Université de Lille 2

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

Année Universitaire 2015/2016 et Biologiques de Lille

MEMOIRE

POUR LE DIPLOME D'ETUDES SPECIALISEES

DE BIOLOGIE MEDICALE

Soutenu publiquement le 27 mai 2016
Par Mme Stéphanie ROGEAU

Conformément aux dispositions du Décret du 10 septembre 1990

tient lieu de

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Développement in vitro d’un protocole de déplétion automatisé en
lymphocytes T CD4" CCR7" de greffons haploidentiques de Cellules Souches
Hématopoiétiques Périphériques en vue d’en réduire le potentiel alloréactif

Membres du jury :

Président :

Assesseurs :

Directeur de thése :

Monsieur le Professeur Thierry BROUSSEAU
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Pharmacie de Lille — CHRU de Lille

Madame le Docteur Pauline VARLET

Assistant hospitalo-universitaire

Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille
Monsieur le Professeur Ibrahim YAKOUB-AGHA
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille

Madame le Professeur Myriam LABALETTE
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille






Université de Lille 2

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

Année Universitaire 2015/2016 et Biologiques de Lille

MEMOIRE

POUR LE DIPLOME D'ETUDES SPECIALISEES

DE BIOLOGIE MEDICALE

Soutenu publiquement le 27 mai 2016
Par Mme Stéphanie ROGEAU

Conformément aux dispositions du Décret du 10 septembre 1990

tient lieu de

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Développement in vitro d’un protocole de déplétion automatisé en
lymphocytes T CD4" CCR7" de greffons haploidentiques de Cellules Souches
Hématopoiétiques Périphériques en vue d’en réduire le potentiel alloréactif

Membres du jury :

Président :

Assesseurs :

Directeur de thése :

Monsieur le Professeur Thierry BROUSSEAU
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Pharmacie de Lille — CHRU de Lille

Madame le Docteur Pauline VARLET

Assistant hospitalo-universitaire

Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille
Monsieur le Professeur Ibrahim YAKOUB-AGHA
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille

Madame le Professeur Myriam LABALETTE
Professeur des Universités — Praticien hospitalier
Faculté de Médecine de Lille — CHRU de Lille



Faculté des Sciences Pharmaceutiques

® et Biologiques de Lille Université
g de Lille

£ 3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX DROIT

2 2 03.20.96.40.40 - @ : 03.20.96.43.64 ET SANTE

http://pharmacie.univ-lille2.fr

Université Lille 2 — Droit et Santé

Président : Professeur Xavier VANDENDRIESSCHE

Vice- présidents : Professeur Alain DUROCHER
Professeur Régis BORDET
Professeur Eric KERCKHOVE
Professeur Eric BOULANGER
Professeur Frédéric LOBEZ
Professeur Damien CUNY
Professeur Benoit DEPREZ
Professeur Murielle GARCIN
Monsieur Pierre RAVAUX
Monsieur Larbi AIT-HENNANI
Monsieur Antoine HENRY

Directeur Général des Services : Monsieur Pierre-Marie ROBERT

Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques

Doyen : Professeur Damien CUNY
Vice-Doyen, 1°" assesseur : Professeur Bertrand DECAUDIN
Assesseur en charge de la pédagogie Dr. Annie Standaert

Assesseur en charge de la recherche Pr. Patricia Melnyk

Assesseur délégué a la scolarité Dr. Christophe Bochu
Assesseur délégué en charge des

relations internationales Pr. Philippe Chavatte

Assesseur délégué en charge de la vie étudiante M. Thomas Morgenroth

Chef des services administratifs : Monsieur Cyrille PORTA

Liste des Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers

Civ. NOM Prénom Laboratoire

Mme ALLORGE Delphine Toxicologie

M. BROUSSEAU Thierry Biochimie

Mme CAPRON Monique Immunologie

M. DECAUDIN Bertrand Pharmacie Galénique
M. DINE Thierry Pharmacie Clinique
Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie

M. DUTHILLEUL Patrick Hématologie

M. GRESSIER Bernard Pharmacologie

M. LUYCKX Michel Pharmacie Clinique
M. ODOU Pascal Pharmacie Galénique
M. DEPREUX Patrick Chimie Organique (ICPAL)




Liste des Professeurs des Universités

Civ. NOM
M. ALIOUAT
AZAROUAL
BERTHELOT

CAZIN

CHAVATTE
COURTECUISSE
CUNY

DELBAERE

DEPREZ

DEPREZ

DUPONT

DURIEZ

GARCON

GAYOT

GOOSSENS

GRAS

HENNEBELLE
LEMDANI

LESTAVEL

M. LUC

Mme  MELNYK

Mme  MUHR — TAILLEUX
Mme  PAUMELLE-LESTRELIN
Mme  PERROY — MAILLOLS
Mme  ROMOND

=
3" 3 3
© ® o

3
o

S=Z=E=z==TTTEEE=R
(0]

<
3
o

Prénom

El Moukhtar
Nathalie
Pascal
Jean-Louis
Philippe
Régis
Damien
Stéphanie
Benoit
Rebecca
Frédéric
Patrick
Guillaume
Anne

Jean Francois
Héléne
Thierry
Mohamed
Sophie
Gerald
Patricia

Anne

Réjane

Anne Catherine
Marie Bénédicte

Laboratoire

Parasitologie

Physique

Chimie Thérapeutique 1
Pharmacologie — Pharmacie Clinique
Chimie Thérapeutique 2
Sciences Végétales et Fongiques
Sciences Végétales et Fongiques
Physique

Chimie Générale

Chimie Générale

Sciences Végétales et Fongiques
Physiologie

Toxicologie

Pharmacotechnie Industrielle
Chimie Analytique

Chimie Thérapeutique 3
Pharmacognosie
Biomathématiques

Biologie Cellulaire

Physiologie

Chimie Thérapeutique 2
Biochimie

Biologie Cellulaire

Droit et Economie Pharmaceutique
Bactériologie

Mme SAHPAZ Sevser Pharmacognosie

M SERGHERAERT Eric Droit et Economie Pharmaceutique
M SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie Industrielle

M. STAELS Bart Biologie Cellulaire

M TARTAR André Chimie Organique

M VACCHER Claude Chimie Analytique

M WILLAND Nicolas Chimie Organique

M MILLET Régis Chimie Thérapeutique (ICPAL)

Liste des Maitres de Conférences - Praticiens Hospitaliers

Civ. NOM Prénom Laboratoire

Mme BALDUYCK Malika Biochimie

Mme GARAT Anne Toxicologie

Mme GOFFARD Anne Bactériologie

M. LANNOY Damien Pharmacie Galénique

Mme ODOuU Marie Frangoise Bactériologie

M. SIMON Nicolas Pharmacie Galénique
Liste des Maitres de Conférences

Civ. NOM Prénom Laboratoire

Mme AGOURIDAS Laurence Chimie Thérapeutique 2

Mme ALIOUAT Cécile Marie Parasitologie (90%)

M. ANTHERIEU Sébastien Toxicologie

Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie

Mme BANTUBUNGI Kadiombo Biologie Cellulaire

Mme BARTHELEMY Christine Pharmacie Galénique

Mme BEHRA Josette Bactériologie

M BELARBI Karim Pharmacologie



=zzzzE=Ex

Mme

Mme
Mme
Mme
Mme
Mme
Mme
Mme

Mme
Mme
Mme
Mme
Mme

Mme

Mme
Mme
Mme
Mme

Mme
Mme
Mme
Mme

Mme
Mme
Mme
Mme

Mme
Mme

=X

BERTHET
BERTIN
BLANCHEMAIN
BOCHU
BORDAGE
BRIAND
CACHERA
CARNOY
CARON
CHABE
CHARTON
CHEVALIER
COCHELARD
DANEL
DEMANCHE
DEMARQUILLY
DUMONT
FARCE
FLIPO
FOULON
GELEZ
GENAY
GERVOIS
GRAVE
GROSS
HAMOUDI
HANNOTHIAUX
HELLEBOID
HERMANN
KAMBIA
KARROUT
LALLOYER
LEBEGUE
LECOEUR
LEHMANN
LIPKA
MARTIN
MOREAU
MUSCHERT
NEUT
NIKASINOVIC
PINCON
PIVA
PLATEL
RAVAUX
RIVIERE
ROGER
ROUMY
SEBTI
SIEPMANN
SINGER
STANDAERT
TAGZIRT
WILLEMAGNE
WELTI
YOUS
ZITOUNI

Jérbme
Benjamin
Nicolas
Christophe
Simon
Olivier
Claude
Christophe
Sandrine
Magali
Julie

Dany
Dominique
Cécile
Christine
Catherine
Julie
Amaury
Marion
Catherine
Philippe
Stéphanie
Philippe
Béatrice
Barbara
Chérifa Mounira
Marie-Héléne
Audrey
Emmanuel
Kpakpaga Nicolas
Youness
Fanny
Nicolas
Marie
Héléne
Emmanuelle
Francgoise
Pierre Arthur
Susanne
Christel
Lydia
Claire
Frank
Anne
Pierre
Céline
Nadine
Vincent
Yasmine
Florence
Elisabeth
Annie
Madjid
Baptiste
Stéphane
Said
Djamel

Physique

Immunologie
Pharmacotechnie Industrielle
Physique
Pharmacognosie
Biochimie

Biochimie

Immunologie

Biologie Cellulaire (80%)
Parasitologie (80%)
Chimie Organique (80%)
Toxicologie
Biomathématiques
Chimie Analytique
Parasitologie (80%)
Biomathématiques
Biologie Cellulaire

