellement une différence substantielle dans la réponse
immunitaire entre les deux groupes de souris mettant en évidence
le réle de I'lL-15 dans le maintien et la prolifération des lymphocytes
T CD8+. Cependant, nos résultats mettent en évidence l'importance
de prendre en compte la variabilité du donneur et la complexité des
interactions entre I'lL-15 et la GVHD dans la conception des
modéles murins dans le cadre de I'étude de la GVHD et de ses
traitements potentiels. Il est également important de noter que I'ajout
de I'lL-15 dans le systeme semble avoir un effet marginal, et des
études supplémentaires sont nécessaires pour clarifier son réle

exact dans le cadre de la GVHD.

Conclusion générale

Les résultats obtenus lors de nos études ont permis d’enrichir notre

compréhension de certains mécanismes sous-jacents a la GVHD
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xénogénique dans des modéles de souris humanisées. De plus,
ceux-ci suggerent des perspectives intéressantes pour le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la
gestion de la complication majeure qu’est la GVHD a la suite d’'une
transplantation de CSH. Le but étant d’établir des thérapies ciblées
mises au point pour traiter la GVHD tout en conservant I'effet GvT.
Dans le contexte de la GVHD, il est important de soulever la
relevance de l'utilisation de modéles de souris humanisées. En effet,
ces modeles murins permettent de reproduire, de mimer les
interactions entre les cellules humaines greffées et I'héte de maniére
plus réaliste, offrant ainsi des perspectives précieuses pour le
développement de traitements plus efficaces et ciblés contre la
GVHD. En outre, ces systemes offrent la possibilité de tester
l'efficacité de nouveaux médicaments et d'étudier les interactions
entre les différents compartiments du systeme immunitaire ce qui
ouvre ainsi la voie a des découvertes fondamentales et
translationnelles importantes dans le domaine de la transplantation
de CSH. C’est pourquoi la création d'un modéle de souris
humanisées plus sophistiqué, capable de refléter précisément les
interactions immunitaires lors de HSCT, semble étre une voie
prometteuse pour faire progresser les connaissances sur
I'immunobiologie de ce processus. En fin de compte, cette approche
pourrait fournir de nouvelles perspectives pour améliorer les
résultats cliniques. Dans un domaine ou la science progresse
continuellement, [l'objectif est désormais de développer de
nouveaux modeles murins encore plus représentatifs de I'homme,

comme suggéré par P. E. Rovatti et son équipe, afin d'affiner notre
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compréhension et nos interventions thérapeutiques (Rovatti et al.,

2020). Cependant, il est important de souligner trois points

essentiels, comme I'a mentionné G. Socié :

Jusqu'a présent, la modélisation préclinique a été a l'origine
de nombreuses avancées dans la compréhension des
mécanismes immunologiques en clinique, ouvrant ainsi la
voie a de nouvelles interventions prophylactiques et
thérapeutiques.

A mesure que de nouvelles données émergent, il est
impératif de continuer a ajuster les paradigmes actuels ainsi
gue les approches physiopathologiques.

Méme avec les traitements les plus prometteurs identifiés
lors des expériences précliniques, le développement peut
étre entravé par des hypotheses cliniques ou statistiques
erronées concernant les taux de réponse clinique ou de
survie; ainsi que par des populations de patients
hétérogenes et insuffisamment stratifiees en fonction des
facteurs de risque ou simplement par des essais qui
manguent de la puissance statistique nécessaire pour tester

les résultats de maniere significative (Socié et al., 2021).

En conclusion, les résultats de nos études sur ['ltacitinib ainsi que

sur la comparaison entre les modeles murins NSG et NSG-IL15

auront apportés une contribution significative a lI'amélioration des

résultats cliniques en permettant une meilleure gestion de la GVHD

post-transplantation de CSH et en ouvrant la voie a des approches

thérapeutiques plus ciblées et personnalisées.
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Partie 3 : Etude comparative de la prise de greffe, de la
pathogenése de la GVHD et de I'effet GvT entre les souris B-
NDG et les souris B-NDG hIL15.
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Partie 3: Etude comparative de la prise de greffe, de la
pathogenése de la GVHD et de I'effet GvT entre les souris B-
NDG et les souris B-NDG hIL15.

Ce projet, similaire au projet 2, s'est concentré sur ['étude
comparative entre les souris B-NDG et les souris B-NDG hIL15. Les
souris NOD.CB17-Prkdcscd [L2rg'™/Bcgen, B-NDG, sont une
souche spécifique de souris immunodéficientes qui peuvent étre
utilisées pour I'étude des HSCT, de la régénération du systeme
immunitaire et de l'immunothérapie, tout comme les NSG. En effet,
en supprimant le géne IL-2Ry du fond génétique NOD-scid, les
souris B-NDG qui en résultent manquent de lymphocytes T matures,
de lymphocytes B et de cellules NK fonctionnelles. Elles présentent
également des déficiences dans la signalisation des cytokines telles
que IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21. Cet ensemble de propriétés
fait que les souris B-NDG présentent le plus haut degré
d'immunodéficience ce qui les rend plus aptes a la greffe et a la
croissance des cellules immunitaires humaines lors de xénogreffe

(PBMCs) et de cellules/tissus tumoraux humains.

Concernant les  souris B-NDG hiL15 (NOD.CB17-
Prkdcscd||2rgtmi||15™1(L15)/BcgenHsd), ce sont des  souris
immunodéficientes qui ont été génétiqguement modifié en combinant
le fond génétique de la souris B-NDG et exprimant I'lL-15 humaine,
tout comme les NSG-IL15 (Raitman et al., 2021). Leur particularité
réside dans le fait que le taux d'expression en IL-15 chez les B-NDG

hiIL15 est 15 fois supérieur par rapport aux NSG-IL15 et 400x
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supérieur par rapport aux B-NDG ce qui leur confére probablement
le fait d’étre un meilleur modéle murin pour notre étude dont I'objectif
est de mieux comprendre l'influence de I'lL-15 sur la prise de greffe
et la reconstitution immunitaire, notamment sur les cellules NK
(Figure 24).
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Figure 24. Dosage de I'IL-15 humaine par ELISA sur des échantillons de
sérum de souris. A) Résultats confirmant que I'lL-15 humaine est détectable
chez les souris NSG-IL15 mais pas chez les souris NSG classiques. B) Résultats
confirmant que I'lL-15 humaine est détectable chez les souris B-NDG hIL15 mais
pas chez les souris B-NDG. De plus, les souris B-NSG hIL15 présentent un niveau
d’expression en hlL-15 15X supérieur par rapport aux souris NSG-IL15. ND = non
détectable. Figure réalisée a partir de résultats obtenus par J. Courtois (A) et
données disponibles sur le site https://biocytogen.com/products/immunodeficient-
b-ndg-mice/b-ndg-b2m-ko-plus-hil15-mice/ (B).

Sur ces souches de souris dans le cadre de notre étude, une
attention particuliére a été portée au développement de la GVHD et
a leffet GvT. Cette évaluation a été réalisée en utilisant des
parametres prédéfinis et décrits dans le but de préciser l'impact de
I'lL-15 sur ces aspects. Ces analyses approfondies viseront a élargir
notre compréhension des interactions complexes entre I'lL-15, le

systeme immunitaire et les résultats post-HSCT.
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Pour répondre a cette question, nous avons utilisé 22 souris B-NDG
et 22 souris B-NDG hIL15 donc la moitié de chaque groupe a été
irradiée la veille de la greffe de la xénotransplantation. Le jour de la
greffe, les souris irradiées ont recu 2 millions de PBMCs humaines
tandis que les souris non irradiées ont recu 20 millions de PBMCs
humaines. Ensuite, la prise de greffe, la reconstitution immunitaire
et le développement de la pathogenese de la GVHD ont été évalués.
Des prises de sang ont été faites aux jours 14, 21 et 28 post-greffe
afin de réaliser un immunomarquage pour étudier les différentes
sous-populations immunitaires. Les souris seront suivies
guotidiennement et scorées 3 fois par semaine selon des critéres
définis pour caractériser la GVHD tels que la posture, 'anémie, la

perte de poids et la perte de mobilité (Figure 25).
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Figure 25. Schéma expérimental pour évaluer I'impact de I'IL-15 dans le
cadre de la GVHD sur les souris B-NDG et les souris B-NDG hlIL15 avec et
sans irradiation.

Lors de 'analyse de la survie, la courbe de survie des souris qui ont

été transplantées avec 20 millions de PBMCs ne présente pas de
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différence significative entre les souris B-NDG et les souris B-NDG
hIL15 (Figure 26A). Concernant la courbe de survie des souris qui
ont été irradiées le jour précédent la xénotransplantation et qui ont
recu 2 millions de PBMCs, il n'y a pas de différence significative

entre les deux souches de souris non plus (Figure 26B).

A) Courbe de survie des B-NDG vs B-NDG hIL15 sans irradiation B) Courbe de survie des B-NDG vs B-NDG hiL15 avec irradiation
ns
100+ 1004 ns -~ B-NDG hIL15
B-NDG
804 804
2 o
2 604 2 60
2 3
@ a
R 404 R 401
20 20
0 20 40 60 0 20 4 60
Jours post-HSCT Jours post-HSCT

Figure 26. Coubre de survie des B-NDG et B-NDG hIL15 sans irradiation (A)
et avec irradiation (B).
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Partie 4 — Inhibition de ’expression du géne IL2RA (CD25) sur
les lymphocytes T CD8+ par latechnique de CRISPR-Cas9
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Partie 4 — Inhibition de I'’expression du géne IL2RA (CD25) sur
les lymphocytes T CD8+ par latechnique de CRISPR-Cas9

Ce projet utilise la technologie CRISPR-Cas9 pour réaliser un
knock-out du CD25 (gene IL2RA) au sein des lymphocytes T CD8+
afin d'explorer I'impact de I'lL-2 dans la pathogenese de la GVHD

ainsi que sur l'effet GvT.

La technique CRISPR-Cas9 est dérivé d'un mécanisme de défense
immunitaire que certaines bactéries utilisent contre les virus. Il a été
adapté pour une utilisation en laboratoire permettant de cibler et de
modifier spécifiquement des séquences d’ADN a lintérieur des
cellules. L'acronyme CRISPR signifie "Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats" (Répétitions
Palindromiques Courtes Groupées et Régulierement Espaceées) et
Cas9 fait référence a une protéine associée au systeme. Ce
processus implique la création d'un ARN guide (ARNg) congu pour
correspondre spécifiquement a la séquence génétique que l'on
souhaite modifier. Il va donc guider la protéine Cas9 vers la
séquence d'ADN spécifique ou la Cas9, qui agit comme des ciseaux
moléculaires, va induire une coupure double brin. Lorsque la cellule
réparera cette coupure, des modifications génétiques peuvent
survenir ce qui va permettre, in fine, l'introduction de modifications

spécifiqgues dans le génome.

C’est donc grace a cette technologie, qu’a termes, notre étude aura
pour but d’évaluer les conséquences de I'absence d'expression du

CD25 sur les lymphocytes T CD8+ activés au sein d'un modeéle de
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souris humanisées développant la GVHD. Ces souris seront
irradiées la veille de la greffe de PBMCs. Ensuite, les PBMCs
humaines qui auront été déplétées en lymphocytes T CD8+ pour
effectuer un knock-out au niveau de I'expression de leur CD25 afin
de greffer aux souris NSG-HLAA2 des PBMCs déplétées en CD8+
avec des CD8+CD25KO. Ensuite, la prise de greffe, la reconstitution
immunitaire et le développement de la pathogenese de la GVHD
seront évalués. Des prises de sang auront lieu aux jours 14, 21 et
28 post-greffe afin de réaliser un immunomarquage pour étudier les
différentes sous-populations immunitaires. Les souris seront suivies
guotidiennement et scorées 3 fois par semaine selon des critéres
définis pour caractériser la GVHD tels que la posture, 'anémie, la

perte de poids et la perte de mobilité (Figure 27).
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Figure 27. Schéma expérimental pour évaluer I'impact de I’expression du
CD25 sur les lymphocytes T CD8+ dans le cadre de la GVHD.

Dans un premier temps, nous avons développé un protocole de
transduction pour réaliser un knock-out du CD25. Une transduction

consiste a introduire du matériel génétique étranger, tel qu’un géne
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ou un fragment d’ADN dans une cellule. Ceci peut étre réalisé a
I'aide de vecteurs viraux permettant au matériel génétique étranger
d'étre intégré et exprimé dans le génome de la cellule héte. Dans
notre cas, nous nous sommes intéressées a |'utilisation de lentivirus
par la technologie de CRISPR-Cas9. Le but étant d’introduire d’une
part TARNg ciblant le promoteur du géne IL2RA et d’autre part la
Cas9 qui va introduire une cassure double brin au niveau de ’ADN
génomique a I'endroit cible ayant pour conséquence de réprimer
'expression du géne grace a lutilisation de lentivirus. Ceux-ci
peuvent transduire des cellules en division ou non dans le but
d’'intégrer des transgénes d'intérét dans leurs cellules cibles,
favorisant ainsi I'expression ou la répression génétique a long terme.
Les vecteurs lentiviraux possedent généralement I'enveloppe de la
glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G), mais
I'utilisation d'enveloppes alternatives peut également étre envisagée
afin d’'optimiser le taux d'efficacité de transfection comme
'enveloppe des rétrovirus RD114. Nous avons optimisé les
parametres de transduction des lymphocytes T CD8+ en utilisant un
lentivirus GFP EFla env VSVG et un lentivirus mCherry EFla env
VSVG pour la MOI qui est le rapport entre le nombre de particules
lentivirales et le nombre de cellules, l'utilisation d’'une molécule
facilitant la transduction (polybréne ou protamine sulfate), le milieu
de culture et le temps de la centrifugation. Les meilleures conditions
ont été les suivantes une MOI égale a 50, I'ajout de polybréne,
l'utilisation du milieu X-VIVO et une centrifugation de 30 minutes a
1000 g. Avec ces conditions, nous avons obtenu un taux de
lymphocytes T CD8+ transduites de 30 a 60% (Figure 28).
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Figure 28. Résultat de lymphocytes T CD8+ transduites avec un lentivirus.
A) 30,1% de lymphocytes T CD8+ transduites a I'aide du lentivirus GFP EF1a env
VSVG, B) 47,9% de lymphocytes T CD8+ transduites a I'aide du lentivirus GFP
EFla env VSVG, C) 63,6% de lymphocytes T CD8+ transduites a l'aide du
lentivirus mCherry EFla env VSVG.

Nous avons également validé les ARNg ciblant le promoteur du
gene IL2RA a l'aide du kit TAKARA « Guide-itTM sgRNA In Vitro
Transcription and Screening Systems ». Les ARNg sélectionnés

sont disponibles tableau 6.

Tableau 6. Les ARNg sélectionnés pour cibler le promoteur du géne IL2RA.

CD25KO par transduction (lentivirus)

T e e

#1 GCCTCTTTTTGGCATCGCGC Promoteur
#2 GATGGGAAGATCGGTCCGCC Promoteur
#3 ATCCAGTCTCTATCGGAGTC Promoteur
#4a CTCACCCTACCTTCAACGGC Promoteur
#5 CTCAGGGCTGTAACGTCCTC Promoteur
#6 AGAAGGATGCGGCGAACTGA Promoteur
#7 TCCGGCGCGATGCCAAAAAG Promoteur
#8 GGCATCGCGCCGGAGGATGT Promoteur
#9 CGCGCCGGAGGATGTGGGAT Promoteur

#10 ACCCACAAGGGTGACAGCCC Promoteur
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Les résultats obtenus ont permis de valider les ARNg #1, #2, #3, #5,
#6 et #7. Ces ARNg couplés a la Cas9 permettent de conduire la
Cas9 a l'endroit cible de 'ADN génomique et d’introduire une
coupure a cet endroit spécifigue permettant ainsi la répression du

géne d’intérét (Figure 29).