Chimie Thérapeutique 2
Chimie Organique

Chimie Analytique
Biomathématiques
Pharmacologie Galénique
Biochimie

Toxicologie

Biochimie
Pharmacotechnie Industrielle
Toxicologie

Physiologie

Immunologie
Pharmacologie
Pharmacotechnie Industrielle
Biochimie

Chimie Thérapeutique 1
Chimie Analytique

Droit et Economie Pharmaceutique

Chimie Analytique
Physiologie

Sciences végétales et fongiques

Pharmacotechnie Industrielle
Bactériologie

Toxicologie
Biomathématiques
Biochimie

Toxicologie
Biomathématiques
Pharmacognosie
Immunologie
Pharmacognosie

Biochimie

Pharmacotechnie Industrielle
Bactériologie

Parasitologie

Hématologie

Chimie Organique

Sciences Végétales et Fongiques

Chimie Thérapeutique 1
Biomathématiques



M. FURMAN Christophe Pharmacobiochimie (ICPAL)
Mme GOOSSENS Laurence Chimie Organique (ICPAL)
Mme LELEU-CHAVAIN Natascha ICPAL

Professeurs Agrégés

Civ. NOM Prénom Laboratoire
Mme MAYES Martine Anglais
M. MORGENROTH Thomas Droit et Economie Pharmaceutique

Professeurs Certifiés

M. HUGES Dominique Anglais
Mile FAUQUANT Soline Anglais
M. OSTYN Gaél Anglais

Professeur Associé - mi-temps

Civ. NOM Prénom Laboratoire

M. DHANANI Alban Droit et Economie Pharmaceutique

Maitres de Conférences ASSOCIES - mi-temps

Civ. NOM Prénom Laboratoire

Mme BERTOUX Elisabeth Pharmacie Clinique - Biomathématiques
M. BRICOTEAU Didier Biomathématiques
M CUCCHI Malgorzata Information Médicale
M FRIMAT Bruno Pharmacie Clinique
M. GILLOT Francois Droit et économie Pharmaceutique
M MASCAUT Daniel Pharmacie Clinique
M ZANETTI Sébastien Biomathématiques
AHU
Civ. NOM Prénom Laboratoire
Mme DEKYNDT Bérengére Pharmacie Galénique
M. PEREZ Maxime Pharmacie Galénique




Q“z‘maceﬁltiq"e
. gy o ‘
Université ;0%
de Lille
DROIT 3 5
ET SANTE ’9% R
% P &

Faculté des Sciences Pharmaceutiques
et Biologiques de Lille

3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX
Tel. : 03.20.96.40.40 - Télécopie : 03.20.96.43.64
http://pharmacie.univ-lille2.fr

L’Université n’entend donner aucune approbation aux opinions
émises dans les théses ; celles-ci sont propres a leurs auteurs.



A mon président de Thése,

Monsieur le Professeur Thierry BROUSSEAU

Professeur des Universités en Biochimie

a la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Université de Lille 2

Praticien hospitalier, Chef de service de I'Unité Fonctionnelle d’Analyses
automatisées de Biochimie et Chef de pble de Biologie,

Centre de Biologie Pathologie-Génétique, CHRU de Lille

Pour ’'honneur que vous me faites de juger ce travail

et de présider cette soutenance de these,

Pour vos qualités pedagogiques et humaines,

Veuillez trouver ici le témoignage de ma sincere reconnaissance

et de mon profond respect.



A ma directrice de Thése,

Madame le Professeur Myriam LABALETTE

Professeur des Universités en Immunologie

a la Faculté de Médecine Henri Warembourg, Université de Lille 2

Praticien hospitalier, Chef de service de I'lnstitut d’'Immunologie,

Centre de Biologie-Pathologie-Génétique, CHRU de Lille

Je vous remercie de m’avoir confié cette these

et de m’avoir impliquée dans cet ambitieux projet.

Par votre rigueur, votre professionnalisme, vos connaissances, votre disponibilité,
VoS conseils avisés vous m’avez beaucoup appris

et avez permis 'aboutissement de ce travail.

Apres une révélation pour 'lmmunologie a Rouen, je vous remercie

de m’avoir accueillie au sein de votre Laboratoire pendant 4 semestres,

Je suis ravie de rester encore un peul.

Recevez mes sinceres remerciements,

et soyez assurée de ma grande reconnaissance et de ma profonde estime.



A mes juges,

Madame le Docteur Pauline VARLET

Assistant hospitalo-universitaire
Institut d’'Immunologie, Centre de Biologie-Pathologie-Génétique, CHRU de Lille

Faculté de Médecine Henri Warembourg, Université de Lille 2

Pour ton enseignement en cultures cellulaires et en cytométrie,
Pour ton soutien dans ce travail,

Pour tes conseils et ta disponibilite,

Tu me fais I'honneur de juger cette these,

Recois l'expression de mes remerciements les plus sinceres.



Monsieur le Professeur Ibrahim YAKOUB-AGHA

Professeur des Universités en Hématologie

a la Faculté de Médecine Henri Warembourg, Université de Lille 2

Praticien hospitalier, Chef de service de I'Unité Fonctionnelle d’Allogreffe,

Service des Maladies du Sang, Hépital Claude Huriez, CHRU de Lille

Pour avoir accepté de juger ce travail avec beaucoup de gentillesse,

Pour votre investissement dans la concrétisation de ce projet,

Soyez assuré de ma sincere considération

et de ma profonde gratitude.

10



A Benjamin,
Je te remercie pour notre amitié et tous tes précieux conseils.
Bien que I'occasion ne se soit pas présentée dans ce travail, je te remercie également

pour ta participation statistique a I'ensemble de mes travaux.

A I'ensemble des biologistes du laboratoire d’lmmunologie,

Sylvain, Isabelle, Vincent, Olivier, Séverine, Anne-Sophie, Guillaume,

Par vos riches enseignements, votre disponibilité pour répondre a 'ensemble de nos
questions, vous rendez les stages au laboratoire et 'Immunologie passionnants.

Merci pour votre contribution a ma formation de biologiste spécialisé en Immunologie.

A Jacques,

Pour tes conseils avisés lors des manipulations de CSP et ton initiation a la cytomeétrie.

Aux techniciens du Cellulaire, Virginie, Véro L, Véro B, Manu, Maxence,

pour votre soutien dans ce travail ;

du HLA, Dominique, Pascale, en particulier, pour votre aide a la maitrise de 'AutoMACS,
Cécile, Colette, Eve-Marie, Céline, Cédric, Liliane, Sylviane,

et de 'Humoral, Isabelle, Dominique, Sylvie, Maité, Laure, Héléne, Sandrine, Justine,
Elisabeth, Jérome,

A Carine, Thomas,

A Ghislaine,

Aux secrétaires du laboratoire d’Immunologie, Sylvie, Yamina et Pascale,

A vous tous, pour la convivialité que vous contribuez a faire régner au laboratoire,

permettant ainsi un travail agréable et de qualité.

Aux techniciennes du plateau de Cultures Cellulaires en Hématologie,
Véro, Marie-Pascale, et Nathalie,

pour votre dévouement sans faille dans la quéte des tubes d’échantillons de CSP !

11



A mes parents,

Je vous remercie pour votre soutien quotidien durant 'ensemble de ce long cursus

Soyez sirs de ma reconnaissance et de mon amour.

A mon frére, Antoine
A notre tendre complicité

Je te souhaite beaucoup de succeés dans la suite de tes études et ta vie future.

A ma marraine, Cécile
Merci pour ton aide précieuse (des sujets d’arts plastiques ;) a aujourd’hui)

Merci aussi de m’avoir fait la joie d’étre a mon tour marraine.

A ma petite filleule, Olympe

Je te souhaite beaucoup de bonheur.

A mes chers grands-parents,
Vous qui avez toujours crus en moi,
Jaurais tellement aimé que vous soyez présents aujourd’hui,

Jj'espére que vous étes fiers de moi.
Et a tous mes oncles, tantes, cousins et cousines

A mes amies de fac, Justine et Christelle
Pour tous ces bons souvenirs sur les bancs de la fac

Pour votre soutien lors des révisions et du passage du Concours de I'Internat.

A mes amis de I'lnternat, Rouennais, Stéphanie, Florian, Cédric

et Lillois, Zo€é, Vassana, Guillaume G, Gauthier, Réna, Damien,
Alexandre, Guillaume D, et les autres

Je vous remercie pour tous ces bons moments passés qui ont rendu

ces 4 dernieres années merveilleuses.

A mes co-internes de ce semestre, Audrey, Rébecca, Nicolas et Quentin
Pour les moments de détente mais aussi de travail dans la bonne humeur
durant ces 6 derniers mois et la réalisation de ma thése.

A Rébecca et Benjamin (encore 1), pour votre relecture attentive.

12



« Tout obstacle renforce la détermination.

Celui qui s’est fixé un but n’en change pas. »

Léonard de Vinci

13



ROGEAU Stéphanie

Table des matieres

Liste des Abréviations..........cceeueciiiiiiiiiiiinicc s 17
I- INTRODUCTION ......ieccireccrreeerrees s res s s s sen e s nm s s e e s s nmn e ennn 19
1. La greffe haploidentiQUe ... 19
1.1. Indications et principe de l'allogreffe ............cccc 19
1.2. Donneur compatible et notions de HLA...........cooiiiiiiiiiiiiiicieeeeee, 20
1.3. Définition de la greffe haploidentique.................ccc 23
1.4. Place de la greffe haploidentique parmi les autres stratégies de greffe.... 24
1.5. Réhabilitation et essor de la greffe haploidentique ................................... 25
1.6. Avantages et inconvénients de la greffe haploidentique........................... 27
2. Laréaction du greffon contre I'héte, complication majeure de l'allogreffe....... 30
2.1. Définition de la GVH.........oooiiiiiiiee e 30
2.2. Physiopathologie de la GVH aigUE.............ccuuiimiiiiiiieees 31
2.3. Manifestations cliniques de la GVH...........coois 32
3. Les stratégies de déplétion et autres stratégies d’optimisation de la greffe
haploidentiQUE ........coooiiiii e 35
3.1.  Composition cellulaire d’un greffon ............ooeeveiiiii 35
3.2. Les premiers essais de déplétion des greffons haploidentiques de CSH et
autres stratégies d’optimisSation ... 37
3.3. Notre stratégie de déplétion : dépléter sélectivement les greffons
haploidentiques de CSP en lymphocytes T CD4" CCR7" .......ccoeeviviceeceiee. 38
3.3.1. Le potentiel alloréactif des cellules T CD4™ CCR7" et leur implication
dansla GVH aigQUE..........coooiiiiii 38
3.3.2. La déplétion en lymphocytes T CD4" CCR7" n’interfére pas sur
limmunité anti-infectieuse acquUISe .............oviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 40
3.3.3. Originalité de cette stratégie de déplétion............cccoeeiiiiiiiiiciinnnns 40
3.3.4. Stratégie de tri : conditions pratiques de réalisation ........................... 41
3.3.5. Objectifs a terme du projet de déplétion des greffons haploidentiques
en lymphocytes T CD4" CCRT7 ..., 43
II- MATERIEL ET METHODES........cccceceeeeerererenesesssssssssseesesesenens 44
1. Recueil des échantillons........ ... 44
2 I £ 44
2.1. Traitement de I'échantillon de CSP avant tri..........ccccoiiieiieiiiiiie. 44
2.2. Procédure générale du tri automatise ...........cccccoiiiiiiiiiiien 45
228 TR Iy X O 7 SRR 46
S I X O 1 SRR 47



ROGEAU Stéphanie

P2 R I X O B 1 SRR 47
2 S TR 4 X OO SO SERPRR 48
3. Evaluation de la capacité de détachement des billes des lymphocytes T CD4*
MIS €N CUIUIE ...ttt 49
3.1. Etape de mMiSe €N CUIUIE. ..........c.ooveeeieeeeeeeeee e, 49
3.2. Evaluation du détachement des billes CD4 de la surface des lymphocytes
LI B 7 TR 49
4. Analyse immunophénotypique par cytométrie en flux et interprétation des
FESUIATS ...ttt 50
4.1. Immunophénotypage standard et numération............................ 50
4.2. Immunophénotypage des sous-populations de cellules T conventionnelles
.................................................................................................................. 51
4.3. Immunophénotypage explorant la viabilité des cellules ........................... 52
4.4. Immunophénotypage explorant les cellules progénitrices CD34" ............. 52
4.5. Autres immunophenotyPageS........uuiiiiiiiiiiiiicci e 53
4.5.1. Analyse de I'expression du CCR7 par les différentes populations
L=T0 el o3 = 11 =1 SRR 53
4.5.2. Immunophénotypage explorant les sous-populations lymphocytaires B
............................................................................................................ 53
4.6. Analyse des résultats ..........ccooiiiiiii 53
M= RESULTATS woooeceecereeeeceessseseesassssesessassssesessasssssssasasssssesessasssssens 55
1. Premiere stratégie : développement d’'un double tri positif CD4 CCRY ........... 55
1.1, Evaluation du tri CD4 ......c.cuoiiieiieieieicciee et 55
1.2. Evaluation du détachement des billes magnétiques CD4......................... 55
1.2.1. Approche standard.............oo 55
1.2.2. Approches pour améliorer le détachement des billes CD4 ................. 56

1.2.2.1. Reéduction au demi de la concentration en billes CD4 par rapport
aux recommandations fOUrNISSEUr ...........ccoiiiiiiiiiiiiice e 56

1.2.2.2. Réduction au dixieme et au centiéme de la concentration en billes

CD4 par rapport aux recommandations fournisseur .............cccccceeeccinnnnnnnns 57
1.2.3. Emploi d’'un programme de tri plus sensible pour le tri CD4 ............... 58
1.2.4. Evaluation de la centrifugation dans le détachement des billes CD4
des lymphocytes T CDA™ ..., 60

1.3. Nouvelle stratégie pour optimiser le double tri positif CD4 CCRY7 : tri

simultané des lymphocytes T CD4" CCRT7 .......ccocoeieieieeee e, 61
1.3.1. Letri CCORYT .o e e e e 61
1.3.2. Choix des concentrations pour le tri simultané CD4 CCRY7 ................ 63

15



ROGEAU Stéphanie

1.3.3. Résultats du tri simultané CD4 (1/50°™®) CCR7 (1/10°™) programme
CPOSSEI-S M e 63

2. Deuxiéme stratégie : tri CD8 associé a un tri CCR7 sur la fraction négative .. 65

P2 R 0o (1= o | RSP RREURPRRIRN 65
2.2. EVvaluation dutri CDB8 .........oeieeeeeee oot 66
2.3. Tri CCRY7 sur la fraction négative issue du tri CDS8..........ccccccooviiiiiiiiennnn. 66
2.3.1. Reésultats du tri CCR7 aux recommandations fournisseur suite au tri
7 15 1 66
2.3.2. Reésultats du tri CCR7 au demi par rapport aux recommandations
fournisseur suite au tri CD8 ..o 68
2.4. Optimisation du tri CCRY7 sur la fraction négative issue du tri CD8 en vue
de minimiser la perte des lymphocytes B ... 68
3. Stratégie retenue : deux tris successifs avec premier tri CD8-CD19 puis tri
CCRY7 sur la fraction négative issue du premier tri........cccccevvevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 71
3.1. Evaluation des tris CD8 et CD19 SiMultanés ...........c.cccoeoveerirecncrenenennne. 71
3.2. Le tri CCRY sur la fraction négative issue du tri CD8-CD19 ..................... 73
3.3. Caractéristiques globales du greffon apres les deux étapes de tri (CD8-
CDA19 PUIS CCRT) ittt e e e e e 74
B4, RESUME ... nananas 78
IV- DISCUSSION ..ot s res s rsnsrensran s ren s ren s rnnsssnnsssnnssens 80
V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES ..., 91
VI- BIBLIOGRAPHIE ............o e e e e e e e 93
VII- ANNEXES ... oottt rrer s s s e s e s e s n e nm e r s 101

16



ROGEAU Stéphanie

Liste des Abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

Adv : Adénovirus

APC : AlloPhycoCyanin, fluorochrome

BSA : Bovine Serum Albumin, Sérum Albumine Bovine

CCRY7 : Chemokine Receptor de type 7, Récepteur de Chimiokines de type 7
CD : Cluster de Différenciation

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMN : Cellules MonoNucléées

CMV : CytoMégaloVirus

CNT : Cellules Nucléées Totales

CPAg : Cellules Présentatrices d’Antigenes

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques

CSP : Cellules Souches Périphériques

DLI : Donor Lymphocyte Infusion, Injection de Lymphocytes du Donneur
EBV : Epstein Barr Virus

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétra-acétique

EFI : European Federation for Inmunogenetics

EFS : Etablissement Frangais du Sang

FITC : IsoThioCyanate de Fluorescéine

F - : fraction négative

F + : fraction positive

G : accélération de la gravité

G-CSF : Granulocyte Colony Stimulating Factor, Facteur de croissance des PNN
GVH : Graft Versus Host disease, réaction du Greffon contre I'HG6te
GVL : Graft Versus Leukemia, effet du Greffon contre la Maladie

HLA : Human Leucocyte Antigen, CMH
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HTLV1 : Virus T-Lymphotropique Humain de type 1

IFNy : Interféron y

IL : InterLeukine

IP : lodure de Propidium

J :Jour

kg : kilogramme

Ko : Krome orange, fluorochrome

LcT : Lymphocytes T

LPS : LipoPolySaccharide

mL : millilitre

NaCl : chlorure de sodium

NK : Natural Killer

PacB : Pacific Blue, fluorochrome

PBS : Phosphate Buffer Saline, Tampon Phosphate Salin
Pc pour PE-Cy : Phycoérythro-cyanine, fluorochrome
PCR : Polymerase Chain Reaction

PCR-SSO: PCR Sequence-Specific Oligonucleotide, Oligonucléotides de
Séquences Spécifiques

PCR-SSP : PCR Sequence-Specific Primer, Amorces de Séquences Spécifiques
Pe : Phycoérythrine, fluorochrome

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells, Cellules Mononucléées du Sang
Périphérique

PNN : PolyNucléaires Neutrophiles

PTLD : Post Transplantation Lymphoproliferative Disorder, Maladie
Lymphoproliférative Post-Transplantation

RPM : Rotation Per Minute, Tour Par Minute

SVF : Sérum de Veau Foetal

TCE : T-Cell Epitope, Epitope des lymphocytes T
TCR : T-Cell Receptor, Récepteur des Lymphocytes T

TNFa : Tumor Necrosis Factor a, Facteur de Nécrose Tissulaire a
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I- INTRODUCTION

1. La greffe haploidentique

1.1. Indications et principe de I'allogreffe

L’allogreffe de cellules souches hématopoietiques (CSH) constitue une
immunothérapie curative utilisée dans le traitement de nombreuses hémopathies
malignes (leucémies aigués, lymphomes, syndromes myélodysplasiques...) (1,2)
mais également dans le traitement des aplasies médullaires (1,3), des
hémoglobinopathies (3,4) et des déficits immunitaires primitifs séveres (3,5)
(Figure 1). Le rapport d’activité de 'TEBMT (European Bone Marrow Transplantation)
indique que le recours a ce traitement est en progression constante depuis 1990

avec 16 946 allogreffes de CSH realisées en Europe en 2014 (6).