~ - AET 645 Tailles fragments
115 143 189 366 188 289 88 o mkeandus fbe)

Figure 29. Résultats permettant de valider les ARNg ciblant correctement
notre géne d’intérét a I'aide du kit TAKARA « Guide-itTM sgRNA In Vitro

Transcription and Screening Systems ».

Nous avons donc utilisé un lentivirus contenant un ARNg validé au
préalable et un lentivirus contenant la Cas9. Malheureusement,
aucun lymphocyte T CD8+ n’a été transduit. Nous avons émis
'hypothése que le matériel génétique que nous voulions introduire
a l'aide des lentivirus était trop gros que pour permettre la
transduction des lymphocytes T CD8+ qui sont, en effet, cellules

primaires difficiles a transduire.
Nous avons donc décidé, aprés de nombreux essais de changer de

méthodologie et d’introduire le matériel génétique souhaité par

électroporation. Nous parlerons donc ici de transfection qui consiste
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a introduire du matériel génétique (comme de I'ADN, de I'ARN ou
des protéines) dans des cellules vivantes. L’électroporation consiste
a appliquer un champ électrique pulsé a des cellules, généralement
en suspension, pour augmenter temporairement la perméabilité de
leur membrane cellulaire et donc la création de pores temporaires.
Cela permet I'entrée de molécules telles que de I'ADN, de I'ARN,
des protéines ou d'autres composés dans les cellules. Une fois
I'impulsion électrique terminée, la membrane cellulaire se referme,
et les cellules peuvent reprendre leur fonctionnement normal. Nous
avons donc a nouveau optimisé le protocole d'électroporation pour
réaliser I'inhibition de I'expression du CD25 sur les lymphocytes T

CD8+ et nous avons egalement validés les ARNg in vitro.

Pour ce faire, nous avons sélectionné des ARNg ciblant des
séquences codantes du gene IL2RA que vous pourrez voir dans le

tableau 7.

Tableau 7. Les ARNg sélectionnés pour cibler les séquences codantes du
gene IL2RA.

CD25KO par transfection (électroporation)

I T S N

sgRNA Ex1 GGGACTGCTCACGTTCATCA Exonl
sgRNA Ex3 TTGTTTCGTTGTGTTCCGAG Exon3
sgRNA Exd CTGCAGGGAACCTCCACCA Exond

Ensuite, nous avons testé in vitro ces ARNg ciblant les séquences
codantes du géne IL2RA a laide du kit TAKARA « Guide-itTM
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SgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems ». Les
résultats obtenus nous ont permis de valider les ARNg « sgARN
Ex1 » et « sgRNA Ex3 ». Effectivement, ces ARNg couplés a la
Cas9 permettent de conduire la Cas9 a I'endroit cible de 'ADN
génomique et d’introduire une coupure a cet endroit spécifique

permettant ainsi la répression du géne d’intérét (Figure 30).

[Sans titre]

524pb 324bp 910pb 500bp 566pb 422bp 644pb 500bp 406pb 211bp 837pb 603bp
200bp 411bp 114bp 144bp 195bp 234bp

Figure 30. Résultats permettant de valider les ARNg ciblant correctement
notre géne d’intérét a I'aide du kit TAKARA « Guide-itTM sgRNA In Vitro
Transcription and Screening Systems ».

En paralléle, nous avons optimisé les paramétres d’électroporation
a l'aide du « Invitrogen™ Neon™ Transfection System ». Plusieurs
conditions d’électroporation ont été testées en analysant
principalement deux parametres a savoir la viabilité cellulaire post-
électroporation ainsi que l'efficacité. Concernant la viabilité, nous
avons évalué la viabilité des cellules transfectées a l'aide d’'un
marquage au 7-AAD 24 heures post-électroporation. Et, en ce qui
concerne [efficacité de transfection, nous avons utilisé une

molécule GFP fluorescente nommée SiGLO afin d’évaluer le
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pourcentage de cellules transfectées par cytométrie en flux 24
heures également post-électroporation. Les résultats concernant les
parameétres d’électroporation représentant le meilleur rapport
viabilité/efficacité la suivante : 1550V, 10ms, 3 impulsions (Figure
31).
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Figure 31. Différentes conditions d’électroporations testées en analysant
I'impact sur la viabilité cellulaire en rapport avec I'efficacité de transfection.

Effectivement, nous avons constaté que pour la condition 1550V,
10ms, 3 impulsions, nous avons obtenu une viabilité proche des
60% avec un taux d’efficacité proche des 40%. Cette condition
d’électroporation semble donc étre le meilleur compromis. En effet,
si nous augmentons le voltage, nous pouvons atteindre des taux de
cellules transfectées supérieurs a 60% mais nous avons seulement
10% de cellules vivantes ce qui est trés faible. Ces conditions ont

eté confirmées par la répétabilité de ce test.

Dés lors, ce projet pourra étre poursuivi pour passer en étude in vivo

et ainsi utiliser le protocole optimisé pour induire le CD25KO0O sur le
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nombre souhaité de lymphocytes T CD8+ avec un ou les deux
ARNg validés ainsi que la Cas9. Ensuite, les cellules CD8CD25KO
seront injectées dans les PBMCs appauvris en CD8 pour étudier
l'impact de I'lL-2 sur la GVHD et l'effet GvT dans un modéle de

souris humanisées.
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SUMMARY

Graft-versus-host di (GVHD) r ins a serious limitation of all ic he-

ic cell transpl (allo-HCT). While post-transplant admlmstra-
tion of cyclophosphamide (PTCy) is increasingly used as GVHD prophylaxis,
its precise mechanisms of action and its impact on graft-versus-leukemia effects
have remained debated. Here, we studied the mechani: of g
GVHD (xGVHD) prevention by PTCy in different h ized del
We observed that PTCy attenuated xGVHD. Using flow cytometry and single-
cell RNA-sequencing, we demonstrated that PTCy depleted proliferative
CD8* and conventional CD4" T cells but also proliferative regulatory T cells
(Treg). Further, T-cell receptor B variable region seq ing (TCRVB) ly
demonstrated that highly xenoreactive T-cell clones were depleted by PTCy.
Although Treg frequencies were significantly higher in PTCy-treated than in
control mice on day 21, xGVHD attenuation by PTCy was not abrogated by
Treg depletion. Finally, we observed that PTCy did not abrogate graft-
versus-leukemia effects.

INTRODUCTION

Graft-versus-host-disease (GVHD) remains a serious limitation of all h ic cell I
tation (allo-HCT)."” However, GVHD occurrence has also been iated with graft leuk
(Gvl) effects, the main mechanism of cure after allo-HCT.” ® While the association of a calcineurin inhib-
itor and an antimetabolite with or without anti-thymocyte globulins (ATG) has ined the d

6,7 5
p

GVHD prophylaxis in the last decades,
has proven to be an efficient way to prevent GVHD, not only in the HLA-haploidentical allo-HCT setting
but also in HLA-matched or 1/10 HLA-mismatched allo-HCT.” '* However, the precise mechanisms of
GVHD prevention by PTCy (and particularly the p ial role of latory T cells (Treg)) remains
debated.

dministration of cyclophosphamide (PTCy)

Two seminal studies have investigated the anti-GVHD mechanisms of PTCy. First, using two mouse-to-
mouse models of GVHD, Ganguly et al. demonstrated that effective GVHD prevenllon by PTCy required
the presence of Treg which were found to be relatively resistant to PTCy."’ Secondly, Kanakry et al.

bserved that PTCy d d ional T cells but favored Treg recovery in panents glven PTCy-
based GVHD prophylaxis. This was attributed to a ive expression of aldehyd
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(ALDH) by Treg.'* Accordingly, another recent study evidenced higher Treg counts but |ower naive
T-cell counts in patients given PTCy-based GVHD prophylaxis, as well as an overexpression of multiple
inhibitory receptors on both CD4* and CD8" T cells in PTCy-treated patients.'” In contrast, a recent large
study observed comparable Treg recovery with PTCy and ATG-based GVHD prophylaxis.'® Further, a
recent nice systems biology analysis in patients given PTCy-based GVHD prophylaxis demonstrated that
signatures of active and highly suppressive Treg were paradoxically enriched in patients experiencing
acute GVHD."”

In the last decades, many advances have been made in our und ding of the path is of xenoge-
neic GVHD (xGVHD) induced by the injection of human peripheral blood mononuclear cells (\PBMC) in
NOD.Cg-Prkdes®™® 112rgt™™i'/SzJ (NSG) or in NOD/Shi-scid/IL-2Rynul mice (“humanized” models of
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GVHD). It was 1ound that xGVHD is caused by the activation of mouse MHC-reactive human T cells by
murine h tig ing cells.'"'” These activated T cells then upregulate the i
of genes involved in cell proluferatlon T- cell receptor (TCR) signaling, co-stimulation, IL-2/STATS5, mTOR,
and Aurora kinase A hy (as ob dina h primate model of GVHD™). Activated T cells
then acquire a T-helper 1 phenotype and migrate to xGVHD-target organs (mainly the bone marrow (BM),
lungs, and liver), causing the disease.”’

We recently i i d the hani of GVHD p ion by the mTOR inhibitor rapamycin in
humanized mouse models.”” Looking at strategies that could potentiate the anti-GVHD mechanisms
of rapamycin, we observed that PTCy mitigated xGVHD and thereby confirmed the initial observa-
tion by Kanakry et al.'"* Further, we observed higher frequencies of Treg in PTCy-treated mice on
day 21 after hPBMC infusion. These initial observations prompted us to decipher herein the impact
of PTCy on xGVHD and GwL effects with a special focus on Treg in humanized mouse models
of GVHD.

RESULTS
Post-tr I dministration of cy
disease

delays ic graft-versus-host

We first confirmed our prior observations that a single PTCy injection (100 mg/kg on day 3) prevented
XxGVHD induced by injecting hPBMC in NSG mice (n = 21). We confirmed higher survival (p = 0.01),
lower GVHD scores (p = 0.0028), and lower weight loss (p = 0.01) in PTCy-treated mice. Combined
data from the two experiments (a total of 16 control and 17 PTCy mice) are presented in
Figures 1A-1C. Median survival in control and PTCy-treated mice was 43 and 66 days, respectively
(HR = 4.139; p < 0.0001). We also confirmed higher Treg (defined as CD4'CD25'FOXP3') frequencies
in the peripheral blood on day 21 in PTCy-treated mice (median of 9.26 versus 2.75%, p = 0.0001)
(Figure 1D). We next compared organ infiltration by human T cells in mice sacrificed on day 21 after
hPBMC infusion and given (n = 19) or not (n = 18) PTCy. We observed lower human chimerism levels
in the blood and the lungs, but not in the liver, BM, or spleen of PTCy-treated mice (Figure 1E). It
should be stressed that human chimerism was lower in the BM than in the spleen or blood of each
PTCy and control mice, in concordance with previous observations made in NSG mice infused with
hPBMC without sub-lethal irradiation.'® There was a higher frequency of Treg among CD4* T cells
in all organs except for the BM (Figure 1F). Further, Treg from PTCy-treated mice exhibited higher
FOXP3 (Figures 1G and 1H) and CD25 (Figure 1H) expression than those from control mice, reflecting
a more P Treg ph This was d with higher expression of IL-2 by CD4"
T cells in PTCy-treated mice (Figure 11). Comparing serum cytokine levels on day 28 after hPBMC
infusion in another cohort of mice, we observed higher IL-2 but lower IFN-gamma and TNF-alpha
serum concentrations in PTCy-treated mice (Figure 1J).

We next compared T-cell engraftment kinetics in control and PTCy-treated mice. We observed that
human chimerism increased from day seven to day 21 and that this increase was higher in control than
in PTCy-treated mice. Indeed, on day seven, human chimerism levels were higher in PTCy-treated mice
(most probably reflecting the negative impact of cyclophosphamide on mouse h poiesis) while the
opposite was seen on day 21 (reflecting the eradication of human proliferative T cells by PTCy; Figure S1A).
Interestingly, Treg frequencies were higher in control mice on day seven, comparable in both groups on
day 14, and higher in PTCy-treated mice on day 21 (Figure S1B). Proliferative CD4" and CD8" T cells
were less frequent on day seven but more frequent on day 14 in PTCy -treated mice than in con(rol mice
(Figures $1C and S1D). As previously reported by other i i ** there was an imp

in the proportions of naive T cells (Ty4ive) among both CD4* and CD8" T-cell subsets from day 14 to day
21 after hPBMC infusion. In addition, among CD4" T cells, there were higher proportions of Tp,ye but
lower proportions of effector T cells (TEFF) on days 14 and 21 in PTCy-treated than in control mice. Further,
PTCy-treated mice had also higher proportions of central memory T cells (TCM) on day 14 (Figure S1E).
Similarly, there were higher proportions of Tpive but lower proportions of TEFF on days 14 and 21 among
CD8" T cells in PTCy-treated mice (Figure S1F). This observation is consistent with the higher proportion of
IL-2 produced by CD4" T cells as Tpaive and TCM produce more IL-2 than TEFF (Figure S1G). Thus, the Treg
increase observed in PTCy-treated mice seems to be induced by higher IL-2 secretion by conventional
T cells (Tconv). Finally, it should be stressed that while we consistently observed lower Treg frequencies
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Figure 1. PTCy delays xGVHD

(A-D) In two independent cohorts NSG mice were transplanted with 2 x 10” hPBMC from two different healthy donors and were treated (blue, n = 17) or not
(gray, n = 16) with PTCy (100 mg/kg) on day three. Mice were monitored for survival, GVHD score and weight loss, and flow cytometry analyses were
performed on peripheral blood on day 21. (A) Comparison of survival curve, (B) XGVHD score, and (C) weight loss between control and PTCy-treated mice.
Mice that reached a score of six were estimated to have terminal GVHD and were sacrificed. The final score for dead animals reaching the ethical limit score

was kept in the dataset for the ining time points (last ion carried forward)

(D) Comparison of Treg frequencies (defined as CD25°FOXP3*) among CD4" T cells and dotplot of D4* T cells showing Treg
frequencies in control and PTCy-treated mice.

(E-H) In two independent cohorts (CTRL, n = 18 and PTCy, n = 19), mice were sacrificed at day 21, and flow cy ly: rf don

blood, spleen, BM, lung, and liver. (E) C ison of human as the ratio of human CD45" cells vs. murine + human CD45" cells).
(F) Treg frequencies among CD4" T cells, and (G) FOXP3 MFI of Treg cells in xGVHD target organs. (H) hi of dTreg from

one cohort (CTRL, n 10 = and PTCy, n = 11) showing the expression of FOXP3 (left panel) and CD25 (right panel) between groups in the spleen.

(1and J) In an independent cohort (CTRL, n = 8 and PTCy, n = 8) human cytokine levels were analyzed on day 21 by flow cytometry and on day 28 by Luminex
assay. () Comparison of IL-2" cells among CD4* T cells. (J) C ison of indicated cytoki ion. Data show median values with min to max
for boxplots. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 0.0001). See also Figures ST and S7.

on day 21 than on day 14, there were important variations among Treg frequencies observed between
different hPBMC donors (Figure STH).