IDM, 1%

PID, 3%
Thal/sickle, 3%
BMF, 5%

ID, 0.1%
Others, 1%

Solid tumors, 0.3%

AML, 36%
NHL, 8%

HD, 3%

PCD, 4% /.
CLL, 2% -/

MDS/MPN, 15% —’

LL, 16%
CML, 3%

Figure 1 : Proportions des différentes indications pour allogreffe de CSH en Europe en
2014 : prédominance des hémopathies malignes (6).

(AML : Leucémie Aigué Myéloide, ALL : Leucémie Aigué Lymphoblastique, CML : Leucémie
Myéloide Chronique, MDS/MPN : Syndromes MyéloDysplasiques/ MyéloProlifératifs, CLL :
Leucémie Lymphoide Chronique, PCD : Plasma Cell Disorders pour Gammapathie
Monoclonale, HD : Maladie de Hodgkin, NHL : Lymphome Non Hodgkinien, BMF : Bone
Marrow Failure pour Aplasies Médullaires, Thal/sickle : Thalassémies et drépanocytoses,
PID : Déficits Immunitaires Primitifs, IDM : Inherited Metabolic Disorders pour Maladies
Meétaboliques Héréditaires, AID : Maladies Auto-Immunes)
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L’étape préalable a la greffe en elle-méme correspond au conditionnement du
malade qui comprend la destruction plus ou moins compléte des systémes
hématopoiétique et immunitaire du patient afin de pouvoir établir un nouveau
systéme hématopoiétique, celui du donneur. Le conditionnement va donc entrainer
'immunoincompétence du receveur facilitant ainsi la prise de greffe et évitant son
rejet (1). Cette étape va également détruire les cellules leucémiques résiduelles du
malade (ayant résisté aux chimiothérapies) dans le cadre d’allogreffes réalisées pour

hémopathies.

Suite au conditionnement, on injecte au malade par voie intraveineuse le
greffon de CSH qui peut étre d’origine médullaire (lieu de résidence principal des
CSH), périphérique (CSP) apres injection de facteurs de croissance (G-CSF) chez le
donneur et recueil par cytaphérése (1) ou, de fagon moins courante aujourd’hui, issu
de sang de cordon (6). La greffe va donc conduire a un chimérisme, avec
I'établissement d’'un systéme immunitaire et d’'un systéme hématopoiétique du
donneur chez le receveur. Ceci explique par conséquent le changement possible de
groupe sanguin du receveur. De plus, par l'intermédiaire de I'effet GVL (Graft Versus
Leukemia, effet du Greffon contre la Maladie), les cellules immunocompétentes du
greffon vont contribuer a la destruction des cellules du clone leucémique ayant
résisté au conditionnement dans les hémopathies (7). C’est pour cette raison qu’on
parle d’'immunothérapie curative en ce qui concerne la greffe : le malade est guéri de
son hémopathie. Cependant I'allogreffe de CSH est encore aujourd’hui associée a

une lourde morbi-mortalité en raison de la toxicité de la procédure (8).

1.2. Donneur compatible et notions de HLA

La compatibilité tissulaire est un point essentiel dans le cadre de l'allogreffe de
CSH. Elle est supportée par le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), ou
systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) chez 'Homme. Le Complexe Majeur
d’Histocompatibilité est un complexe protéique polymorphe, découvert en 1958 par
Jean Dausset (Prix Nobel de Médecine, 1980) (9) et retrouvé a la surface de toutes
les cellules de l'organisme a I'exception des hématies. Les molécules du CMH
servent a présenter les peptides antigéniques aux lymphocytes T et interviennent
donc dans la réponse immunitaire adaptative et dans la défense de I'organisme vis-
a-vis des pathogénes (10). On distingue principalement deux types de molécules du
CMH qui différent par leur structure, leur expression cellulaire et la nature des

antigénes qu’elles présentent (Figure 2). On parle de CMH de classe | et de classe |I.
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Le CMH de classe | est exprimé sur toutes les cellules nucléées de I'organisme
contrairement au CMH de classe Il dont I'expression est restreinte aux cellules
présentatrices d’antigenes (CPAg) telles que les cellules dendritiques, les
lymphocytes B ou les macrophages. Le CMH de classe | permet la présentation
d’antigénes issus du cytosol aux lymphocytes T CD8" et le CMH de classe |l est,
quant a lui, spécialisé dans la présentation des antigénes extracellulaires aux

lymphocytes T CD4".

Molécule de classe | Molécule de classe 11

Poche de fixation
du pepude

Domaines
distaux

Domaines
I\I‘()XII“JHIX
(structure
en repliement
immunoglobulinique)

B, microglobuline

Segment transmembranaire

Qucue cytoplasmique

Figure 2 : Structure des molécules de CMH de classe | et de classe Il (10). La molécule de
CMH de classe | est constituée d’une chaine lourde a organisée en 3 domaines (a1, a2 et
a3) et associée de fagon non covalente a la B-microglobuline. La molécule de CMH de
classe Il est formée de deux chaines polypeptidiques différentes associées de maniére non
covalente et chacune composée de deux domaines (a1 et a2, B1 et B2). La poche de liaison
du peptide est formée par les domaines distaux des molécules du CMH (a1 et a2 pour le
CMH de classe |, a1 et 1 pour le CMH de classe Il).

Avant la greffe, on détermine donc les typages HLA du receveur et du
donneur pour la classe | et la classe |l a deux reprises sur deux échantillons de sang
différents par deux techniques différentes dans un laboratoire HLA accrédité EFI.
Pour la greffe de CSH, il est nécessaire de déterminer le typage allélique, appelé
typage haute résolution de chaque locus (Figure 3). On utilise pour cela des
techniques de biologie moléculaire (PCR-SSP, -SSO, séquencgage...) (11,12). Le
typage des antigénes de classe | peut également étre déterminé en sérologie
cependant cela n’est pas suffisant pour la greffe de CSH puisque cette technique ne
permet qu’'un typage basse résolution. Les techniques sérologiques peuvent

permettre de lever les ambiguités avec des alleles nuls. Pour la classe |, on
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détermine les alleles HLA-A, -B, -C et pour la classe Il, classiquement les alléles
HLA-DR et -DQ.

Typage allélique = haute résolution (greffe de CSH)

A
I 1

Mutation
Sous-type dans région
ADN = variant non codante

— ——

HLA—A*24:02:01:02:
—_ —
locus Groupe d’alléle Mutation
= antigéne nucléotidique
sérologique synonyme

L J
L

Typage basse résolution

Figure 3: Exemple de la dénomination d’une molécule HLA apres typage en biologie
moléculaire selon la nomenclature OMS 2010.

Chaque individu posséde pour chaque locus HLA un alléle provenant de son
pére et un alléle provenant de sa mére. Ces deux alléles étant co-exprimés a la
surface des cellules, on parle d’expression codominante (10). De ce fait, pour trouver
un donneur HLA-compatible pour un receveur, on prend en compte en Europe 10
molécules HLA, et si donneur et receveur sont identiques pour ces 10 molécules, on
parle de donneur HLA-compatible 10/10 ou HLA-identique 10/10 (13). Aux Etats-
Unis, on ne s’intéresse en greffe de CSH qu’a 4 loci HLA : HLA-A, -B, -C et -DR. On
parle alors de donneur HLA-compatible 8/8 en cas d’identité parfaite entre donneur

et receveur pour ces 8 alléles (14).

Quand on a en plus une compatibilité pour le locus HLA-DP (molécule de
classe Il), on parle méme de donneur HLA-compatible 12/12. En présence d’un
mismatch pour le locus DP entre donneur et receveur, celui-ci peut étre classifié en
mismatch permissif (toléré), non permissif dans le sens GVH (Graft Versus Host) ou
non permissif dans le sens HVG (Host versus Graft) grace au modéle TCE (T7-Cell
Epitope) basé sur l'immunogénicité des épitopes des lymphocytes T alloréactifs
défini par Fleischhauer et son équipe (15,16). Malgré des données contradictoires
dans la littérature, il semble qu'un mismatch DP non permissif dans le sens GVH

conduise a un risque plus élevé de réaction du greffon contre I'héte (GVH) aigué
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sévere et qu’'un mismatch non permissif dans le sens HVG soit associé a un risque

plus élevé de rechute (17).

1.3. Définition de la greffe haploidentique

Les génes du HLA sont regroupés au sein d'une méme zone du génome, au
niveau du bras court du chromosome 6 (Figure 4). Ainsi étroitement liés, ces génes
sont transmis en bloc a la descendance. On parle alors d’haplotype pour chaque
groupe d’alleles. Un haplotype est composé d'un allele HLA-A, un allele HLA-B, un
allele HLA-C, un allele HLA-DR, un allele HLA-DQ et un allele HLA-DP. Chaque
individu posséde deux haplotypes : un hérité de son pére (haplotype paternel) et

'autre de sa mére (haplotype maternel) (10).

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
»,Ep")‘. 1-21.3

Class Il Class Il Class |

| Il Bt | l

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF

HHHHH

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine© 2003 Cambridge University Press

Figure 4 : Carte génomique simplifiee du CMH humain sur le chromosome 6. Les genes du
CMH de classe | sont écrits en bleu et ceux de classe Il en rouge. Les génes du CMH de
classe lll, écrits en vert ne sont pas pris en compte en transplantation a I'’heure actuelle.

L’allogreffe haploidentique correspond a une semi-compatibilitt HLA entre
donneur et receveur (équivalent d'une compatibilité 5/10). Elle consiste a
sélectionner un donneur au sein des membres de la famille possédant un haplotype
HLA en commun avec le receveur (18). Elle permet ainsi d’élargir considérablement
le nombre de donneurs pour un candidat a I'allogreffe : les parents, 3/4 de la fratrie et

les enfants d’'un patient sont en principe haploidentiques au malade (Figure 5).
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| O

¢

Figure 5: Arbre généalogique représentant la transmission des haplotypes HLA. Un
haplotype HLA est représenté par une ligne verticale. L’individu malade en attente
d’allogreffe est lhomme en rouge : ainsi chacun de ses parents et de ses enfants posséde
un haplotype en commun avec lui et 3 de ses 4 freres et sceurs possédent au moins un

haplotype en commun avec lui (parmi lesquels une sceur génoidentique : 2 haplotypes HLA
en commun).

1.4. Place de la greffe haploidentique parmi les autres stratégies de greffe

Lorsque I'on veut greffer un malade, le gold standard repose sur |'existence
d’'un donneur HLA-compatible 10/10 recherché dabord au sein de la fratrie.
Cependant, comme vu précédemment, un malade a seulement 1 chance sur 4
d’avoir un frére ou une sceur HLA-compatible 10/10 (Figure 5). En I'absence de
donneur apparenté HLA-compatible, l'alternative est de réaliser une interrogation des
fichiers nationaux et internationaux de donneurs volontaires pour trouver un donneur
HLA-compatible non apparenté (13,19). Malgré tout, prés de la moitié des candidats
a l'allogreffe n'ont pas de donneur HLA-compatible 10/10 que ce soit dans la fratrie

ou dans les fichiers de donneurs volontaires (20).

Lorsqu’aucun donneur HLA-compatible 10/10 apparenté ou non apparenté
n’est trouve, plusieurs stratégies sont alors envisageables : (i) le choix d’un donneur
non apparenté présentant un mismatch HLA (donneur 9/10), (i) un donneur familial
haploidentique, (iii) une greffe de sang de cordon. Aucune de ces stratégies n’est
prioritaire puisque toutes trois présentent des performances différentes en matiére de
prise de greffe, de GVH, de rechute et de survie globale (21) et aucune n’est

optimale sur toutes les conditions.
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1.5. Réhabilitation et essor de la greffe haploidentique

Le recours a un donneur familial haploidentique émerge dans les années 80.
Les premiers essais se révélent rapidement décevants en raison des difficultés
rencontrées pour maitriser la réaction alloréactive bidirectionnelle majeure liée a
cette semi-compatibilité HLA entre donneur et receveur. Associés a des incidences
élevées de GVH sévere et de rejet, ils génerent une morbi-mortalité rédhibitoire chez
les receveurs (22,23). Pour pallier ce probléme, des stratégies de déplétion totale
des greffons haploidentiques en lymphocytes T associées a un conditionnement
myéloablatif du receveur se sont développées dans les années 90. Cependant cette
pratique s’est compliquée d'une reconstitution immunitaire lente associée a une
susceptibilité accrue aux infections opportunistes sévéres, principalement fongiques

et virales, et a des taux de rechute de la maladie initiale plus élevés (24).

La pratique de la greffe haploidentique n’est réhabilitée que depuis une petite
dizaine d’années avec la modification du conditionnement et du traitement
immunosuppresseur post-greffe. Deux grandes stratégies sont développées.
L’équipe de Pékin recourt a l'utilisation de sérum anti-lymphocytaire (SAL) dans le
conditionnement pré-greffe des receveurs associé a un greffon médullaire prélevée
chez un donneur ayant regu du G-CSF (25,26). L’équipe de Séoul fait de méme mais
avec un greffon de CSP (27). En paralléle, I'équipe de John Hopkins a Baltimore
développe la greffe haploidentique grace a I'emploi d’'un greffon de moelle non
manipulé et & 'administration de fortes doses de cyclophosphamide (Endoxan®) a J3
et J4 post-greffe (Figure 6). Cette derniére stratégie a pour but d’éliminer
immédiatement aprés la greffe les lymphocytes réactifs du greffon (28,29) et ainsi
maitriser I'alloréactivité majeure de ce type de greffe. En effet le principe actif qui
découle du métabolisme du cyclophosphamide est un agent alkylant particuliérement
produit dans les cellules ayant un faible taux d’ALDH (enzyme aldéhyde
déshydrogénase), et notamment les Iymphocytes activés (30). Ainsi le
cyclophosphamide administré a J3 et J4 post-greffe permet une déplétion des
lymphocytes alloréactifs activés (Figure 7) alors que les cellules hématopoiétiques,
les lymphocytes B mémoires et T anti-infectieux, les épithéliums hépatiques et
intestinaux sont relativement préservés de la toxicité de la molécule (30,31). Ces
deux grandes stratégies ont en commun une réduction significative du risque de
GVH et donc une diminution majeure de la morbi-mortalité liee a la greffe
haploidentique. De plus, I'approche de John Hopkins, celle présentant le plus de

recul, est reproduite par différentes équipes dans le monde avec des résultats
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semblables sur un nombre conséquent de patients (32), y compris des receveurs
agés (33). Bashey et al., en 2013, dans une étude rétrospective, avancent méme
que la greffe haploidentique encadrée par le protocole de Baltimore, présente des
performances équivalentes a la greffe HLA-compatible apparentée ou non
apparentée (34).

Bone Marrow
Infusion

G-CSF 5 ng/kg/d

Cy 14.5 mg/kg/day TBI

200 cGy MMF 15 mg/kg po tid
BMT ; } . f Tacrolimus
Day6 5 -4 -3 -2 -1

0 TA% 10 20 30 40 50 60 180

2 & 4

Fludarabine 30 mg/m2/day Cy 50 fng/kg/day
day 3 (n=28)
day 3,4 (n=40)

Figure 6 : Schéma de la stratégie de conditionnement et de traitement immunosuppresseur
post-greffe associée a la greffe haploidentique proposée par I'équipe de Baltimore (29).

(BMT : Bone Marrow Transplantation pour greffe de moelle osseuse, Cy:
cyclophosphamide, TBI: Total Body Irradiation pour irradiation corporelle totale, Bone
Marrow Infusion pour injection de moelle osseuse, G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating
Factor pour facteur de croissance des PNN, MMF : Mycophenolate Mofetil)

Cette stratégie associe un conditionnement non myéloablatif comprenant de la fludarabine,
une irradiation corporelle totale, un greffon de moelle osseuse et une prévention de la GVH
par injection post-greffe de cyclophosphamide & J3 et J4 et dautres traitements
immunosuppresseurs tels que le Tacrolimus et le Mycophenolate Mofetil.

T-cell activation T-cell proliferation

Cy day +3
CDBOICDRS Ac
Poplide-aiC TCR cﬂ:':l:::d -
p CD28 Y cell 4
Alloreactive ‘ - Vo
T cells 3 ‘ o B -
= w2
CD4 CD4OL
Dendritic cell Y

Non-alloreactive m’i — & i ﬁ

Figure 7 : Mécanisme proposé pour 'induction de la tolérance associée a l'injection de fortes
doses de cyclophosphamide post-greffe. En haut, les Ilymphocytes T alloréactifs
reconnaissent les alloantigenes présentés par les cellules dendritiques conduisant ainsi a
l'activation et a la prolifération des cellules T. Les cellules T alloréactives qui ont proliféré
sont détruites par le cyclophosphamide injecté a J3, agent alkylant spécifique de la phase S
du cycle cellulaire. En bas, les cellules non alloréactives restent quiescentes et ne sont donc
pas détruites par le cyclophosphamide a haute dose (29).
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Ainsi malgré le fait qu’elle constitue encore aujourd’hui une stratégie de
deuxiéme intention au méme titre qu’'un donneur non apparenté avec mismatch ou
gu’une greffe de sang de cordon, la greffe haploidentique, trés prometteuse, connait
un essor indéniable ces derniéres années (Figure 8) avec une croissance annuelle
meédiane de 25% de son utilisation en Europe entre 2011 et 2014 contre une

croissance annuelle médiane de 2% entre 2004 et 2010 (6).
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Figure 8 : Nombres absolus de greffes de CSH a partir d’un donneur HLA-compatible issu de
la fratrie (en bleu), un donneur non apparenté (en rouge), un sang de cordon (en vert) et un
donneur familial haploidentique (en orange) réalisées en Europe entre 1990 et 2014 (6).

A Lille, le recours a la greffe haploidentique est trés récent et en pleine
expansion depuis environ 2 ans avec 9 allogreffes haploidentiques réalisées en 2014
pour un total de 108 allogreffes sur I'année (soit 8,3% des allogreffes) et 17
allogreffes haploidentiques en 2015 pour un total de 95 allogreffes sur 'année (soit
17,9% des allogreffes) (données du service de Maladies du Sang, Hépital Huriez,
CHRU de Lille).