Post-tr I; dmini: ion of cyclophosphamide depl: proliferative (K167%) T cells
including KI67' Treg
We next investigated the impact of PTCy on human T-cell subsets on day six after hPBMC infusion. In these
experiments, mice were irradiated (2 Gy) on the day minus one, infused with 2 x 107 hPBMC on day zero,
given or not a single dose of PTCy (100 mg/kg) on day three, and sacrificed on day six. Human chimerism
was lower in the spleenbut higher in the BM of PTCy-treated mice (Figures 2Aand S2A). The latter was prob-
ably due to the toxlcnty of the cyclophosphamide on murine BM cells. In addition, there was a profound
of prolif g/acti d T cells (i.e. KI67* and/or CD25") in both organs (Figures 2A, 2B, and
S2A). In contrast, non-proliferating (i.e. KI67°) BCL-2" T cells were not depleted by PTCy (Figures 2A, 2B,
and 52A). Looking specifically at Treg subsets, we observed that PTCy depleted proliferative (KI67) splenic
Treg but spared splenic KI67 Treg (Figures 2C and 2D). Interestingly, BM Tregs were not affected by PTCy
(Figures S52B and S2C), possibly because of their lower KI67 and higher BCL-2 expression (Figure S2D).
Finally, probably as a consequence of the important human T-cell count reduction by PTCy, there was a dra-
matic decrease in the IL-2 and IFN-gamma serum levels of PTCy-treated mice (Figure S2E).

T i invi i howing that PTCy depls liferative Treg, wei i dtheimpactof

fosfamide (a cyclophosphamide analog with an end: s cytotoxic activity) on Tconv and Treg in vitro.
First, we observed that mafosfamlde had no |mpac1 on total T cell counts when T cells were not stimulated.
C ly, the bers of T cells d din a conc ] Jent manner followit to

mafosfamide when they were activated wnth CD3/CD28 beads (ngure S3A). Looking at CD4* T cells both

Tconv and Treg prolife d followit ionwith CD3/CD28 beads and the proportion of proliferative cells
foll fosfamide exp (ateither4or8 ug/mL) in both Tconv and Treg (Figures S3B-S3D).
This observation demonstrates that Tregare il d by mafosfamide. In y, these lts support our

in vivo findings that proliferating Treg are sensitive to cyclophosphamide.

Single-cell RNA- sequencmg analyses reveal that post-tr

ation of
Fosiaon 4 16

pr ive T cells overexpressing the mTor and aurora

pathways but also Treg

To further assess the impact of PTCy on T cells in our GVHD model, we performed single-cell RNA-se-
quencing on human T cells isolated from the spleen of control and PTCy-treated mice on day six after
hPBMC injection. Cell cycle phase analyses revealed that T cells from control mice were proliferating,
with equivalent cell proportions observed in the G1 and G2M phases, and a smaller proportion of cells
inthe S phase (Figure 3A). Conversely, T cells from PTCy-treated mice were almost all in the G1 phase con-
firming that prolife T cells were depleted by PTCy.

The clustering analysis evidenced two non-proliferative (naive T cells and cytotoxic T cells) and three prolif-
erating (proliferating cytotoxic T cells, Treg (that were mostly proliferating) and proliferating helper T cells)
cell groups (Figures 3B-3D, S4A, and S4B). Cytotoxic T cells were characterized by CD8, NKG7, GZMB,
PFRF1, and CCL5 expression (non-proliferative cytotoxic T cells) or similar expression plus MKI67
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Figure 2. PTCy depletes proliferative (KI67*) T cells and Treg

In fourindependent cohorts of mice, two Gy irradiated NSG dwith 2 x 107 hPBMC from four different healthy donors and were treated
(n = 21) or not (n = 18) with PTCy (100 mg/kg) on day three. Mice were sacrificed on day six for flow cytometry analyses on the sploen.

(A) C ison of human chi ive (i.e. KI67") cells, CD25, and BCL-2 expression among Tconv and CD8" T cells.

(8) ive t-SNE of d human CD45" cells from one mice cohort showing the expression of KI67 (left panel), CD25 (center), and BCL-2
(right panel) in the control group (n = 4) compared to the PTCy group (n = 4).

(C) Representative t-SNE analysis of concatenated CD4* T cells from one mice cohort showing Treg in the control group (n = 4) compared to the PTCy group
(n = 4). Treg are divided into KI67" (red) and KI67" (orange).

(D) Comparison of Treg frequencies among CD4" T cells, comparison of FOXP3, CD25, and BCL-2 expression in Treg cells. Data show median values with
min to max for boxplot or interquartile range for bar plot. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). See also Figures 52 and S3.

expression (proli i ic T cells). Proli ive helper T cells were characterized by CD4 and MKI67
expression and the absence of FOXP3 expression (Figure 3C). Tregs were characterized by the expression
of FOXP3 and CTLA4. They also exhibited a high expression of other members of the “Treg gene signa-
ture” such as IL2RA and TNFRSF1B (TNFR2) (Figure S4C). Finally, naive T cells were defined based on a
high CCR7 expression and the absence of MKI67 expression. Interestingly, while the five T-cell subpopu-
lations were present in the control mice, mainly naive and non-proliferative cytotoxic T cells were present in
PTCy-treated mice (Figures 38-3D). Further, importantly, confirming flow cytometry analyses, Treg were
extensively depleted by PTCy.

GSEA analyses comparing naive T cells from control and PTCy-treated mice revealed that cells exposed to
cyclophosphamide had a hlgher expressmn of P53 and of apoptosis pathways with BAX and BCL-2being in
the top 50 of the diffe i d genes upi lated by PTCy (Figures 3E, S5A, and S5B). This
demonstrates that PTCy, in addmon to depleting proliferative T cells, also impacts the transcriptomic

el of naive proliferating T cells. We then performed further GSEA analyses on CD8" T cells
comparing the ip of liferative to p (which were depleted by PTCy) cytotoxic

T-cell group. GVHD transcriptomic slgnatures such as Aurora kinase A and mTOR pathways”’' were
overexpressed in the proliferative cytotoxic T cell group, evidencing that PTCy depleted mainly cells
causing xGVHD (Figures 3F, S5C, and S5D).

14,

" d |

T-cell V beta repertmre

ate that post-tr
ation of cy hosphamide eradi the most xenoreactive clones

Since PTCy depleted pvoh‘eratlve T cells in vivo, we hypothesized that this might impact the T cell V beta
(TCRVB) receptor repertoire diversity. Therefore, we performed TCRVB sequencing (TCR-seq) on T cells
isolated from the pre-transplantation hPBMC (donor T cells) or from mice organs at day 21 post-transplan-
tation (injected or not with PTCy at day three). As previously reported by our group,”’ the diversity of donor
T cells at infusion was dramatically higher than in spleen or lung T cells (Figure 4A), demonstrating that
xGVHD is mediated by a small fraction of T-cell clones expanding in vivo (most probably those recognizing
mouse MHC by antigen mimicking).

While T-cell repertoires have been presumed to be almost entirely private, the development of high-
throughput TCR sequencmg has made clear that interindividual sharing of TCR clonotypes is more common
than ingly, a low freq y of highly common clones (neonatal TCRs) in donors is a
predictor of GVHD development in recipients.”” Therefore, we wondered whether xGVHD could be mediated
by clones more or less common between donors. Hence, we compared the overlap of identity between clono-
types present in donor PBMC reported herein and in a previous article of our group (unrelated donor).”’ The
same comparison was made for T cells isolated from the spleen of NSG post-transplantation in both studies.
In agreement with previous reports, the overlap between donor PBMC was close to 2% (1-8% similarity is typi-
cally observed).”"** The comparison of spleens showed that the overlap of T-cell identity was greatly reduced
(~4-fold) in comparison to the one found in PBMC (Figure 56). In summary, these data suggest that GVHD in
NSG mice is mediated by more private clones, in concordance with recent findings in humans.”

Next, we compared the control and treated animals and observed a less diverse repertoire in treated mice
(Figure 4B). We hypothesized that the first and therefore most xenoreactive T-cell clones to react against
mouse antigens are eliminated by PTCy in the early days of the treatment, sparing the less reactive ones.
Following the expansion of these less reactive clones (which are expected to be mainly detected in treated
mice by TCR-seq at day 21), this would result in two radically different T cell populations between control
and treated animals. In concordance with this hypothesis, ining the identity of cl between
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Figure 3. PTCy depletes proliferative T cells overexpressing the mTor and Aurora pathways but also Treg
NSG mice were transplanted with 2 x 107 hPBMC and were treated (n = 4) or not (n = 3) with PTCy (100 mg/kg) on day three. CD3" human T cells were
isolated by immunomagnetic selection from mice spleen on day six and dead cell removal kit was used to exclude dead cells. Single-cell RNA-seq analysis
was performed.

(A) UMAPvisualization of cells from control (5275) and PTCy-treated mice (327) (left panel: blue = CTRL, orange = PTCy). UMAp visualization and proportions
of G1,'S, and G2M cell cycle phases in cells from control and PTCy-treated mice (center and right panel: blue = G1, orange = G2M, green = ).

(B-D) T cell subj lations based on gene ion profile in control and PTCy-treated mice. (B) UMAP of five T-cells subpopulations: Naive (blue),
lif helper (orange), prolife Treg (green), cytotoxic (red), and proliferating cytotoxic (purple). (C) Heatmap showing specific marker gene
in T-cell sub I (D) C ison of the ion of each sub lation in control and PTCy- lrealed mice.
(E) Enrichment plots of P53 (upper panel) and h btained from GSEA analysi i lls from control and treated
mice.

(F) Enrichment plots of mTOR (upper panel) and Aurora kinase A (lower panel) pathways obtained from GSEA analysis contrasting activated versus non-
activated cytotoxic T cells in control mice. See also Figures 54 and S5.

both conditions, we found only a little overlap between the lungs of PTCy and control mice while there was
a good correlation between the spleen and lungs of animals from the same condition (Figure 4C). Further,
also supporting our hypothesis, a lower K167 expression was found in T cells of treated mice on day seven
(reflecting the inhibition of the most xenoreactive clones) but a greater KI67 expression was observed on
day 14 (reflecting the unleashed prolif of less ive clones spared by PTCy) (Figures S1C and
S1D). Finally, we performed a differential expansion analysis of clonotypes between control animals and
donor T cells. This provided the identity of significantl which we defined as most
xenoreactive ones, and those significantly contracted !hat we defined as bystanders. When comparing
the overlap of identity between these two groups and clonotypes found in treated mice, we observed

that b ders were identified in significantly greater proportions in treated mice than xenoreactive
clones, evidencing the eli of tive clones by PTCy (Figure 4D). Next, we hypothesized
that PTCy not only eliminated xenoreactive clones but also reduced the expansion of those having survived
the treatment. To assess this, we identified the cl ypes significantly expanded in control or treated mice

vs donor T cells. We observed that PTCy mice had significantly fewer expanded clonotypes than control
animals among their whole repertoire (Figure 4E). Among the clonotypes significantly expanded in control
mice (most ives), we sel d those also de din treated mice and compared their frequency
between the two conditions (Figure 4F). We observed that these cll ypes were significantly less frequent
in treated mice. Altogether, these results demonstrate that PTCy not only eradicates xenoreactive clones

but also decreases their proliferation.

Low-dose IL-2 ds Treg following post-tr I dministration of cyclophosphamid
ith providing additional graft-versus-host disease pr

It is now well established that IL-2 is the key homeostatic cytokine for Treg, preventing their apoptosis
through MCL-1 expression.”** C: ly, we performed additional experiments aimed at assessing
whether the administration of low- dose of IL-2 could (1) protect proliferative Treg from PTCy, (2) expand
Treg following PTCy, and/or (3) protect against xGVHD. Specifically, three groups of mice were injected
with 2 x 107 hPBMC. The first group did not receive any treatment, the second group received PTCy
(100 mg/kg i.p.) on day three, and the third received PTCy (100 mg/kg i.p.) on day three and low-dose
1L-2 (25,000 IU/mouse/day i.p.)*” from days two to 15 after hPBMC infusion.

A first observation was that IL-2 administration failed to protect proliferative Treg from PTCy (Fig-
ure 5A). Indeed, t-SNE analyses demonstrated less KI67* Treg on day seven in PTCy-treated and
PTCy + IL-2-treated mice than in control mice, with no apparent differences between the two PTCy
groups.

A second observation was that low-dose IL-2 expanded Treg following PTCy, i ing their fr
among CD4" T cells and their absolute counts on days 14 and 21 after transplantation (Figures 5B and 5C).
This was associated with higher pSTATS expression in Treg from the PTCy + IL-2 group at day 14 but also
with higher pSTATS expression by CD8" T cells (Figure 5D).

A third observation was that, unfortunately, Treg expansion by low-dose IL-2 failed to prevent xGVHD,
perhaps because low-dose IL-2 also fueled CD25'CD8" T cells. On the contrary, GVHD scores tended
to be higher and survival lower in PTCy + IL-2 mice than in PTCy-treated mice (Figure 5E).
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Figure 4. PTCy eradicates the most xenoreactive clones

NSG mice were injected with 2 X 107 hPBMC and treated (n = 10) or not (n = 10) with PTCy (100 mg/kg) on day three. Mice were sacrificed on day 21 for
harvesting CD4"* and CD8" T cells from the spleen and lungs. DNA was extracted and TCRVB sequencing analysis was performed.

(A) Productive clonality (higher clonality indicates a less diverse repertoire) of CD4* and CD8" T cells between the donor (before infusion to mice) and
spleen/lungs from control mice.

(B) Productive clonality of CD4" and CD8" T cells from the spleen and lung between control and PTCy-treated mice.

(C) Heatmap of clonotypes overlap between samples calculated by Morista index for CD4" T cells (left panel) and CD8" T cells (right panel).

(D) Proportion of CD4* and CD8* cl lated (Up, = i and cl ds d (Down, = in control
found in PTCy-treated mice.
(E) Proportion of CD4* and CD8* in spl gs from control vs donor or from treated vs donor.

(F) Frequency of CD4" and CD8" xenoreactive clonotypes from the spleen/lungs shared between control and PTCy-treated mice. Data show median values
with min to max for boxplot. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). See also Figure S6.

Treg are not mandatory for xenogeneic graft-versus-host disease attenuation by post-

transp ation of cyclophosp
We investigated whether Treg were required for xGVHD attenuation by PTCy. Therefore, we compared
GVHD and immune parameters of mice transplanted with unmanipulated hPBMC (CTRL, n = 7) vs mice
transplanted with CD25-depleted hPBMC and treated (n = 10) or not (n = 10) with PTCy. We observed
that untreated mice given CD25-depleted hPBMC had exacerbated xGVHD in comparison to control
mice, as previously observed by other group of investigators™*' (Figure S7A). Furthermore, as expected,
Treg frequencies were extensively lower in mice given CD25-depleted hPBMC than in those receiving un-
manipulated hPBMC (Figures 578 and S7C). Importantly, we observed that PTCy still significantly mitigated
XGVHD in mice infused with CD25-depleted hPBMC, d ing that Treg were not mandatory for
XxGVHD mitigation by PTCy (HR for survival 2.5, p = 0.019). However, it should be stressed that none of
the 10 mice given CD25-depleted hPBMC and PTCy survived beyond day 90, while two control mice
were given unmanipulated hPBMC survived. Accordingly, PTCy-treated mice given CD25-depleted
hPBMC had significantly shorter survival than PTCy ted mice d with ipulated hPBMC
in 3 independent cohorts including a total of 25 mice (median of 42 vs 66 days, p = 0.0004) (Figure S7D).

Taken together these results demonstrate that Treg are not mandatory for GVHD attenuation by PTCy.
Nevertheless, it should be stressed that CD25-depletion exacerbated xGVHD in both control and PTCy-
treated mice with the best survival being observed in mice receiving PTCy and unmanipulated hPBMC.

| 22

phosp natural killer cells

Given that a recent systems biology analysis suggested an important role for NK cells in GvL effects in the
setting of PTCy-based GVHD prophylaxis,'” we assessed the impact of PTCy on NK cells. Since human NK
cells poorly engraft in NSG mice, we performed these experiments in NSG-IL-15 mice. Indeed, we
reasoned that IL-15 could support NK cell engraftment in our mouse model, as observed when mice are
infused with hematopoietic stem cells. % Further, in this mouse strain model, human T- (particularly
CD8") cells are stimulated by IL-15 and do not depend only on IL-2 produced by activated T cells to pro-
liferate (as in the classical NSG mouse model). In agreement with observations made in classical NSG mice,

Post-transplant ad ation of cycl

we ob d that PTCy significantly d d xGVHD and increased Treg proportions at day 30 also in
NSG-IL15 mice (Figures A and 6B). Importantly, at day 10 we observed a significant depletion of NK cells
(as well as of proliferative T cells) in PTCy-treated mice, d ing that NK cells were susceptible to

PTCy in vivo (Figure 6C). Unfortunately, the frequencies of NK cells on day 21 were low in both groups, pre-
cluding the analysis of the long-term impact of PTCy on NK cells (Figure 6D).