1.6. Avantages et inconvénients de la greffe haploidentique

La réhabilitation récente de la greffe haploidentique rend cette stratégie trés
attractive car elle dispose de nombreux avantages (35) expliquant son essor
considérable. En effet, elle augmente le nombre de donneurs potentiels et la
probabilité de trouver un donneur pour un candidat a l'allogreffe dans un délai
relativement réduit (20) et a moindre codt (36,37), par rapport a une interrogation de

fichiers recherchant un donneur non apparenté. De plus, le recours a un donneur
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familial dans la greffe haploidentique permet I'accés aux stratégies post-greffe, telles
que linjection de lymphocytes immunocompétents du donneur (DLI) au receveur
(38). D’autre part, la greffe haploidentique utilisée aujourd’hui avec le protocole de
Baltimore génére moins de GVH aigué ou chronique que les autres types de greffes.
En effet dans son étude réalisée sur 459 patients ayant subi une allogreffe entre
2006 et 2012, Raiola et al. montrent que l'incidence cumulée de GVH aigué de grade
I a IV est significativement plus faible (14%) chez les receveurs de greffons
haploidentiques par rapport aux autres types de greffés (31% dans la greffe
apparentée 10/10, 21% dans la greffe non apparentée 10/10, 42% dans la greffe non
apparentée avec un mismatch et 19% dans la greffe de cordon) (39). De méme,
I'incidence cumulée de GVH chronique modérée a sévere a tendance a étre plus
faible chez les greffés haploidentiques (Figure 9). La greffe haploidentique permet
aussi une reconstitution hématologique post-greffe plus rapide qu’en cas d’utilisation
de sang de cordon (21). La greffe haploidentique se réveéle méme étre la meilleure
stratégie en matiére de survie sans progression de la maladie dans certaines
indications telles que le lymphome de Hodgkin (36,40). Ainsi la greffe haploidentique
se positionne aujourd’hui comme une véritable alternative en 'absence de donneur

apparenté (38).
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Figure 9 : (A) Incidence cumulée de GVH aigué de grade Il a IV. (B) Incidence cumulée de
GVH chronique modérée a sévere (39).

(mmUD : mismatched unrelated donors, donneurs non apparentés avec mismatch, SIBS :
siblings, donneurs HLA-compatibles dans la fratrie, MUD : matched unrelated donors,
donneurs HLA-compatibles non apparentés, UCB : unrelated cord blood, greffes de sang de
cordon, HAPLO : haploidentical family donors, donneurs familiaux haploidentiques)
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Cependant, des inconvénients demeurent (35). Le corollaire de la faible
incidence de GVH aigué et chronique est le taux de rechute plus élevé associé a la
greffe haploidentique (Figure 10) par rapport aux greffes non apparentées avec ou
sans mismatch et a la greffe de sang de cordon (39,41), bien que celui-ci soit

impacté par le statut de la maladie au moment de la greffe (37).
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Figure 10 : Incidence cumulée de rechute post-greffe en fonction du type de greffon (39).

(mmUD : mismatched unrelated donors, donneurs non apparentés avec mismatch, SIBS :
siblings, donneurs HLA-compatibles dans la fratrie, MUD : matched unrelated donors,
donneurs HLA-compatibles non apparentés, UCB : unrelated cord blood, greffes de sang de
cordon, HAPLO : haploidentical family donors, donneurs familiaux haploidentiques)

De plus, I'emploi de cyclophosphamide en post-greffe rend la greffe haploidentique
non envisageable chez tous les patients et particulierement ceux présentant déja des
comorbidités. En effet, cette molécule est responsable d’une toxicité cardiaque
majeure (42) et notamment de quelques cas de morts subites, mais €galement de
cystites hémorragiques a BK virus (42,43) et d’infections. Enfin, en cas de greffe
haploidentique, il est indispensable de rechercher chez le receveur les éventuels
anticorps anti-HLA dirigés contre le donneur. La présence chez le receveur de tels
anticorps dirigés contre les molécules HLA de I'haplotype incompatible peut étre un
obstacle a la réalisation de la greffe haploidentique. En effet, cette situation est
associée a un risque élevé de rejet du greffon chez le receveur (44). Par conséquent
ce type de donneur doit étre écarté (32), ce qui peut parfois compromettre le projet
de greffe quand, par exemple, une mére s’est immunisée contre le ou les haplotypes

paternels de ses enfants lors de ses grossesses.
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Ainsi, si 'accés a ce type de greffe est aujourd’hui porteur de nombreux
espoirs, beaucoup de progrés restent a accomplir pour mieux comprendre et

maitriser 'alloréactivité dans ce contexte.

2. La réaction du greffon contre I’hoéte, complication majeure de I’allogreffe

2.1. Définition de la GVH

La principale complication de lallogreffe de CSH, et notamment en cas
d’allogreffe haploidentique est un désordre immunologique appelé réaction du
greffon contre I'néte (GVH). Elle exige trois conditions pour se développer: (i) le
greffon doit contenir des cellules immunocompétentes, (ii) le receveur doit exprimer
des alloantigénes tissulaires absents chez le donneur, (iii) et le receveur doit étre
immunodéprimé et incapable de développer une réponse immunitaire efficace pour
éliminer les cellules du greffon (45). Les cellules immunocompétentes impliquées
dans ce mécanisme sont avant tout les lymphocytes T du donneur. Il s’agit donc
d’'une maladie inflammatoire médiée par les cellules T (46). Les cellules dendritiques
du receveur vont présenter les alloantigénes aux lymphocytes T du donneur
conduisant ainsi a une réaction alloréactive. Dans la greffe haploidentique, la source
principale d’alloantigénes correspond aux mismatch au niveau des antigénes
majeurs du systéme d’histocompatibilité (molécules HLA) et donc a I'haplotype qui
difféere. La fréquence de la GVH est directement liée au degré de mismatch entre les
molécules HLA (47). C’est pour cette raison que dans la greffe haploidentique sans
prise en charge spécifique la GVH est constante et majeure. Cependant méme en
cas d’identité HLA parfaite entre le donneur et le receveur (greffe HLA-compatible
10/10), la GVH peut survenir de fagon imprévisible : environ 40% a 60% des
receveurs de greffons HLA-compatibles 10/10 développent une GVH systémique
aigué nécessitant un traitement (48,49). Ceci est di aux différences génétiques entre
donneur et receveur qui codent pour les antigenes mineurs du systéme
d’histocompatibilité (50).

La GVH peut survenir sous deux formes : la GVH aigué et la GVH chronique.
La GVH aigué survient classiquement dans les 100 premiers jours suivant la greffe
alors que la GVH chronique est plus tardive (46). Ces deux formes constituent des
entités bien distinctes associées a des étiologies et physiopathologies différentes.
Cependant la physiopathologie de la GVH chronique demeure moins bien connue.

Cette définition et ce seuil de 100 jours restent théoriques puisqu’on sait que des
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signes de GVH aigué peuvent survenir au dela de J100, notamment en cas de
conditionnement atténué chez le receveur (48) et que des manifestations de GVH

chronique peuvent coexister avec des manifestations de GVH aigué avant J100 (51).

2.2. Physiopathologie de la GVH aigué

Comme le proposent Ferrara et al. (48), la physiopathologie de la GVH aigué

se décompose en trois phases successives décrites ci-dessous (Figure 11):

1°® phase : le conditionnement du receveur en vue de sa préparation a la greffe
et les traitements de la maladie sous-jacente induisent des dommages tissulaires
et le relargage d'un orage cytokinique proinflammatoire (TNFa, IL1, IL6), lui-
méme responsable de I'activation et de la maturation des cellules présentatrices
d’antigénes (CPAg) du receveur. Les dommages tissulaires au niveau du tractus
gastro-intestinal de [I'h6te amplifient ce mécanisme par la translocation
systémique de stimuli inflammatoires additionnels, tels que des produits
bactériens comme le LPS (lipopolysaccharide) issus de la flore intestinale,
contribuant eux aussi a I'activation des CPAg de I'héte (52,53).

2°™ phase : dans les organes lymphoides secondaires, les lymphocytes T du
donneur reconnaissent les alloantigénes présentés par les CPAg du receveur
par I'intermédiaire de récepteurs T (TCR, T Cell Receptor). Leur activation est
complétée par 'engagement de molécules de costimulation présentes a leur
surface. Cela va conduire a la prolifération et la différenciation de lymphocytes T
alloréactifs du donneur, acteurs clés de la réaction de GVH aigué.

3°™ phase: il s'agit d’'une cascade complexe associant des médiateurs
cellulaires (lymphocytes T cytotoxiques, lymphocytes NK) et des agents
inflammatoires solubles (TNFa, IFNy, IL1, acide nitrique). Les lymphocytes T
alloréactifs vont migrer au niveau des tissus cibles de la GVH, porteurs
d’antigénes mineurs ubiquitaires, et vont recruter d’autres médiateurs cellulaires
conduisant a la production de cytokines et chimiokines proinflammatoires. De
fagon synergique, ces molécules vont conduire a la destruction des tissus cibles
de la GVH entrainant une augmentation des signaux proinflammatoires,
amplifiant ainsi le processus de la maladie et contribuant a son auto-entretien

(46,48,54).
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(1) Host APC
activation

Target cell
apoptosis

(2) DonorT-cell

activation (3) Cellular and

inflammatory
effectors

Figure 11 : Physiopathologie de la GVH aigué (48).

(APC : Cellules Présentatrices d’Antigenes, TNFa: Tumor Necrosis Factor a, IL1:
Interleukine 1, LPS : Lipopolysaccharide, IFNy : Interféron y, Treg: Lymphocytes T
régulateurs, CTL : Lymphocytes T cytotoxiques)

(1) Activation des CPAg du receveur, (2) Activation et prolifération des lymphocytes T du
donneur, (3) Destruction des tissus cibles.

2.3. Manifestations cliniques de la GVH

Dans la GVH aigué, les principaux organes cibles sont la peau, le tube digestif
et le foie (Figure 12).