Post-tr I dministration of cyclophosphamide does not abrogate graft-versus-

leukemia effects

Since we observed that PTCy ameliorated xGVHD and depleted NK cells we investigated whether PTCy
would also abrogate the Gyl effect. We addressed this important question in NSG-HLA-A2/HHD mice (a
strain of NSG mice, that express the human HLA-A0201 in addition to mouse MHC) in order to have
some common antigens between the mouse organs and the human AML cell line THP-1, as previously
reported by our group.”’** All mice were injected i.v. with THP-1 cells transfected with the luciferase
gene on days zero and five. The reason for the first THP-1 injection was to have leukemic cells on board
when PTCy was i (mimicking clinical situations in which minimal residual disease or active
leukemia would be present at the time of allo-HCT) and because of the sensitivity of THP-1 cells to
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Figure 5. IL-2 expands Treg following PTCy without providing additional GVHD p

In two independent cohorts, NSG mice were transplanted with 2 x 10’ hPBMC from two duﬁerem healthy donors and were treated with PTCy alone or PTCy
in combination with human recombinant IL-2 25,000 IU/mice (CTRL, n = 16, PTCy n = 16, PTCy + IL-2 = 17) from day two to day 15. Mice were monitored for
survival, GVHD score, weight loss, and flow cy y analyses were performed on peri blood.

(A t-SNE of d CD4" T cells from one mouse cohort showing Treg cells on day seven in control (n = 8, left panel), PTCy (n = 8,
center panel) and PTCy + IL-2 (n = 8, right panel) group. Treg are divided into KI67" (red) and KI67" (orange).

(Band C) Companson of Treg frequencies among CD4" T cells and (C) Treg count per mL at different time points.

(D) i of Treg (left panel), Tconv (center panel), CD8* T cells (right panel) from one mouse cohort showing the pSTATS
expression on day 14 between the three groups (CTRL = pink, PTCy = green, PTCy + IL-2 = blue).

(E) Survival (left panel), GVHD score (center panel), and weight loss (right panel) of one mouse cohort (CTRL, n = 8, PTCy n = 8, PTCy + IL-2 = 8). Mice that
reached a score of six were estimated to have terminal GVHD and were sacrificed. Data show median values with interquartile range for bar plot. (*p < 0.05,
**p <0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001).

cyclophosphamide. Four groups of mice were compared, a group of mice given only THP-1 cells, a sec-
ond group given THP-1 cells and PTCy on day three, a third group given THP-1 cells and hPBMC from a
non-HLA-A2 donor, and a fourth group given THP-1 cells, PTCy, and hPBMC from the same non-HLA-A2
donor. The best survival was observed in THP-1 + PTCy + hPBMC mice (Figure 7A). Bioluminescence
analysis revealed that none of the THP-1 + hPBMC mice had detectable tumors while THP-1 +
PTCy + hPBMC mice had detectable tumors but to a lesser extent than THP-1 only or THP-1 + PTCy
mice (Figure 7B). We luded from this i that, although decreased, Gyl effects were not
abrogated by PTCy.

DISCUSSION

Although PTCy is increasingly used as GVHD prophylaxis, how it prevents GVHD as well as its impact on
Gyl effects remain debated. Specifically, the role of Treg on GVHD mitigation by PTCy has been intensively
studied.’ """ Here, we extensively studied the mechanisms of GVHD prevention by PTCy in three human-
ized mouse models of GVHD. Several important observations were made.

First, we confirmed that PTCy prevented xGVHD in NSG mice infused with hPBMC. We also observed such
a protective effect of PTCy in NSG-HLA-A2-HDD mice, a model in which GVHD is induced by both xeno-
geneic and allogeneic reactions when hPBMC from non-HLA-A2 donors are infused,””** and in NSG-IL15
mice, a model in which infused human (CD8") T cells are supported independently of IL-2.* Accordingly,
serum levels of IFN-gamma and TNF-alpha were significantly decreased by PTCy in the NSG mouse model,
as generally observed when successful anti-GVHD approaches are investigate

An important observation of our study was that Treg were not required for GVHD protection by PTCy.
Indeed, we observed that PTCy attenuated xGVHD in mice given CD25-depleted hPBMC while mouse pe-
ripheral blood analyses confirmed dr ically low Treg bers on days seven and 14 in NSG mice in-
jected with CD25-depleted hPBMC. These results are in contrast with those previously reported by
Ganguly et al. in mouse-to-mouse models of experimental GVHD in which GVHD scores of mice given
CD4*CD25""-depleted grafts before PTCy were slightly lower but statistically similar to mice given
CD4*CD25"9"-depleted grafts without PTCy.'* Here, we hypothesize that this discrepancy could be
ascribed to either fundamental differences between human and mouse immunology (particularly in regard
of Treg biology™), or perhaps to insufficient statistical power in the Ganguly et al. study to detect a statis-
tically significant impact of PTCy in mice given CD4"CD25"9"-depleted. However, in concordance with
Ganguly et al. observations, we did observe a lower survival in PTCy mice given CDZS depleted hPBMC

in comparison to PTCy mice given ur dified hPBMC. This d that Treg d

xGVHD and suggests.

The observation that Treg were not d; vy for GVHD reduction by PTCy prompted us to revisit the

impact of PTCy on Treg. In vitro experi ated that activated/proliferating Treg were highly
to famide (a cycl hamide analog). These observations were confirmed in vivo by

the d stration that PTCy depleted KI67" Treg by flow cytometry experiments and by single-cell RNA-

seq analyses. The latter identified only the fraction of “proliferative” Treg from the spleen at day six in con-
trol mice. These proliferative Treg were virtually absent at day six in the spleen of PTCy mice. These results
are in contrast to prlor observations by Kanakry et al. who proposed that Treg were resistant to PTCy
followi [t ic cell pl. ion because they quired the expression of ALDH,
as demonstrated by the authors in in vitro mixed lymphoid reactions.
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Figure 6. PTCy depletes NK cells

(Aand B) NSG-IL15 mice were transplanted with 2 x 107 hPBMC and were treated (blue, n = 8) or not (gray, n = 8) with PTCy (100 mg/kg) on day three. Mice
were monitored for survival, GVHD score, weight loss and flow cytometry analyses were performed on blood around day 30.

(C)NSG-IL-15 mice were transplanted with 1 x 10" hPBMC and were treated (n = 4) or not (n = 4) with PTCy (100 mg/kg) on day three. Flow cytometry analyses
on peripheral blood were performed on day 10.

(A) Comparison of the survival curve, xGVHD score, and weight loss between control and PTCy-treated mice. Mice that reached a score of six were estimated
to have terminal GVHD and were sacrificed.

(B) Comparison of Treg frequencies among CD4" T cells (left panel), a representative dot plot of Treg cells from control and PTCy-treated mice (right panel).
(C) Re ive t-SNE of d human CD45" cells in control (n = 4) and PTCy-treated mice (n = 4). NK cells are divided into two populations,
proliferating NK cells (KI67*, orange) and non-proliferating NK cells (red).

(D) Evolution of the percentages of NK cells in the peripheral blood in NSG-IL15 mice injected with 10 X 10° hPBMC. Data show median values with min to
max for boxplot. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001).

The low IL-2 serum levels combined with the low FOXP3 and low CD25 levels in Treg from PTCy-treated
mice on day seven prompted us to i igate whether the ad of low doses of IL-2 could atten-
uate xGVHD. We observed that low-dose IL-2 was very efficient at promoting the expansion of Treg that
survived PTCy administration. In addition to inducing higher Treg proportions, IL-2 also increased their
expression of CD25 and pSTATS. These findings are consistent with what has been observed in chronic
patients with GVHD benefiting from low-dose IL-2 therapy.***” Unfortunately, low doses of IL-2 also pro-
moted CD8" T cells which acquired high levels of pSTATS and, consequently, xGVHD was not improved.
This is consistent with prior reports showing that activated CD8" T cells and Treg could compete for IL-2 in
inflammatory conditions,"”"' and with an elegant study by Perol et al. which showed that the administration
of low-dose IL-2 expanded Treg in NSG mice infused with hPBMC but did not improve survival (with a trend

9

to the contrary),”” mirroring what we observed in our PTCy experiments.

Jon| 1if

Our results also evidenced the of p Tconv and proliferative CD8" T cells by PTCy.
These results are in concordance with those reported by Adhikary et al. who observed that PTCy
(33 mg/kg at days 3 and 4) reduced the proportion of alloreactive T cells (defined as carboxyfluorescein
succinimidyl ester (CFSE)**" T cells) six days after the injection of 2 x 10" CFSE-labelled hPBMC in NSG
mice.” We further observed an lation of BCL-2-expressing T cells. Single-cell RNA-seq confirmed
the depletion of proliferative T cells (including proliferative Treg as ioned above) by PTCy. Impor-
tantly, the proliferative cytotoxic T-cell subpopulation depleted by PTCy overexpressed the AURORA
kinase A and mTOR pathways which have been previously associated with a GVHD transcriptomic
signature in non-human primates and in the NSG mouse model.””*"** Interestingly, we also noticed an
overexpression of the P53 and apoptosis pathways by PTCy in T cells that survived the exposition to the
drug. Consequently, higher proportions of naive T cells and TCM were observed in PTCy-treated mice
following hPBMC infusion. This is significant since naive CD4" T cells were the most IL-2-secreting cells
in flow cytometry experiments on day 21.

Analyses of TCRVB repertoi firmed our previous observation that a limited fraction of the T-cell pop-
ulation expands in NSG mice to mediate GVHD.”' In addition, comparing baseline and post-infusion T-cell
repertoire between two PBMC donors revealed a particularly low overlap post-hPBMC infusion (even lower
than between PBMC donor at baseline) showing that the clonotypes expanding in NSG mice are more
private than those detected in PBMCs from healthy donors. Interestingly, this "private” response to xeno-
geneic antigens reflects what has been reported by other i i for lovirus (CMV) infe

as shared antigen exposure to CMV leads to fewer shared TCRP clones, indicative of a largely private
response to major viral antigenic exposure.”* Such private reaction to identical antigens (either vaccination
or HIV infection) has even been demonstrated between identical twins, suggesting that not linked to
pre-established genetic parameters.”*" Further, importantly, we observed that PTCy significantly reduced

the freq y of multiple ive T-cell clones, in ag 1t with the inhibition of highly prolif
T-cell populations observed by other thod: ingly, this result with a previous report
showing that PTCy does not impact the TCRVB clonality in myeloablative allo-HCT recipit vs patients

treated with methotrexate and a calcineurin inhibitor”, this discrepancy could be due to the antiprolifer-
ative activity of their control treatments, similar to the effect of PTCy on the TCRVB repertoire.

i /all. ich

Finally, using our i model of GVHD we investigated the impact of PTCy
on GulL effects. Indeed, the impact of PTCy-based GVHD prophylaxis in patients with active disease at
transplantation has remained debated and there are concerns that PTCy could not only prevent GVHD
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Figure 7. PTCy does not abrogate GvL effects

NSG-HLA-A2/HDD mice were transplanted with 3 x 10° THP-1-luc" cells on day zero together or not with 2 x 10" hPBMC
also on day zero. Mice were either treated or not with PTCy 100 ma/kg on day three and all mice received a second
injection of 2 x 10° THP-1-luc* cells on day five (THP-1, gray, n = 10~ THP-1+PTCy, blue, n = 9~ THP-1+hPBMC, red, n =
8 - THP-1+hPBMC + PTCy, green, n = 11). Survival and bioluminescence were monitored.

(A) survival curve between the four groups.

(B) Images follow-up of one representative mouse from each group are shown with photon flux (photons/sec) measured from
the ventral view (region of interest was drawn over the entire body of each mouse). THP-1+hPBMC mice do not develop
tumors, photon fluxob ponding to signal back d. The right panels show th f e
between groups. Data show median values with interquartile range (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005)

but also abrogate GvlL effects in this context. We observed that although PTCy reduced Gyl effects, it did
not abrogate them. Consequently, the best survival was observed in mice treated by PTCy (which were
somewhat protected from GVHD and still exhibited some GvL effects) while mice not infused with hPBMC
died of leukemia, and mice infused by hPBMC but not given PTCy died most probably because of GVHD.
These observations are compatible with recent observations reported by investigators from the acute leu-
kemia working party of the European Society for Blood and Marrow Transplantation who demonstrated
that GVHD occurrence did not correlate with GvL effects in patients given PTCy-based GVHD prophy-
laxis.* The slightly lower GvL effects observed after PTCy in our model might also be due to the destruction
of NK cells by PTCy since IL-12-activated human NK cells have been shown to have an anti-leukemic activity
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in NSG mice bearing THP-1 cells,”’ while significant concentrations of human IL-12 are present in NSG mice
infused with hPBMC “* Supporting this hypothesis, a recent study in allo-HCT recipients given PTCy-based
GVHD prophylaxi: d lower relapse incidk and better overall survival in patients with NK cell
counts >50.5 cells/uL on day 28 after transplantation.'” Further, in that study, among HLA-haploidentical
transplant recipients, patients who experienced early relapse displayed a loss of inflammatory gene signa-
tures in their NK cells.

In lusi ive analyses of hanisms of xGVHD p! ion by PTCy led that cycloph
phamide works mainly by the depletion of proliferative xenoreactive T cells. Despite proliferative Treg
are also depleted by PTCy, Treg proportion was more abundant and Treg expressed higher levels of
FOXP3 and CD25 in PTCy than in control mice 21 days after hPBMC injection. This was due to higher
IL-2 levels in PTCy-treated mice, which in contrast had lower levels of IFN-gamma and TNF-alpha, two cy-
tokines highly correlated with xGVHD severity.

Limitations of the study

We acknowledge some limitations in our study. First, the humanized GVHD models used in this study were
not fully humanized since only the T-cell compartment was stably engrafted following PBMC injection, even
in NSG-IL-15 mice. Secondly, given that the xGVHD reactions were mediated against many MHC antigens
we had to assume that most proliferative T cells at the time of GVHD were xenoreactive T cells (or xenor-
eactive or alloreactive T cells in the experiments with the NSG-HLA-A2/HHD mice). However, repertoire
analyses clearly demonstrated that only a minority of TCR clones expanded after hPBMC infusion in
NSG mice while there were no 1 b clonotype freq) ies at injection and those recov-
ered in the mice 21 days after the injection suggesting that most proliferative T cells in these humanized
models were indeed xenoreactive.
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BV510 Mouse Anti-Human CD45

CD45 Monoclonal Antibody (30-F11),
PE-CyanineS, eBioscience™

CD3 APC

CD4 Monoclonal Antibody (RPA-T4),
eFluor™ 450

PE/Cyanine7 anti-human CD8 Antibody
APC-Cy™7 Mouse Anti-Human CD8

PE Mouse Anti-Human CD8

FITC Mouse Anti-Human CD16
PE-CF594 Mouse Anti-Human CD45RA
Brilliant Violet 785™ anti-human CD45RA
Antibody

BV650 Mouse Anti-Human CD27

CD62L (L-Selectin) Monoclonal Antibody
(DREG-56 (DREGS6)), APC-eFluor™ 780,
eBioscience™

BB515 Mouse Anti-Human CD62L

CD14 Monoclonal Antibody (61D3),
eFluor™ 450, eBioscience™

BUV395 Mouse Anti-Human CD25
APC-R700 Mouse Anti-Human CD56
Brilliant Violet 605™ anti-human HLA-DR
Antibody

PE Mouse Anti-Human Granzyme B
FITC Mouse anti-Human Granzyme B
FOXP3 Monoclonal Antibody (236A/E7),
PE-Cyanine7, eBioscience™

PE-CF594 Mouse Anti-Human FoxP3
Alexa Fluor® 488 anti-human FOXP3 Antibody
BD™ PE Mouse Anti-Human bcl-2

FITC Mouse Anti-Ki-67 Set

Alexa Fluor® 647 Mouse anti-Ki-67
Alexa Fluor® 700 Mouse anti-Ki-67
Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-Stat5 (pY694)
IL-17A Monoclonal Antibody (eBioé4DEC17),
APC, eBioscience™

BV650 Rat Anti-Human IL-2

IFN gamma Monoclonal Antibody (4S.B3),
PE-Cyanine7, eBioscience™

APC Mouse Anti-Human HLA-A2
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BD Biosciences
Thermo Fisher Scientific

BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific

BioLegend
8D Biosciences
8D Biosciences
8D Biosciences
8D Biosciences
BioLegend

BD Biosciences
Thermo Fisher Scientific

BD Biosciences
Thermo Fisher Scientific

BD Biosciences
BD Biosciences

BioLegend

BD Biosciences
BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific

8D Biosciences
BioLegend

8D Biosciences
8D Biosciences
8D Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific

BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific

8D Pharmingen

Cat#563204;RRID:AB_2738067
Cat#15-0451-81; RRID:AB_468751

Cat#345767; RRID:AB_2833003
Cat#48-0049-42; RRID:AB_1272057

Cat#344712; RRID:AB_2044008
Cat# 557834; RRID:AB_396892)
Cat# 555635; RRID:AB_395997
Catif 555406; RRID:AB_395806
Cat# 562326; RRID:AB_11152953
Cat# 304140; RRID:AB_2563816

Cat# 563228; RRID:AB_2744352
Cat# 47-0629-42; RRID:AB_1582224

Cat# 565037; RRID:AB_2744437
Cat# 48-0149-42; RRID:AB_1272050

Cat#t 564034; RRID:AB_2738556
Cat# 565140
Cat#t 307640; RRID:AB_2561913

Cat# 561142; RRID:AB_10561690
Cat#t 560211; RRID:AB_1645488
Cat# 25-4777-41; RRID:AB_2573449

Cat#t 562421; RRID:AB_11153143
Cat#t 320211; RRID:AB_430886
Cat# 340576; RRID:AB_400061
Cat#t 556026; RRID:AB_396302
Cat# 558615; RRID:AB_647130
Cat# 561277; RRID:AB_10611571
Cat# 612599; RRID:AB_399882
Cat# 17-7179-42; RRID:AB_1582221

Cat# 564166; RRID:AB_2738637
Cat# 25-7319-82; RRID:AB_469682

Cat# 561341; RRID:AB_10646036
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Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE

IDENTIFIER

Alexa Fluor(R) 700 anti-human TNF-alpha BioLegend
eBioscience™ 7-AAD Viability Staining
Solution

Thermo Fisher Scientific

Cat# 502927; RRID:AB_2561314
Cat# 00-6993-50

Biological samples

Healthy human peripheral blood (Buffy coat) Croix rouge de Belgique https//vaww.redcrossblood.org/biomedical-
services/specialty-services/cell-and-gene-
therapy-solutions/buffy-coats.htm|

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Recombinant Human IL-2 Peprotech Cat# 200-02

Mafosfamide Sodium Salt Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-211761

Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 Thermo Fisher Scientific Cat# 11131D

for T Cell Expansion and Activation

Cyclophosphamide (Endoxan) Baxter Cat# 10019095601

Proleukin® (Aldesleukin) Prometheus Cat# 65483011607

Beetle Luciferin, Potassium Salt Promega Cat# E1605

Ficoll® Paque Plus Sigma-Aldrich Cat# GE17-1440-03

Coll; A from Clostridium histolyti Sigma-Aldrich Cat# 10103586001

DNase | from bovine pancreas Sigma-Aldrich Cat# 11284932001

HBSS Lonza Cat#10-508F

RPMI Medium 1640 Thermo Fisher Scientific Cat#42401-018

Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich Cat#F9665-500ML

Human Serum Sigma-Aldrich Cat#H4522-100ML

Pen Strep Thermo Fisher Scientific Cat#15140122

L-Glutamine 200 mM Thermo Fisher Scientific Cat#25030081

eBioscience™ 10X RBC Lysis Buffer (Multi-species) Thermo Fisher Scientific Cat#00-4300-54

Critical commercial assays

EasySep™ Human T Cell Isolation Kit Stemcell Technologies Cat# 17951

EasySep™ Human CD3 Positive Selection Kit Il Stemcell Technologies Cat# 17851

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, Thermo Fisher Scientific Cat# C34554

for flow cytometry

Human HS Cytokine A Premixed Mag Luminex Bio-Techne Ltd Cat# FCSTM09-03

Performance Assay,Analyte: IL-2, TNF-alpha,

IFN-gamma

EasySep™ Human Pan-CD25 Positive Stemcell Technologies Cat# 17861

Selection and Depletion Kit

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit Thermo Fisher Scientific
Chromium Single Cell 3' Reagent Kits v3 10x Genomics

KAPA Library QuanitifiCation Kits Roche

eBioscience™ Foxp3 / Transcription Thermo Fisher Scientific
Factor Staining Buffer Set

eBioscience™ Cell Stimulation Cocktail Thermo Fisher Scientific
(plus protein transport inhibitors)

PerFix EXPOSE (Phospho-Epitopes Exposure kit) Beckman Coulter

Cat# K182001
Cat# PN-1000075
Cat# KK4824
Cat#00-5523-00

Cat#00-4975-93

Cat#B26976

(Continued on next page)
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REAGENT or RESOURCE

SOURCE

IDENTIFIER

Deposited data

TCRVB deep sequencing on human T cells isolated from
humanized mice engrafted with human PBMC and
treated or not with Cyclophosphamide post-
transplantation

Single cell RNA-seq datas on human T cells

isolated from humanized mice engrafted

with human PBMC and treated or not with

Cyclophosphamide p |

This study

This study

https://doi.org/10.5281/zenodo.706 1490

hittps://www.ebi.ac.uk/biostudies/studies/E-
MTAB-12188

Experimental models: Cell lines

THP-1 transduced with lentiviral vectors allowing
luciferase expression

our lab

s/ dfon ppl/10.
1080/2162402X.2017.1314425%scroll=top

models: O

Mouse: NOD.Cg-Prkdc** l12rg™"//Sz)
Common Name: NSG (

Mouse: NOD.Cg-Prkdc** ll2rg"™ ™'
Tg(HLA-A/H2-D/B2M)1Dvs/Sz)
Common Name: NSG-HLA-A2/HHD
Mouse: NOD.Cg-Prkdc** li2rg™ '
Tg(IL15)1S2/S2)

Common Name: NSG-Tg(Hu-IL15)

The Jackson Laboratory

The Jackson Laboratory

The Jackson Laboratory

Strain #:005557,RRID:IMSR_JAX:005557

Strain #:014570,RRID:IMSR_JAX:014570

Strain #:030890,RRID:IMSR_JAX:030890

Software and algorithms

FlowJo

GraphPad Prism 8
immunoSEQ® Analyzer
QlAxcel Software
CellRanger (2.2.0)

scanpy package
Seurat

Harmonypy

UMAP: Uniform Manifold Approximation
and Projection for Dimension Reduction

Leiden clustering

GSEA tool (4.2.3)

XPONENT 4.0 software
Aura Imaging Software

BD Life Sciences https://vaww.flowjo.com/

GraphPad Software hitps://vwwi.graphpad.com/

Adaptive ps: y

Qiagen Cat#9021165

10X Genomics p: 10 < gle-cell/

Wolf, F Alexander et al. 2018°
Satija, R, Farell J.A, etal., 2015

Korsunsky, llya et al., 2019%
Becht, Etienne et al.,2018°"

Traag VA, Waltman L,
van Eck NJ, 2019°

Subramanian, Aravind
etal,, 2005*°

Luminex

spectral instruments imaging

overview/welcome
https://pypi.org/project/scanpy/
https://cran.r-project.org/web/packages/
Seurat/index-html

ps://github. kow/h P

https://anxiv.org/abs/1802.
03426#:~:text=UMAP%20(Uniform%
20Manifold%20Approximation%

20and, applies?20to%20real%20world%
20data

https://cran.r-project.org/web/packages/
leiden/vignettes/run_leiden.html

db

p g 01g/g Jsp

https://spectralinvivo.com/software/

RESOURCE AVAILABILITY
Lead contact

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by

the lead contact, Baron Frédéric (f. baron@uliege be).
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Materials availability
This study did not generate new unique reagents.

Data and code availability

@ Single-cell RNA-seq data are in the Bi Jies database (https://www.ebi.ac.uk/biostudies/)
under accession number E-MTAB-12188 (https://www.ebi.ac.uk/biostudies/studies/E-MTAB-12188).
Nucleotide sequence data of TCRVB are available on Zenodo at https://doi.ora/10.5281/zenodo
7061490, Accession numbers are listed in the key resources table.

@ This paper does not report original code.

® Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the
lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mice

NSG, NSG-HLA-A2/HDD and NSG-Tg (Hu-IL15) mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, ME, USA). Mice were housed in pathogen-fr diti in microisol. cages and fed
standard rodent chow diet. Female and male mice aged between 8-14 weeks were used for experiments.
Mice were euthanized with an injection of p barbital (Dolethal™ inol, Niel, Belgium) injecti
foll i by cervical disl ion. All animal exp used in this study were reviewed and approved
by the Institutional Animal Care and Use Ethics Committee of the University of Liege, Belgium (file # 19~
2114). The “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,” prepared by the Institute of Laboratory
Animal Resources, National Research Council, and published by the National Academy Press, was followed
cautiously.

Primary cell culture

The study has been approved by the Comité d'Ethique Hospitalo-Facultaire Universitaire de Liege (project
#2020/17). Peripheral blood was obtained from buffy coats provided by the Belgian Red Cross. PBMC were
isolated by Ficoll density gradient centrifugation and resuspended in PBS+3%FBS staining buffer. CD3*
T cells were isolated with the EasySep™ Human-T Cell Isolation Kit. Cells were counted with a Sysmex
XS-800i and seeded in 96-well U bottom plates. Cells were cultured and activated in the presence of
anti-CD3/CD28 beads (Bead-Cell ratio 1:10, 1:2) (Thermo Fisher) in RPMI 1640 medium, supplemented
with L-gl ine (2mM), icillin (100 U/mL), streptomycin (10 mg/mL), 5% human AB serum and
20 ng/mL IL-2 for 48h before stimulation with mafosfamide (an analog of cyclophosphamide with an endog-
enous activity).

METHOD DETAILS

Induction of xGVHD and PTCy administration

NSG or NSG-HLA-A2/HHD mice, aged from eight to 14 weeks were injected intravenously (i.v.) with 2 x 107
human PBMC (hPBMC) obtained from buffy coat. NSG-Tg (Hu-IL15) mice were injected i.v. with 1 x 107 or
2 x 107 hPBMC. In most experiments, no conditioning was given with the exception of experiments looking
at the impact of PTCy administration on day six (mice sacrificed on day six) for which mice received 2 Gy
total body irradiation approximately 24 hours before injection of 2 x 10” hPBMC (irradiation was performed
in these i to increase i in order to have more cells to analyze for flow-cytometry and
RNA-seq experiments). GVHD severity was evaluated by a scoring system that incorporates four clinical pa-
rameters including weight loss, posture (hunching), mobility and anemia, as previously reported.”” Each
parameter received a score of zero (minimum) to two (maximum). Mice were assessed for GVHD scores
thrice weekly and monitored daily during the experiments. Mice reaching a GVHD score of 6/8 or having
lost more than 20% of their initial weight were sacrificed. Final scores for dead animals reaching the ethical
limit score (6/8) were kept in the data set for the remaining time points.

Cyclophosphamide (Endoxan, Baxter, lllinois, IL, USA), dissolved in NaCl 0.9%, was administered
intraperitoneally (i.p.) at 100 mg/kg on day three. For the experi of PTCy in bination with low
dose recombinant human IL-2, NSG mice received from day two to day 15 Proleukine (Aldesleukin,
Prometheus laboratories, California, CA, USA) at the dose of 25 000 IU/mice i.p. in addition or not to a
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single injection of PTCy on day three. Finally, in order to study the impact of Treg on xGVHD prevention by
PTCy, NSG mice were infused with CD25-depleted hPBMC. CD25 depletion of hPBMC was performed by
immunomagnetic selection with the EasySep™ Human Pan-CD25 Positive Selection and Depletion Kit
(Stemcell Technologies, Vancouver, Canada).

Flow cytometry
In most experiments, peripheral blood (PB) draws were systematically performed on days seven, 14, and 21

(as well as on day 28 in some experil Insome exp mice were systematically sacrificed on day
six or 21 and PB, spleen, and bone marrow (BM) as well as liver and lungs (for sacrifice on day 21) were har-
vested at the time of psy. PB was depleted of erythrocytes with the RBC lysis buffer (Thermo Fisher,
M h MA, USA) ding to the facturer’s i i Pl ytes were obtained by
crushing the spleen, and BM cells by flushing femurs and tibiae. Lung- and liver-infiltrating cells were ob-
tained after ic and hanic tissue digestion by mincing and incub the organs for one hour in
HBSS +50 pg/mL DNase 1 (Roche, Basel, Switzerland) + 1mg/mL coll. A (Roche). Digestions were

stopped by washing twice with PBS + EDTA 10mM, pH = 7.3, and mononuclear white blood cells were ob-
tained by Ficoll (GE Healthcare, Upsala, Sweden) gradient centrifugation. Cells from all organs were
washed twice with PBS+3% FBS and were counted with ABX diagnostics - Micros 60 (AxonLab, Baden,

itzerland) before pr ing with the staining. The antibodies used consisted of anti-CD45-
BV510 (H130, Becton Dickinson (BD), New Jersey, NJ, USA); anti-CD3-APC (SK7,BD); anti-CD4-eFluord50
(RPA-T4, Thermo Fisher); anti-CD4-BV786 (SK3, BD); anti-CD8-PECy7 (SK1, Biolegend); anti-CD8-APC-
Cy7 (SK1, BD); anti-CD8-PE (HIT8a, BD); anti-CD16-FITC (3G8, BD); anti-CD45RA-PE-CF594 (HI100, BD);
anti-CD45RA-BV785 (HI100, Biolegend); anti-CD27-BV650 (M-T271, BD); anti-CD62L-APC-eFluor780
(DREGS6, Thermo Fisher),anti-CD62L-BB515 (SK11, BD); anti-CD14-Efluord50 (61D3, Thermo Fisher);
anti-CD25-BUV395 (2a3, BD); anti-CD56-APC-R700 (NCAM16.2, BD); anti-HLA-DR-BV605 (L243, Biolegend,
California, CA, USA); anti-GRANZYME B-PE (GB11, BD); anti-GRANZYME B-FITC (GB11,BD); anti-FOXP3-
AlexaFluor488 (206D, Biolegend); anti-FOXP3-PE-Cy7 (236A/E7, Thermo Fisher); anti-FOXP3-PE-CF594
(259D/C7, BD); anti-BCL-2-PE (100, BD); anti-Kié7-FITC (B56, BD); anti-Ki67-AlexaFluoré47 (B56, BD);
anti-Ki67-AlexaFluor700 (B56, BD); anti-phosphoSTATS-Alexafluor647 (47/Stat5(pY694), BD) anti-IL-17-
APC (eBiob4DEC17, Thermo Fisher); anti-IL-2-BV650 (5344.111, BD); anti-IFNg-PECy7 (45.83, Thermo
Fisher); anti-TNF-AF700 (MAb11, Biol; d). The following antibody specific for mouse antigens was
used: anti-CD45-PECy5 (30-F11, BD). Mixes of extracellular antibodies were done in brilliant stain buffer
(BD, 50 pL/sample). Cells were incubated with surface antibodies for 20 min at 4°C in the dark and washed
twice with PBS+3% FBS. Intracellular and cytokines staining was performed by using the FOXP3 Staining
Buffer Set ding to the f: ‘s i ions (Thermo Fisher). For intracellular cytokine staining,
cells were stimulated for 4h in RPMI supplemented with 10% FBS, icillin (100 U/mL), ptomycin
(10 mg/mL) and in the presence of PMA/ionomycin, brefeldin A, and monensin (Cell Stimulation Cocktail +
Protein Transport Inhibitors, Thermo Fisher).