Target organs commonly involved in acute GVHD

"

* MHC
« Minor histocompatibility antigens

Figure 12 : Organes cibles de la GVH aigué (54).
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La peau constitue I'organe le plus fréequemment et le plus rapidement atteint
lors d'une réaction aigué de GVH. La principale manifestation est un rash
maculopapuleux prurigineux qui peut toucher I'ensemble du corps. Dans les formes
les plus graves peuvent apparaitre des décollements cutanés au pronostic souvent
péjoratif (55). L’atteinte digestive se manifeste généralement par des diarrhées,
douleurs abdominales, nausées, vomissements et anorexie (48,55). Enfin, I'atteinte
hépatique, rarement isolée, se caractérise par des perturbations biologiques

associées a une cholestase et plus rarement une cytolyse (56).

En raison de la gravité variable des atteintes tissulaires, Gliicksberg a proposé
une classification en stades de gravité de 1 a 4 pour chaque atteinte d’organe
(Tableau 1) permettant ainsi de définir des grades de GVH aigué allantde I a IV (I :
légere, Il : modérée, lll: sévere et IV: trés sévere) (Tableau 2) (57). Cette

classification est utilisée a des fins pronostiques pour estimer la survie.

Stade Peau Foie Tube digestif
0 Absence de rash Bilirubine < 2 Diarrhée < 500 mL/j ou
mg/dL nausees persistantes
1 Rash maculo-papuleux 2-3 mg/dL Diarrhée entre 500 et
< 25% de la surface 1000 mL/j ou nausées
corporelle persistantes,

vomissements ou
anorexie avec biopsie

positive

2 Rash maculo-papuleux 3-6 mg/dL Diarrhée entre 1000 et

entre 25% et 50% de la 1500 mL/j
surface corporelle
3 Rash maculo-papuleux 6-15 mg/dL Diarrhée > 1500 mL/j
> 50% de la surface

4 Erythrodermie généralisée > 15 mg/dL Douleurs abdominales

avec formation bulleuse sévéres avec ou sans
iléus

Tableau 1 : Classification de Gliicksberg des stades de gravité des organes cibles touchés
par la GVH aigué (57).
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Grade Peau Foie Tube digestif
[ Stades 1-2 0 0
1 Stades 1-3 ou Stade 1 ou Stade 1
1l Stades 2-3 ou Stades 2-3 ou Stades 2-3
v Stades 2-4 ou Stades 2-4 ou Stades 2-4

Tableau 2 : Classification de Gliicksberg des grades de GVH aigué en fonction de I'altération
des organes cibles touchés (57).

La GVH aigué dans ses formes les plus sévéres peut mettre en jeu le
pronostic vital avec une survie a 5 ans estimée a 25% pour une GVH aigué de

grade lll et 5% pour une GVH aigué de grade IV (58).

La GVH chronique peut étre I'évolution d’'une GVH aigué ou apparaitre de
novo. Elle est tres polymorphe, peut toucher tous les organes et tissus (peau, tube
digestif, foie comme la GVH aigué, mais aussi poumons, reins, cceur, moelle
osseuse, muscles, muqueuses buccale, oculaire et génitale...) et s’apparente dans
sa symptomatologie a un syndrome auto-immun (48). Les principaux facteurs de
risque de GVH chronique sont un age avancé et une histoire antérieure de GVH
aigué (59). Sa classification distingue principalement les formes limitées des formes

extensives (51).

En cas de GVH aigué modérée a sévere, le traitement de référence repose
sur une corticothérapie systémique a haute dose (48). Dans la GVH chronique le
traitement de référence consiste en une corticothérapie orale plus ou moins associée
a de la ciclosporine (60). On a recours aujourd’hui en seconde ligne a la

photophérése extracorporelle pour traiter la GVH chronique (61,62).

Ainsi dans la perspective de réduire la réaction de GVH aigué tout en
préservant I'effet de 'immunothérapie, plusieurs équipes ont développé de nouveaux
concepts thérapeutiques et différentes stratégies innovantes, appliqués notamment

dans le domaine de la greffe haploidentique.
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3. Les stratégies de déplétion et autres stratégies d’optimisation de la
greffe haploidentique

3.1. Composition cellulaire d’'un greffon

La composition d’'un greffon de CSH différe d’'un donneur a un autre. On
retrouve bien sOr des cellules progénitrices caractérisées par leur marqueur de
surface CD34" et indispensables a la génération d’une nouvelle hématopoiése chez
le receveur. Leur quantité differe grandement en fonction de la source du greffon : un
greffon de moelle osseuse étant en général approximativement cing a dix fois moins
riche en cellules CD34" qu’un greffon de cellules souches périphériques (63). Quelle
que soit la nature du greffon, les CSH ne représentent que quelques pourcents des
cellules greffées. Les autres cellules constituent différentes catégories de cellules

immunocompétentes.

Les principales populations lymphocytaires retrouvées au sein d’'un greffon
sont identiques a celles du sang circulant: on retrouve les lymphocytes T,
caractérisés par leur marqueur de surface CD3", les lymphocytes B, CD19" et les
lymphocytes NK CD3", CD16" et/ou CD56". Néanmoins il faut savoir qu’un greffon de
CSP contient environ dix fois plus de lymphocytes T et B qu’un greffon de moelle
osseuse (64,65).

Au sein méme des lymphocytes T, on distingue différentes sous-populations
qgu’on peut identifier par leur structure ou leurs fonctions : les lymphocytes T af et les
lymphocytes T yd qui différent par la structure de leur récepteur TCR. Au sein des
lymphocytes T aB , les lymphocytes T CD4" et les lymphocytes T CD8" sont eux-
mémes divisés en sous-populations selon leur stade de différenciation post-
stimulation antigénique. En effet, on identifie les lymphocytes naifs (N) n’ayant pas
encore été activés dans le compartiment lymphocytaire périphérique. lls expriment
fortement une L-sélectine CD62L et un récepteur de chimiokines CCR7, cruciaux
pour la migration lymphocytaire dans les organes lymphoides secondaires ainsi que
le marqueur CD45RA (66). Les sous-populations lymphocytaires T mémoires sont
celles préservées au décours d’'une stimulation antigénique. Elles sont hétérogénes
dans leur expression phénotypique des marqueurs de surface: il existe les
lymphocytes centraux mémoires (CM), CD45RA" CCR7* CD62L", les lymphocytes
mémoires effecteurs (EM), CD45RA” CCR7- CD62L™" et les lymphocytes au stade
terminal de différenciation (TD), CD45RA* CCR7" CD62L™" (Figure 13) (66). Ainsi le
marqueur de surface CCR7 permet une meilleure distinction des différentes
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sous-populations mémoires que CD62L (67). Parmi les lymphocytes T CD4",
prédominent majoritairement les sous-populations naives et centrales mémoires
alors que parmi les lymphocytes T CD8", les cellules mémoires sont principalement
CCR7. Cependant, I'équilibre entre ces différentes catégories de cellules T
mémoires differe grandement d’un individu a 'autre (66) selon son age et son passé

immunitaire.

A coté des lymphocytes T CD4" conventionnels, on distingue les lymphocytes
T CD4" régulateurs, caractérisés par le phénotype CD4* CD25"9" FoxP3" CD127"%.
Ces cellules, présentes au sein du greffon, sont susceptibles de moduler
l'alloréactivité post-greffe. Des études montrent leur réle sur la régulation du
mécanisme de GVH (68).
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a LyT4 : 50.32%

LyT8 : 46.16%
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T
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10 10
b O —
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Figure 13 : Immunophénotypage lymphocytaire permettant de distinguer les différentes sous-
populations lymphocytaires T en cytométrie en flux sur un échantillon de CSP. (a) Distinction
des deux populations lymphocytaires T: T CD4" et T CD8" par lintermédiaire de leurs
marqueurs de surface. (b) Représentation des différentes sous-populations lymphocytaires T
CD4" : naives (4N), centrales mémoires (4CM), mémoires effectrices (4EM) et au stade
terminal de différenciation (4TD) grace aux marqueurs de surface CCR7 et CD45RA. (c)
Représentation des différentes sous-populations lymphocytaires T CD8" : naives (8N),
centrales mémoires (8CM), mémoires effectrices (8EM) et au stade terminal de
différenciation (8 TD) grace aux marqueurs de surface CCR7 et CD45RA.
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3.2. Les premiers essais de déplétion des greffons haploidentiques de CSH
et autres stratégies d’optimisation

Certaines équipes ont essayé de manipuler les greffons haploidentiques avant
leur réinjection chez les receveurs afin de diminuer I'alloréactivité et la GVH associée
tout en préservant et potentialisant I'effet GVL (effet du greffon contre la leucémie)
bénéfique. Pour cela, elles ont cherché a dépléter certaines populations cellulaires
spécifiques semblant étre plus pourvoyeuses de GVH que de GVL. Ainsi, dans cette
optique, Federmann et al. entreprennent en 2012 la déplétion des greffons
haploidentiques en lymphocytes CD3" et CD19". La déplétion des lymphocytes T,
acteurs principaux de la réaction de GVH aigué est envisagée pour réduire cette
GVH aigué et la déplétion associée des lymphocytes B pour prévenir le risque de
maladie lymphoproliférative liée a 'EBV (Epstein Barr Virus) lorsque le donneur est
séropositif pour 'EBV et le receveur séronégatif pour 'EBV. Cette approche a permis
de réaliser avec succes des greffes haploidentiques de CSH chez un certain nombre
de sujets plus agés et a haut risque en utilisant un conditionnement réduit.
Cependant la diminution de l'incidence de la GVH ainsi que sa sévérité n’ont pas

atteint I'objectif espéré (69).