Hod

For pSTATS staining, the PerFix EXPOSE reagent kit (PFE, Beckman Coulter, CA, USA) was used according
to the manufacturer’s instructions.

Total cell counts of human CD45* cells in PB were calculated based on the absolute number of white blood
cells ( d by using ABX di ics - Micros 60) and on human cell chimerism (frequency of human
CDA45™/(%humanCDA5" +%mouseCDA5 ). Data were acquired on FACS LSRFortessa (BD) and were analyzed
with FlowJo v10.6.1 (D). In gating strategies, Tregs were defined as CD4*CD25 FOXP3" cells while the re-
maining CD4* T cells were termed conventional T cells (Tconv). Naive T cells (T,,i..) were defined as
CD45RA*CD27", effector T cells (TEFF) as CD45RA"CD27°, effector memory T cells (TEM) as
CD45RA™CD27*CD62L", and central memory T cells (TCM) as CD45RA~CD27*CD62L" T cells.

Serum cytokine levels

The concentration of human cytokines (IL-2, TNF-alpha, IFN-gamma) was determined in mouse serum on
days 6 and 28, after a 2-fold dilution, using a custom Magnetic Luminex Performance Assay (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). The experiments were performed according to the manufacturer’s recommenda-
tions, and results were acquired on the Luminex MAGPIX system and analyzed with the Luminex xPonent
Software 4.0.
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CFSE proliferation assay

T cells were labeled with CFSE 5 uM (Thermo Fisher) just after their isolation and seeded in culture as
mentioned above with CD3/CD28 beads (bead-cell ratio 1:10, 1:2). After 48h hours in culture, cells were
treated or not with mafosfamide (Santa Cruz Bi: hnology, Texas, TX, USA) at 4 or 8 pg/mL overnight.
Finally, cells were harvested and stained with 7-AAD and analyzed by flow cytometry on a CytoFLEX (Beck-
man Coulter) to measure the number of live cells/well. In addition, cells were stained with CD4, CD8, CD25,
K167, FOXP3 to separate Tconv (CD4'FOXP3') from Treg cells (CD4'CD25'FOXP3") and to analyze CFSE
signaling in each cell lation by flow cy y. The inhibition of proliferation induced by mafosfamidi
was calculated with the following formula: 100 x (1 — %CFSE"" cells treated / %CFSE™" cells untreated).

TCR repertoire diversity

Spleens and lungs from 10 NSG mice per group (control or treated with 100 mg/kg PTCy) were collected at
day 21, pooled together, and were stained with anti-CD45, -CD3, -CD4, and -CD8 antibodies for flow cy-
tometry sorting on a FACS ARIA Il (BD). A total of 3 x 10° CD45°CD3CD4* and CD45°CD3*CD8" T cells
were sorted from each organ. The same cell populations were also sorted before transplantation from the
PBMC of the donor. DNA was extracted using the PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher). One
hundred fifty pg from each sample were used for T-cell receptor VB (TCRVB) deep sequencing performed
by Adaptive Bi hnologies (Seattle, Washi 1, WA, USA).

For data analysis, the productive clonality output of the InmunoSeq analyzer of Adaptive Biotech was used
asis. This clonality is computed by using Simpson'’s diversity index on the rearrangements able to encode a
functional protein (productive). This includes only in-frame rearrangements and excludes those con(alnlng
a stop codon or a frameshift mutation. The Simpson diversity index™ is calculated by weighted arith
mean of each squared clone abundance, yielding values between zero and one (zero indicates greater di-
versity and one indicates lower diversity of the repertoire).

The differential expansion analyses used to identify xenoreactive clonotypes were made with the "Differ-
ential abundance" tool of the ImmunoSeq analyzer of Adaptive Biotech, with default parameters

(tv ided bi ial method, producti | only, leotide counts, minTotal = 10, benjamini-
hochberg of p-values, signifi set at 0.01). This tool compares two samples and identifies
rear its (unique that have ficantly increased or decreased in frequency. This
comparison is performed through the usage of exact Fisher tests on the abundance values of each
clonotypes, against the null h hesis that the lation abund, of the clone is identical in the

two samples compared. This method has been described in details in the section “identification of
expanded and enriched effector T-cell clones” of reference.”’ p-values of Fisher tests were corrected for
multiple testing with the False Discovery Rate (FDR) method of Benjamini & Hochberg.™ tive
clonotypes were defined as clonotypes significantly (FDR<0.01) expanded in control mice organs vs donor
PBMCs while bystanders were defined as clonotypes significantly contracted in mouse organs vs donor
PBMCs.

Single cell RNA-Seq

Library preparation

Human CD3" T cells were isolated by immunomagnetic selection on day +6 from spleen of mice injected
with 2 x 10" hPBMC and treated or not with PTCy on day +3. Isolated cells were washed once with
PBS +0.04% BSA. Cell concentration was adjusted to 1,000 total cells/uL and 13,300 cells were loaded
on Chromium Controller (10X Genomics). Amplified cDNA quality controls were performed with an Agilent
bioanalyzer and final library profiled were checked on Qiaxcel (Qiagen). Sequencing libraries were loaded
in llumina N with N q SP 100 v1 kit (lllumina, CA, USA) using the following read
lengths: 28 bp for Read1 (16 bp Barcode #12 bp Randomer), 8 bp for Sample Index and 80 bp for
Read?2. Library quantification was processed with KAPA Library quantification kit (KAPA

Data pre-processing

Demultiplexing, alignment to a reference genome, and gene quantification steps were taken using
CellRanger (2.2.0)*” with a custom reference package based on the human reference genome GRCh38.
Further data processing steps were conducted using Scanpy (1.8.2) library.”* Viable cells were separated
from the empty droplets by filtering based on genes number >350, counts number >500, and

¢ CellPress

OPEN ACCESS

iScience 26, 106085, March 17,2023 25

272



¢ CellPress

OPEN ACCESS

mitochondrial proportion <20%. The raw counts were lized using CPM lization with the scale
factor of 10% and transformed to log scale using log1p function from Scanpy library. Highly variable genes
were selected with the flavor “Seurat"”” and used for principal component analysis (PCA), for dimension-
ality reduction.

Identification of cell cycle states and cell types

For the -dentlfcatuon of the cell types, batch correction is applied using the python version of Harmony
H * with default A neighborhood graph was generated using n_neighbours = 15
with cosine distance metric. The data were projected onto two-dimensional space usnng Uniform Approx-
imation and Projection (UMAP) method.”” Cells were grouped by Leiden clustering™ and the highly ex-
pressed genes for each cluster were determined using rank_genes_groups function from Scanpy library
with normalized data. To categorize the cells based on cell cycle states, Scanpy’s score_genes_cell_cycle
function was performed with the marker genes defined by Tirosh et al.””

Gene set scoring and enrichment analyses
scanpy's score gene function was used to assign an overall expression score for each hallmark gene set.
1.60

Gene set enrichment analysis (GSEA) was performed by using the GSEA (4.2.3) tool.

GuvL effects and bioluminescence imaging

For Gul effect assessment, NSG-HLA-A2/HHD mice were co-injected with 3 x 10° lucif

THP-1 cells with or without 2 X 107 hPBMC from non-HLA-A02 donor on day 0. The hPBMC donors were
selected by staining the hPBMC with anti-HLA-A2 APC (BB7.2, BD) antibodies. Mice were treated or not
on day +3 with an i.p. injection of PTCy (100 mg/kg) and received a second injection of 2 x 10° THP-1 ex-
pressing luciferase on day +5. Survival and bioluminescence analyses were made as previously reported.”
In brief, mice were injected subcutaneously with 3 mg of D- Iucnlenn (Promega, WI, USA) in PBS and imaged
12 minutes later. Tumor growth was evall dby ing bi i of THP-1 cell line transfected
to express the luciferase reporter gene by using the bxolumlnescem IVIS imaging system (Xenogen-Caliper,
Massachusetts, MA, USA). Mice were anesthetized using isoflurane (2.5% vaporized in O2) during biolumi-
nescence analyses. For analysis, total photon flux (photons per second) was measured from the whole
animal using Aura imaging software.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

The Mann-Whitney test was used to compare flow-cytometry data and serum cytokine levels between two
groups. Comparisons between GVHD score curves were made using the 2-way ANOVA test. Survival curves
were modeled using the Kaplan-Meier method. Comparisons between groups were made with the log-
rank test. Comparisons between cells in cultures were made with the 2-way ANOVA test and multiple com-
parisons with Sidak’s or Tukey’s multiple comparisons test. The Kruskal-Wallis test was used for Biolumines-
cence data. p values <0.05 were considered statistically significant and all p values were 2-sided. Statistical
analyses were carried out with Graphpad Prism 8.3 (Graphpad Softy . San Diego, CA, USA).
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Autophagy degrades immunogenic endogenous retroelements
induced by 5-azacytidine in acute myeloid leukemia
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The hypomethylating agent 5-azacytidine (AZA) is the first-line treatment for AML patients unfit for intensive chemotherapy. The
effect of AZA results in part from T-cell cytotoxic responses against MHC-l-associated peptides (MAPs) deriving from

hypermethylated genomic regions such as cancer-testis

(CTAs), or end: S T

ts (EREs). However, evidence

supporting higher ERE MAPs presentation after AZA treatment is lacking. Therefore, using proteogenomics, we examined the
impact of AZA on the repertoire of MAPs and their source transcripts. AZA-treated AML upregulated both CTA and ERE transcripts,
but only CTA MAPs were presented at greater levels. Upregulated ERE transcripts triggered innate immune responses against
double-stranded RNAs but were degraded by autophagy, and not processed into MAPs. Autophagy resulted from the formation of

h Koo

of DNMT2. A

had an additi effect with AZA on AML

protein aggregates caused by AZA-dependent inhib

cell proliferation and survival, increased ERE levels, increased pro-i

and |mmunogen|c tumor-

specific ERE-derived MAPs. Finally, autophagy was associated with a lower abundance of CD8" T-cell markers in AML patients
expressing high levels of EREs. This work demonstrates that AZA-induced EREs are degraded by autophagy and shows that

inhibiting phagy can imp the i rec

Leukemia; https://doi.org/10.1038/541375-024-02250-6

INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common acute
leukemia in adults, with an overall 5-year survival below 30%.
Standard therapy involves intensive chemotherapy with a 7 + 3’
regimen of cytarabine and anthracycline. Although AML is a
heterogeneous disease, aberrant genomic methylation (hyper-
methylation in particular [1, 2]) is a hallmark of AML blasts.
Therefore, hypomethylating agents such as 5-azacytidine (azaci-
tidine, AZA) and 5-aza-2'-deoxycytidine (decitabine, DAC) are used
as firstline therapy for AML patients unfit for intensive
chemotherapy [3]. AZA is also used in maintenance therapy for
fit patients without an FLT3 mutation [3]. However, only 18-47% of
patients respond to these therapies, stressing the need to improve
therapy efficacy, possibly by combining them with other
pharmacologic agents [4, 5].

AZA and DAC are cytidine nucleoside analogs that incorporate
into genomic DNA during the mitosis [6]. High concentrations of
AZA and DAC exert cytotoxic effects by inducing DNA double-
strand breaks. However, at low concentrations, they act as suicide
substrates for DNA methyltransferases (DNMTs) 1 and 3, leading to

of AML blasts in treated patients.

their degradation and the DNA demethylation of daughter cells.
AZA differs from DAC by its ability to incorporate into RNA and
DNA, thus inhibiting DNMT2, a transfer RNA methyltransferase [7].
While both agents have similar response rates in AML [8], only
AZA significantly improves overall survival compared with
conventional care regimens in phase lll randomized trials [9, 10].
Therefore, only AZA is currently FDA-approved as a first-line
treatment in AML [11].

In addition to their cytotoxic and demethylating effects,
hypomethylating agents may mediate anti-leukemic activities
by sustaining the elimination of malignant blasts by effector
T cells [12]. Specifically, hypomethylating agents enhance the
expression of transcripts coding for cancer-testis antigens
[13, 14]. Cancer-testis antigens genes are normally silenced by
genomic methylation and code for antigens deemed immuno-
genic because they are not expressed in normal MHC-positive
somatic cells [15]. Accordingly, some studies evidenced that
hypomethylating agents promote CD8" T-cell activity [16],
while others demonstrate a specific cytotoxic activity against
cancer-testis antigens [14, 17, 18]. These studies suggest that

"IRIC, Université de Montréal, Montreal, QC, Canada. “GIGA Institute, Laboratory of Hematology, University of Liege, Liege, Belgium. *Equipe labellisée par la Ligue contre le
Cancer, Université de Paris, Sorbonne Université, inserm U1138, Institut Universitaire de France, Paris, France. “These authors contributed equally: Pieme Thibault, Claude

Pemeault, Gregory Ehx. “email: g ehx@uliege be

Received: 22 December 2022 Revised: 2 April 2024 Accepted: 8 April 2024

Published online: 16 April 2024

SPRINGER NATURE

275



N. Noronha et al.

hypomethylating agents-induced cancer-testis antigens can
promote anti-leukemic CD8 T-cell reactions by generating
immunogenic MHC-l-associated peptides (MAPs).

Along with cancer-testis antigens, hypomethylating agents
promote the expression of endogenous ts (EREs)
[19, 201. EREs are highly repetitive sequences that are remnants of

posable elements incorp d into the human genome [21].
They can be segregated into LINEs and SINEs (long and short
interspersed elements, respectively) and LTRs (long terminal
repeats), the latter of which includes endogenous retroviruses
(ERVs). EREs are epigenetically silenced mainly by genomic
methylation in normal somatic cells [22], and dysregulated ERE
expression is associated with several pathologic conditions,
including autoimmunity, and cancer [23]. Hypomethylating
agents-induced ERE overexpression in solid cancers leads to viral
mimicry and concomitant innate immune response against ERE-
derived double-stranded RNAs [24, 25]. Moreover, we and others
have demonstrated that in addition to being expressed, EREs can
be presented by MHC-I molecules and serve as immunogenic
tumor antigens, notably in AML [26-29]. While EREs are perfect
candidates for generating immunogenic MAPs following hypo-
methylating agents treatment, there is a lack of robust evidence to
support that hypomethylating agents enhance their MAP
presentation (and subsequent CD8" T-cell responses) in AML.

Apart from the documented induction of cancer-testis MAPs
and the assumed induction of ERE MAPs, the other impacts of
hypomethylating agents on the immunopeptidome are poorly
understood. Therefore, we sought to validate the induction of ERE
MAPs by the most widely used hypomethylating agent, AZA, and
to investigate its global effects on the immunopeptidome directly.
We discovered that AZA promotes the expression of multiple
cancer-testis MAPs but not ERE MAPs. Mechanistically, we
demonstrate that the i pepiti of AZA-treated cells is
shaped by autophagy, which degrades ERE transcripts and
reduces their capacity to generate MAPs.

>

8

% Inhibition DNMT1

o8 838

A

A A3 vy
" o oo.»:"’ o

THP1

% Count
283

a
8

% Viability
(7-AAD neg cells)

M
8

o

pe '\‘p-"':;,\- - o

MATERIAL AND METHODS
All methods are reported in supplemental data.

RESULTS

Low-dose AZA inhibits DNMT1 without inducing cell death
To investigate the effects of AZA on the immunopeptidome of
AML, we selected four cell lines (THP-1, MOLM-13, SKM-1, and OCl-
AML3) belonging to aggressive FAB types (M4/M5) and covering
different but frequent mutational statuses (MLL-AF9, FLT3-ITD,
TET2 (L1418fs), and NPM1c + DNMT3A (R882C), respectively). We
aimed to focus on the hypomethylating effects of AZA (respon-
sible for the induction of EREs). Therefore, we established a
protocol enabling DNMT1 degradation and genomic demethyla-
tion without affecting viability or inducing DNA damage
responses. AZA doses of 0.25 uM (for MOLM-13 and SKM-1) and
0.5 uM (for THP-1 and OCI-AML3) reduced cell growth, genome
methylation, and DNMT1 expression without inducing cytotoxic
effects (Fig. 1A and Fig. S1) and were chosen for further
investigation.

Next, to maximize our chances of discovering ERE MAPs, we
sought to identify a time point at which AZA induces an
overexpression of ERE transcripts. Using THP-1 as a model, we
performed RNA sequencing (RNA-seq) every 48 h from day 3to 11
post-AZA discontinuation. We then quantified the expression of
multiple ERE transcripts upregulated by AZA [25]. We also
assessed the expression of genes involved in double-stranded
RNA-induced interferon signaling in response to AZA-induced ERE
expression [24] and observed that, together with ERE transcripts,
they reached maximum expression around day 5 (72 h after the
last AZA treatment; Fig. 1B). gPCR analyses further validated that
the effect of AZA on ERE and double-stranded RNA-induced
immune response genes was maximal on day 4 (48 h after the last
AZA treatment; Fig. S2). Accordingly, we treated the four AML cell
lines with these optimal AZA doses, administered three times at

dsRNA-induced interferon response genes

Q9 g 2 8 2 §
=< =< b - <
w o ~ © :

Fig. 1 Low-dose AZA treatment leads to delayed,

ERE and doubl;

ded RNA-induced interferon gene expression in AML

cell lines. A Low AZA doses were added to four AML cell lines daily for three days (0.25 pM: MOLM-13 and SKM-1; 0.5 uM: THP-1 and OCI-
AML3) and DNMT1 inhibition (upper panel) and cell viability were monitored by flow cytometry using 7-AAD (lower panel). The dotted lines
represent 90% DNMT1 inhibition/viability in the upper and lower panels. The left panels depict representative histograms of THP-1 cells, while
the right panels depict bar plots summarizing the percentage of expression/staining (as indicated in figures) of all four AML cells. Percentages
were calculated by comparing AZA-treated cells to the control cells (CT). B Low AZA doses (0.5 uM) were added to THP-1 cells daily for three
days, after which AZA treatment was released by washing and expanding cells in the absence of AZA. Cells were collected for RNA-seq at the
time points highlighted in grey. Heatmap comparing RNA expression levels of EREs induced by AZA (upper panel) and genes involved in
double-stranded RNA (dsRNA) -induced viral response (lower panel) identified in previous studies [24, 25] of control (day 3) and AZA-released
cells at the time points indicated.
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24 hintervals (0 h, 24 h, and 48 h), and harvested the cells on day 4
to perform RNA-seq and mass spectrometry analyses, described in
the next sections.

AZA enhances the presentation of cancer-testis MAPs but not
of ERE MAPs

To identify peptides, mass spectrometry relies on reference
protein databases (such as Uniprot) to match each acquired
spectrum to a peptide sequence. However, public datab do

N. Noronha et al.

of AZA on EREs are much more consplcuous at the transcriptomic
than at the immunop ic level, we d whether
AZA-induced ERE (ranscnpts directly affect AML biology. We first
performed a gene ontology (GO) analysis on the DEGs upregu-
lated by AZA. This revealed that a large fraction of the identified
pathways (~55%) were related to innate immune responses
(Fig. 3A). Given that EREs can generate double-stranded RNAs
recogmzed by anti-viral innate pathways, we examined the

1 of Itiple genes (OAS1, OAS2, OAS3, GBP1, and

not contain non-exonic sequences, preventing the analysis of
MAPs deriving from non-conventional transcripts, such as EREs.
Therefore, we built personalized databases containing the MAP
sequences corresponding to the RNA transcripts expressed by our
cell lines in RNA-seq analyses (Fig. 2A and Fig. S3A, see methods
for details). These databases enabled the identification of MAPs
deriving from any expressed genomic region (including EREs).
Following mass spectrometry identifications, differential abun-
dance analyses were performed on each cell line to characterize
the impact of AZA on the immunopeptidome. In parallel,
differential gene expression analyses were conducted on RNA-
seq data to evaluate the effects of AZA on the expression of
coding genes and the ~4.2 x 10° EREs reported in Repeatmasker
(30, 31).

Altogether, these analyses revealed that the number of
elements differentially expressed by AZA-treated cells varies
across cell lines, with THP-1 being the most sensitive (Fig. 2B
and Table S1). Overall, the proportion of differentially expressed
MAPs (DEMs) was five times greater than that of differentially
expressed transcripts (DEGs): 6-23% vs. 1.9-4.69%, respectively.
Notably, the number of DEMs per cell line correlated almost
perfectly with the number of DEGs rather than the total number of
MAPs per cell line, showing that transcriptomic alterations are
reflected in the immunopeptidome (Fig. 2C). However, the
directionality of differential expression differed for MAPs and
transcripts. While most DEGs (>70%) were upregulated by AZA,
this was not the case for DEMs (Fig. 2D, E, Table S2). This means
that, as with other drugs [32], changes in the immunopeptidome
post-AZA treatment result from differential mRNA expression and
post-translational events.

Regarding EREs, 506 were consistently upregulated in a unique
differential gene expression analysis for each cell line (Fig. S3B).
Using ERE distribution in the genome as a reference, we found that
AZA selectively upregulated two classes of EREs, LINEs and LTRs,
while SINEs were poorly upregulated (Fig. S3C). This was consistent
with the fact that repression of SINEs depends mainly on histone
methylation rather than DNA methylation [33]. While EREs
represented a large proportion of DEGs (~38%), they accounted
for only 0.22% of upregulated DEMs, suggesting that AZA-induced
ERE transcripts may not be processed adequately for MHC-I
presentation (Fig. 2F, G and Table S3). Because of the delay
between AZA treatment and ERE induction (Fig. 1B), we repeated
our immunopeptidomic analyses at a later time point (day 7) on
THP-1 (the cell line with the highest AZA-induced EREs). We did not
observe a higher ERE MAP presentation than on day 4 (Fig. S4).
Notably, on both day 4 and day 7, upregulated DEMs contained
more cancer-testis MAPs than ERE MAPs (Fig. 2F, G and Fig. S4).
Among the upregulated DEMs, 152 ( ~ 10%) were AZA-specific (ie,
presented by all three AZA-treated replicates but undetected in
control cells; Fig. S5A). MAPs induced de novo by AZA contained
cancer-testis antigens but not ERE MAPs (Fig. S5B). We conclude
that at the immunopeptidomic level, AZA upregulates the
expression of cancer-testis MAPs (some being AZA-specific) but
not ERE MAPs.

AZA-induced EREs trigger innate immune responses

In cancer cells, innate immune responses benefit the host because
they can initiate cancer cell apoptosis and increase their
adjuvanticity [34]. Because our analyses showed that the effects

Leukemia

RIG -1) playing pivotal functions in such pathways. All of them were
expressed at higher levels in AZA-treated cells (Fig. 3B). Accord-
ingly, using microscopy, we observed greater amounts of double-
stranded RNAs in AZA-treated cells (Fig. 3C). Altogether, these
data show that the upregulation of ERE transcripts induced by
AZA leads to double-stranded RNA formation, recognized by
innate anti-viral immune responses.

Next, we evaluated whether AZA-induced EREs also trigger
innate immune responses in AML patients. Using the RNA-seq
data of the Leucegene cohort (437 patients), we quantified the
expression of the 506 ERE transcripts (Table S3) upregulated by
AZA in our cell lines. Patients were segregated based on their
cumulative expression of these EREs, and those expressing above-
median levels (n=219) were compared with those expressing
below-median levels (n=218). As expected, DEGs and GO
analyses revealed that high levels of AZA-induced EREs were
associated with upregulated defense resp against viruses
(Fig. S6A). Furthermore, ERE expression levels significantly
correlated with the expression of two critical double-stranded
RNA response regulators, RIG-I and MDAS (Fig. S6B). This shows
that AZA-induced ERE expression is also associated with innate
immune responses in vivo.

To complement our previous analysis, we also performed GO
analyses on genes downregulated by AML patients expressing
high levels of AZA-induced EREs. This showed that multiple
pathways controlling proliferation were downregulated, suggest-
ing that high ERE expression (and anti-double-stranded RNA
response) might impact the growth of AML blasts (Fig. S6C).
Unexpectedly we also observed that many GO terms related to
protein d d V/catabolism and at gy were significantly
downregulated in these patients. Since ERE RNAs can trigger
autophagy [35] and be degraded by the autophagic process
[35, 36], we hypothesized that enhanced autophagy in low-ERE
expressing blasts could protect them from the deleterious effects
that EREs have on their proliferation. Therefore, we next
investigated whether AZA-treated cells present significant altera-
tions in their protein homeostasis.

AZA molds the i id

t h DNMT2 i
The vmmunopepndome is shaped by modifications in protein
homeostasis [32] and by fluctuations in the abundance of
transcripts [29, 37]. Therefore, we investigated whether immuno-
peptidomic changes in AZA-treated cells can be explained solely
by variations in the transcriptome. Using BamQuery, a computa-
tional tool that quantifies the RNA expression of any MAP of
interest [38], we observed that most AZA-altered DEMs displayed
no change at the RNA level (Fig. 4A). Nevertheless, among DEMs
coded by DEGs, RNA upregulation strongly correlated with
concurrent upregulation of the corresponding DEMs (Fig. 4A).
This was not the case for downregulated transcripts. Moreover,
fold-changes in RNAs generating upregulated DEMs were
significantly higher than those in downregulated DEMs (Fig. 4B).
Altogether, these data show that RNA transcript upregulation does
not fully explain DEM variations.

To gain insights into the protein homeostasis alterations
affecting the immunopeptidome, we focused on DEMs whose
source RNA fold-change did not explain their inmunopeptidomic
fold-change in the next sections. We started by analyzing their

and’ di
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residue composition. Upregulated peptides contained more polar
residues and presented a lower hydrophobicity than down-
regulated ones (Fig. 4C, D). Interestingly, hydrophobic residues are
the preferential cleavage sites of proteasomes, particularly

SPRINGERNATURE

immunoproteasomes [39]. Furthermore, MAP generation by
constitutive proteasomes depends mainly on their tryptic and
chymotryptic-like activities, and chymotryptic-like activity is
further amplified in immunoproteasomes [40, 41]. Hence, we
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Fig. 3 AZA-induced EREs trigger innate immune responses. A Histogram depicting GO-term analysis of the most significantly enriched
biological processes associated with upregulated DEGs across all cell lines after AZA treatment. B Heatmap of genes involved in anti-double-

stranded RNA (dsRNA) responses commonly regulated in all cell lines.

C Representative images (left) and quantification (right) of dsRNA

signals in THP-1 cells from microscopy images (two independent experiments). THP-1 cells transfected with 10 pg/ml polyinosinic:polycytidylic
acid using lipofectamine (PolylC-+lipofectamine) were used as a positive control and were compared with cells treated with lipofectamine

alone (CT-+lipofectamine); (unpaired t-test; ****p < 0.0001).

assessed how protease activity contributed to the immunopepti-
dome by examining the C-terminal residue of each peptide. We
observed that upregulated peptides resulted primarily from tryptic
cleavage (Fig. 4E). Consistent with this, AZA treatment significantly
reduced immunoproteasome activity (Fig. 4F, Fig. S7A).

Typically, alterations in proteasomal activity are associated with
disrupted protein homeostasis [42, 43]. Therefore, we examined
the residue composition of proteins that generated DEMs.

Leukemia

Assuming that proteins generating multiple peptides are
degraded more actively than those generating a single one, we
correlated the number of DEMs for each protein with its amino
acid composition. This analysis showed that aspartic acid (Asp)
and glycine (Gly) had the best positive correlation with the
number of upregulated DEMs (Table S4). Interestingly, the transfer
RNAs of Asp and Gly are stabilized by DNMT2, a transfer RNA-
methyl transferase enzyme inhibited by AZA [44, 45].
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(Fisher's exact test). F Immunoproteasome activity in OCI-AML3 cells after 0.5 uM AZA treatment for 24 h. MG132 (100 uM), a proteasome
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increasing concentrations of AZA and DAC in OCI-AML3 cells after 24 h. Bortezomib (BTZ, 10 nM) was used as a positive control (unpaired t-
test; ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p< 0.01, *p< 0.05).

comparison of the frequency of Asp, Gly, and valine (Val, the third efficient protein folding (Fig. 4H) [46]. Furthermore, we experi-

amino acid whose transfer RNA is methylated by DNMT2) revealed
that proteins generating more than three upregulated DEMs
present significantly higher cumulative frequencies of Asp, Gly,
and Val (Fig. 4G). Demethylated transfer RNAs are susceptible to
ribonuclease cleavage and fragmentation [45]. Therefore, we
hypothesized that AZA-mediated DNMT2 inhibition results in an
insufficiency of Asp, Gly, and Val transfer RNAs and leads to a
decrease in protein synthesis, ribosomal stalling, and consequent
protein aggregate generation during translation of proteins rich in
the aforementioned residues. Accordingly, AZA-specific peptid

mentally observed that AZA induces protein aggregates in a dose-
dependent manner (Fig. 41 and Fig. S7C), and that DAC, which
inhibits DNMT1 but not DNMT2, did not induce protein
aggregates. Flnally, siRNA knock-down of DNMT2 increased
protein levels, in with previous studies
(Fig. S7B) [47] Altogether, these results show that the immuno-
peptidome of AZA-treated cells is significantly impacted by the
DNMT2 inhibition mediated by AZA.

" d des AZA-ind

d EREs

were generated from proteins with a significantly lower propor-
tion of aromatic residues, a feature often associated with less
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Given the inverse correlation between autophagy-related GO
terms and EREs in AML patients and the generation of protein
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aggregates by AZA, we evaluated whether AZA induces autop-
hagy. Twenty-four hours of treatment resulted in a dose-
dependent induction of autophagy, assessed by an autophagy
detection kit, in all AML cell lines (Fig. 5A and Fig. S8A). This
agreed with previous reports [48-50] and was confirmed by
western blot analysis of LC3-/Il (Fig. S8B). Interestingly, this
autophagy induction was mainly absent with DAC, showing that
autophagy induction depends on protein aggregates generation

B AZA-induced EREs
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resulting from DNMT2 inhibition. As EREs were previously shown
to trigger autophagy [35], we evaluated whether DAC induced the
same EREs as AZA. Therefore, we treated THP-1 cells with a DAC
dose (30 nM) that inhibited DNMT1 (Fig. S8C, D) without inducing
cell death at 96h, and observed that DAC upregulated the
expression of the same EREs induced by AZA (Fig. 5B). This
upregulation was concomitant with an induction of innate
immune responses, evidenced by GO-term analysis (Fig. 5C and
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Table S5). This shows that the autophagy induced in AZA-treated
(but notin DAC-treated) cells results from DNMT2 inhibition rather
than ERE induction.

To further demonstrate that autophagy has a deleterious effect
on ERE transcript levels, we performed a ssGSEA quantification of
all REACTOME gene sets (n=2528) in the Leucegene cohort
(diagnosis samples). Next, we correlated each gene set with the
expression of AZA-regulated EREs. A ranking of gene sets based

SPRINGERNATURE

Fig. 6 DAC induces immunogenic ERE MAPs. A Repartition of
cancer-testis antigens (CTA) and ERE MAPs significantly altered by
DAC in THP-1 cells. DE: differentially expressed, DACspecific: MAPs
present in all three replicates of DAC and absent in CT. B Heatmap of
average RNA expi of MAPs up d by DAC in normal
tissues from GTEx (n = 12-50), normal hematopoietic cell popula-
tions (n= 3-16), or mTECs (n = 11). Boxes in which a MAP has an
rphm > 855 are highlighted in black. C Comparison of immuno-
genicity scores (Repitope, left and BamQuery, right) among MAPs
upregulated by DAC-treated THP-1 cells, MAPs from thymic stromal
cells, AML tumor specific antigens (AML TSAs) and HIV MAPs. Thymic
MAPs are negative control since they are not expected to be
immunogenic, while AML TSAs and HIV MAPs are positive controls.
Treatments refer to three days of daily 0.5 M AZA or 30 nM DAC
foll d by 24-h disconti 1 unless otherwise stated.

on correlation coefficients evidenced that multiple gene sets
related to autophagy and unfolded protein response were
inversely correlated and among the top 10% of ranked gene sets,
showing their importance in regulating ERE levels (Fig. 5D).
Targeted correlations with gene sets from other sources and
genes playing crucial roles in autophagy also showed similar
results (Fig. SE and S8E). This indicates that, at the time of
diagnosis, AML cells with higher basal autophagic activity are
associated with low ERE levels, and vice versa. Additionally, we
downloaded data from previously published studies performing
autophagy inhibitions [51, 52] and observed that autophagy
inhibition, whether genetic or chemical, resulted systematically in
the upregulation of EREs (Fig. 5F). Altogether, these results
demonstrate that autophagy degrades ERE transcripts indepen-
dently of AZA treatment.

Finally, we tested whether autophagy induction would prevent
the generation of MAPs by ERE transcripts. We, therefore,
performed immunopeptidomic analyses on THP-1 cells treated
with DAC. This revealed that in addition to cancer-testis MAPs,
DAC upregulated the presentation of 4 ERE MAPs (Fig. 6A and
Table $6), while none were downregulated. To estimate whether
these MAPs could be recognized by CD8" T cells, we queried their
RNA expression in 50 normal human tissues from GTEx, in
hematopoietic cells, and mTECs with BamQuery (Fig. 6B). Three
out of four ERE MAPs were lowly or not expressed, suggesting the
absence of central tolerance for these peptides [15, 38, 53]
Immunogenicity predictions with two machine learning algo-
rithms (Repitope [54] and BamQuery [38]) further supported the
immunogenicity of these MAPs (Fig. 6C). In summary, these data
show that autophagy degrades ERE transcripts and hampers their
MAP generation capacity.

hagy inhibi has
i AML i g
Finally, we examined whether inhibiting autophagy would
augment the anti-AML effect of AZA. THP-1 and OCI-AML3 cells
were treated for three days with AZA and/or Spautin-1 (which
inhibits autophagy and suppresses the unfolded protein
response, the most likely process involved in autophagy
induction in p to protein aggreg. [53, 55]), and their
survival and cell counts were evaluated. An additive effect
between AZA and Spautin-1 was observed for both assays
(Fig. 7A and Fig. S9A). While Spautin-1 alone reduced prolifera-
tion, it did not kill the cells (Fig. 598, C), showing that autophagy
is a survival mechanism upon AZA treatment. Similar results were
obtained with another autophagy inhibitor, the VP$34 inhibitor
SAR405 (Fig. $10).

Next, we investigated the effects of combined autophagy
inhibition and AZA treatment on ERE-related responses. First, we
either induced (with Rapamycin) or inhibited (with Spautin-1)
autophagy in combination with AZA and measured double-

effects with AZA and
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THP 1 cells treated either with AZA (l pM), spautin-1 (5 pMj or both for four days. Control cells were !realed with 0.1% DMSO in two
experiments i t-test; ****p<0.0001, **p<0.001, **p<0.01). B Re flouresence images and
quantlﬁca(lcn of double-stranded RNA (dsRNA) signals measured from microscopy images of THP 1 ceIIs treated for four days with either
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DMSO; AZA + SPA: AZA and 5 uM Spautin-1; AZA + RAP: AZA and 0.5 yM Rapamycin (unpaired t-test; *p < 0.05, ****p < 0.0001). C Histogram
depicting GO-term analysis of the most signiﬁcantly enriched biological processes associated with upregulated DEGs in THP-1 cells co-treated
with AZA and Spautin-1. D Volcano plot of the differential gene expression analysis comparing THP-1 cells treated with AZA and AZA
+Spautin-1 vs AZA only. Purple dots show genes upregulated (log2(fold-change, FC) > 1; FDR < 0.05) in AZA+Spautin-1 cells. MDA5 and RIG-l
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present in all three replicates of the combination and absent in AZA only condition, AZAspecific: MAPs present in all three replicates of the
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confirmed that combining AZA and Spautin-1 induced greater

stranded RNAs with microscopy. As expected, Rapamycin
levels of EREs compared to AZA alone (Fig. S110). This increase

decreased while Spautin-1 increased their levels (Fig. 7B). Next,

we sought to perform immunopeptidomic analyses to evaluate
the effects of AZA+Spautin-1 co-treatment. Therefore, we
determined a co-treatment regimen through which autophagy
and DNMT1 are inhibited and the viability of the cells is
maintained (See Methods and Fig. S11A, B). RNA-seq analyses

Leukemia

was accompanied by an induction of anti-viral innate immune
responses, notably illustrated by a significant upregulation of OAS
and IFN-induced genes and GO-terms analysis (Fig. 7C, D and
Table S7). This shows that autophagy inhibition can increase the
expression of ERE transcripts, triggering innate immune responses.
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Next, we investigated whether autophagy inhibition could
restore the generation of ERE MAPs after AZA treatment.
Immunopeptidomic analyses of THP-1 cells treated with AZA
alone or combined with Spautin-1 showed that the combination
upregulated nine ERE MAPs, while four were downregulated
(Fig. 7E). With 828 upregulated MAPs and 904 downregulated
ones, this represented a~ 2.5-fold increase in the proportion of
ERE MAPs among the immunopeptidome (1.08% vs 0.44%, Table
$8). This upregulation was noteworthy because our original
experiments did not detect a single upregulated ERE-derived
MAPs in AZA-treated THP-1 cells. Notably, five out of nine ERE
MAPs induced by the combination were lowly expressed in
normal tissues (vs two out of four downregulated ones) (Fig. 8A).
Immunogenicity prediction tools showed that upregulated ERE
MAPs are more immunogenic than downregulated ones (Fig. 8B).
Indeed, four out of nine (with Repitope) and six out of nine (with
BamQuery) ERE MAPs upregulated by AZA-Spautin-1-treated
cells were above immunogenicity thresholds, while none (Repi-
tope) and two out of four (BamQuery) downregulated ones were
above thresholds. These data show that autophagy inhibition
promotes AZA’s generation of immunogenic ERE MAPs.

Since autophagy inhibition increases immunogenic ERE MAPs, we
reasoned that leukemic blasts with elevated autophagy might be
less recognized by CD8" T cells. To assess this, we segregated the
Leucegene AML patients based on two parameters. The first was the
expression of CD8A and CD8B transcripts, reliable markers of CD8*
T-cell abundance in RNA-seq [56). The second was the count of
highly expressed AZA-induced EREs (HE-EREs), i.e,, the number of

EREs whose expression is above their median RNA expression across
all patients having a non-null expression of the given ERE (a metric
aimed at reflecting the density and diversity of epitopes presented
by leukemic blasts [29]) (Fihg. S11D). A GSEA comparing CD8"9" vs,
CD8"°" patients within ERE™" and ERE'™™ groups revealed that the
presence of CD8" T cells was associated with the same processes in
ERE"9" and ERE" patients, except for two gene sets related to DNA
repair/proliferation, three related to metabolism, and two related to
unfolded protein response and mTORC1 signaling (Fig. S11E). As
mTORC1 regulates autophagy, we performed additional GSEAs with
four gene sets related to autophagy from the REACTOME database.
We found that all four were inversely associated with the presence
of CD8" T cells in ERE"" patients (two significantly), while the
opposite was found for ERE®™ patients (Fig. 8C). Altogether, these
results further support that autophagy prevents the generation of
ERE-derived MAPs, thereby precluding AML blasts from being
recognized by CD8" T cells.

DISCUSSION

Due to their capacity to trigger innate immune responses and
generate immunogenic MAPs [30], EREs represent attractive
targets for developing new immunotherapeutic avenues
[26, 29, 57, 58]. Although AZA has been proposed to promote
or CD8" T-cell through the induction of cancer-
testis antigens, the contribution of ERE MAPs to such responses
remains elusive. Aiming to unravel this contribution, we
performed a thorough proteogenomic investigation to uncover
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changes in the MAP repertoire after AZA treatment. As expected,
we identified cancer-testis antigens upregulated at the transcrip-
tomic and immunopeptidomic levels. In contrast, ERE MAP
abundance remained unchanged after AZA treatment in the four
cell lines examined. This suggests that T-cell-mediated responses
post-AZA treatment are more likely due to the recognition of
cancer-testis MAPs than EREs. A recent report analyzing the CD8'
T-cell subsets targeting ERE-derived MAPs revealed no increase in
ERE-reactive T cells post-AZA treatment in myeloid hematological
malignancies, further supporting our observations [59].

The virtual absence of ERE MAP induction by AZA was
paradoxical. Indeed, AZA strongly induced ERE transcripts, and
the processing of r EREs should g MAPs [30]. In
AML patients, the basal ERE expression was positively associated
with the expression of molecules involved in double-stranded RNA
detection and anti-viral immune responses. In a previous report,
high ERE expression in primary AML cells was associated with a
favorable prognosis [60]. In addition, the clinical responses to AZA
in myelodysplastic syndrome and AML is associated with the
expression of a specific class of EREs inducing innate immune
resp [61]. Theref levated ERE expression certainly
benefits patients’ outcomes by inducing anti-double-stranded
RNA immune responses, and maximizing these responses should
be pursued.

Notably, we observed that ERE levels (and associated innate
immune responses) were inversely correlated to the expression of
autophagy molecules in AML patients, and enhanced autophagy
was found in our AZA-treated cells. Upon examination of the
immunopeptidomic changes, we could attribute this latter
observation to AZA's inhibition of DNMT2 activity. Indeed,
previous studies have shown that transfer RNA methylation by
DNMT2 is involved in Asp-transfer RNA codon fidelity, and its loss
leads to the production of misfolded proteins [62]. Autophagy is
increasingly implicated in resistance to anti-cancer therapies,
including resistance to AZA [48]. Here, abrogating autophagy by
combining AZA with Spautin-1 or using DAC (which did not
induce autophagy) showed an increase in both ERE transcripts
and MAPs. Accordingly, an article also exploring the immuno-
peptidomic effects of DAC in glioblastoma cell lines evidenced an
induction of ERE MAPs [63]. Thus, we conclude that the
autophagic process triggered by DNMT2 inhibition hampers the
proper induction of the presentation of ERE MAPs after AZA
treatment.

While little is known about the interplay between EREs
(remnants of ancient viruses) and autophagy, it is well-reported
that autophagy is a defense response against viruses. Following
infection, autophagy is triggered by the signaling of pattern-
recognition receptors (such as RIG-like receptors) [64] to sustain
the presentation of intracellular source proteins by MHCHI
molecules [65]. Thereby, autophagy inhibition reduces the
presentation of viral peptides to CD4" T cells [66, 67]. In contrast,
autophagy inhibition tends to increase MHC-| expression and the
capacity to induce antiviral CD8" T cell responses [68, 69].
Furthermore, autophagy can limit RIG-I-dependent IFN production
by disrupting its signaling cascade (70, 71]. While these studies
point to a potential negative correlation between autophagy and
MHC-I presentation, they do not provide a precise molecular
mechanism explaining how AZA-induced autophagy could pre-
vent the generation of ERE MAPs. While this question will need to
be explored in future studies, we surmise that autophagy
degrades ERE RNAs instead of d ding their lational

N. Noronha et al.

Moreover, our results show that autophagy inhibition could be a
desirable therapeutic option to combine with AZA. Adding
autophagy inhibitors to AZA would have three desirable con-
sequences: (1) to increase the direct cytotoxicity of AZA by
preventing AML ad: ion to p ic stress (in ag

with results from [50]), (2) to increase ERE transcripts abundance and
the subsequent beneficial innate immune responses and (3) to
improve ERE MAP presentation and thereby adaptive T-cell
responses. Furthermore, some of these ERE MAPs are predicted to
be immunogenic, making them attractive tumor vaccine candidates,
and further investigations should be pursued in this direction.
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Résumé

La recherche entreprise au cours de ma thése explore divers aspects des
réponses du systéme immunitaire aprés une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (allo-HSCT), mettant I'accent sur la prévention de la GVHD
et I'amélioration de I'effet GvT. Mes projets englobent une variété d'approches
novatrices.

Dans une démarche translationnelle, mes investigations se dirigent vers
['utilisation de modéles murins humanisés offrant une plateforme unique pour
examiner la reconstitution immunitaire dans un contexte plus proche de la
réalité clinique. A cet égard, une évaluation de l'impact de ['ltacitinib, un
inhibiteur spécifique de JAK1, a été entreprise visant & moduler de maniére
précise les réponses immunitaires post-greffe. De plus, une étude
comparative de la prise de greffe, de la pathogenése de la GVHD et I'effet
GVT a été réalisée entre les souris NSG et NSG-IL15. Ces recherches ont
permis d’enrichir notre compréhension des interactions complexes entre le
systéme immunitaire, I'lL-15 et la GVHD.

Cette approche intégrée contribue de maniere significative a I'avancement
des stratégies thérapeutiques pour la prévention de la GVHD post-greffe.
L'objectif global de ces travaux est d'approfondir notre compréhension des
mécanismes immunologiques sous-jacents a la GVHD et a l'effet GvT dans le
but d’ouvrir la voie a des approches novatrices, visant a améliorer de maniére
substantielle les résultats cliniques pour les patients ayant subi une allo-
HSCT.

Summary

The research conducted during my thesis explores various aspects of the
immune system responses following allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT), with a focus on preventing GVHD and enhancing
the GvT effect. My projects encompass a variety of innovative approaches.
In a translational approach, my investigations are directed towards the use of
humanized murine models providing a unique platform to examine immune
reconstitution in a context closer to clinical reality. In this regard, an evaluation
of the impact of Itacitinib, a specific JAK1 inhibitor, has been undertaken
aiming to precisely modulate post-transplant immune responses. Additionally,
a comparative study of engraftment, GVHD pathogenesis, and the GvT effect
has been conducted between NSG and NSG-IL15 mice. These research
endeavors have enriched our understanding of the complex interactions
between the immune system, IL-15, and GVHD.

This integrated approach significantly contributes to advancing therapeutic
strategies for preventing post-transplant GVHD. The overall goal of these
efforts is to deepen our understanding of the underlying immunological
mechanisms of GVHD and the GvT effect with the aim of paving the way for
innovative approaches to substantially improve clinical outcomes for patients
undergoing allo-HSCT.
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