Certaines équipes ont envisagé des approches plus ciblées des populations
cellulaires a dépléter. Il semble que les lymphocytes T yd, cellules intermédiaires
entre 'immunité innée et adaptative, contrairement aux lymphocytes T af§ aient un
réle potentiel bénéfique dans I'allogreffe en facilitant la prise de greffe et en ayant un
effet GVL sans causer de GVH associée (70). Par conséquent certaines équipes se
sont plutét tournées vers la déplétion des lymphocytes T a3 associée a la déplétion
des lymphocytes B au lieu de dépléter 'ensemble des lymphocytes T et B. Ainsi en
2013, Bertaina et al. rapportent les résultats de cette stratégie de déplétion appliquée
a une cohorte de 45 enfants souffrant de leucémie aigué. Elle a permis une prise de
greffe rapide chez la majorité des enfants (44/45) et aucun enfant n’a développé de
GVH aigué viscérale ; seuls quelques cas de GVH aigué cutanée légére a modérée
ont été observés (71). Ainsi cette stratégie de déplétion apparaissait efficace dans la
prévention de la GVH, cependant la médiane de suivi des patients dans cette étude
est limitée et ces résultats nécessitent d’étre explorés par des études ultérieures
avec un suivi plus long pour mieux évaluer 'impact de cette stratégie sur le devenir

des patients.

D’autres stratégies basées sur les propriétés des cellules T régulatrices pour

diminuer la GVH sont apparues de fagon concomitante. En 2014, Martelli et al.
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proposent I'injection de cellules T régulatrices avant injection de greffons enrichis en
cellules progénitrices CD34" et de cellules T conventionnelles. Ce protocole est
appliqué in vivo chez 45 patients sans immunosuppression post-transplantation et
montre I'efficacité potentielle des cellules régulatrices sur la réduction de la survenue
de GVH, mais rapporte un taux élevé d’infections opportunistes et de rechutes du fait

de l'inhibition des cellules T conventionnelles (72,73).

Toutes ces approches éliminent ou inhibent les cellules T mémoires
indispensables pour protéger le patient des infections fongiques ou virales aprés la
greffe. Certaines équipes ont donc opté pour une stratégie basée sur la déplétion
des greffons en cellules T naives CD45RA", considérant que la réponse alloréactive
majeure est exercée par ces cellules. La déplétion des greffons en lymphocytes T
naifs CD45RA"* a été mise au point ex vivo grace a la technologie CliniMACS® qui
permet la réalisation de tri cellulaire par billes magnétiques et passage sur colonne
des cellules pouvant ensuite étre qualifiées pour administration in vivo (74,75).
D’abord appliquée dans des greffes HLA-compatible avec des résultats satisfaisants
(76), cette stratégie a récemment été appliquée dans la greffe haploidentique. En
effet, Shook et al., greffeurs de St Jude a Memphis ont publié en 2015 leur
expérience de déplétion des lymphocytes T CD3" CD45RA" des greffons
haploidentiques concernant 8 malades agés de 8 a 18 ans ayant subi un
conditionnement myéloablatif. Les patients ont eu une prise de greffe rapide et n’ont
pas développé de GVH aigué. Aprées un suivi médian de 171 jours, il N’y a eu aucun
décés ni complications infectieuses (77). Cependant, a ce stade nous n’avons pas
encore assez de recul au travers de cette étude en matiére du nombre de patients
traités et du délai de suivi post-greffe pour juger de [lefficacité de cette
immunothérapie sur la maladie. De plus cette approche élimine également les
cellules T CD8" naives indispensables dans limmunité anti-infectieuse et
anti-tumorale. En outre, les lymphocytes B et NK exprimant eux aussi le marqueur
CD45RA dans des proportions significatives, sont également déplétés dans cette

stratégie (diminution de 3 a 5 log par rapport au greffon non déplété) (75).

3.3. Notre stratégie de déplétion: dépléter sélectivement les greffons
haploidentiques de CSP en lymphocytes T CD4* CCR7"

3.3.1. Le potentiel alloréactif des cellules T CD4" CCR7" et leur
implication dans la GVH aigué
La stratégie de notre équipe repose sur une déplétion partielle et sélective en

cellules T alloréactives naives et centrales mémoires CD4" CCR7" des greffons

38



ROGEAU Stéphanie I- INTRODUCTION
haploidentiques de CSP. Son objectif est de permettre le développement de la greffe
haploidentique en contrdlant son potentiel alloréactif. En effet, notre équipe a montré
qu’une proportion élevée de lymphocytes T CD4" CCR7" et supérieure a 73,5% des
lymphocytes T CD4" dans un greffon constitue un facteur de risque de survenue, de
précocité et de sévérité de la GVH aigué sans influence sur la GVH chronique ou la
rechute (Figure 14) (78).
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Figure 14 : Proportions de lymphocytes T CD4" CCR7" dans le greffon et incidence de GVH
aigué, chronique et rechute. (a) Incidence cumulée de GVH aigué chez les receveurs
classés en quartiles en fonction de la proportion en lymphocytes T CD4* CCR7" de leur
greffon (b) Sévérité de la GVH aigué chez les receveurs en fonction de la proportion de
lymphocytes T CD4" CCR7" du greffon (c) Incidence cumulée de GVH chronique chez les
receveurs classés en quartiles en fonction de la composition en lymphocytes T CD4* CCR7"
de leur greffon (d) Incidence cumulée de rechute chez les receveurs classés en quartiles
en fonction de la composition en lymphocytes T CD4* CCR7" de leur greffon (78).

Nous avons confirmé ces données par une approche in vitro qui a montré la
capacité alloréactive supérieure des lymphocytes T CD4" CCR7'. Leur réponse
proliférative était associée a une production de cytokines proinflammatoires les
rendant potentiellement inductrices de GVH aigué (79). D’autres équipes se sont
également penchées sur le potentiel alloréactif de ces cellules T CD4" CCR7".
Notamment, I'équipe de Coghill par l'utilisation d’'un modéle murin et de lymphocytes

T CCR7” montre une réduction de I'incidence de la GVH tout en préservant I'effet
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GVL (80). En effet, il semble que ce soit les lymphocytes T mémoires effecteurs
CCRTY qui contribuent davantage a I'effet GVL et a la reconstitution immunitaire sans
impact majeur sur la GVH (81-83).

3.3.2. La déplétion en lymphocytes T CD4" CCR7" n’interfére pas sur
immunité anti-infectieuse acquise
Dans l'objectif d’éliminer sélectivement les cellules T CD4" CCR7", notre

équipe a complété sa preuve de concept par une approche in vitro évaluant
immunité anti-infectieuse aprés déplétion. Nos résultats montrent qu’une déplétion
partielle et sélective en lymphocytes T CD4" CCR7" sur 10 échantillons de CSP
n'altére pas la réponse anti-infectieuse virale acquise (Figure 15), en particulier
contre I'adénovirus et le cytomégalovirus (84), ce dernier étant un acteur majeur de

morbi-mortalité post-greffe en cas de réactivation.
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Figure 15 : Préservation de I'immunité anti-infectieuse virale apres déplétion T CD4* CCR7*
in vitro (a) Pourcentages moyens de lymphocytes T en division a J7 en présence de peptides
viraux d’adénovirus, de CMV et de HTLV1 avant manipulation de I'échantillon de greffon
(Tpop) et aprés déplétion des lymphocytes T CD4* CCR7" (Dtpop) (b) Production
d’interféron y par les cellules de I'échantillon de CSP en présence de peptides de CMV avant
et aprés déplétion en lymphocytes T CD4™ CCR7" par technique Elispot (84).

Par ailleurs, d’autres équipes ont montré le potentiel des lymphocytes T

mémoires effecteurs CCR7 dans I'immunité anti-infectieuse (82,83).

3.3.3. Originalité de cette stratégie de déplétion
En dépléetant sélectivement les greffons haploidentiques en lymphocytes T

CD4" CCR7", notre stratégie vise a éliminer des greffons les lymphocytes T CD4"
naifs et centraux mémoires alloréactifs tout en préservant les lymphocytes T CD8"

naifs et mémoires ainsi que les lymphocytes T CD4" mémoires effecteurs,
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indispensables a la reconstitution immunitaire rapide, a la préservation de I'immunité
anti-infectieuse acquise (84) et a I'effet GVL (82,83).

De plus, et contrairement a la déplétion des cellules naives CD45RA™ (75),
cette stratégie permettra de préserver les lymphocytes B et NK au sein du greffon
administré au receveur. Or les lymphocytes NK jouent un role crucial dans la défense
du receveur contre les infections bactériennes, virales et fongiques (69,85) ainsi que
dans la prise de greffe et dans I'effet GVL, notamment par I'intermédiaire de leurs

récepteurs KIR et le mismatch de ces derniers dans la greffe haploidentique (18,86).

Enfin cette stratégie s’appuyant sur le CCRY7 offre I'opportunité d’éliminer les
lymphocytes T CD4" centraux mémoires en plus des lymphocytes T CD4" naifs. Cela
apparait judicieux dans la mesure ou il semble que les lymphocytes T CD4" centraux
mémoires sont également impliqués dans la GVH de fagon plus modérée (75). Ceci
est d0 au fait que ces derniers sont responsables de réactivités croisées envers des
antigénes viraux et certaines molécules HLA (87). Il apparait donc tout a fait

pertinent d’éliminer ces cellules dans le cadre de la greffe haploidentique.

3.3.4. Stratégie de tri : conditions pratiques de réalisation
Notre stratégie de tri des lymphocytes T CD4" CCR7' reposera sur la

technologie CliniMACS® déja adaptée a un usage clinique puisque déja utilisée dans
plusieurs essais cliniques (69,76,77). Etant donné que les cellules T CD4" naives et
centrales mémoires expriment toutes deux les marqueurs CCR7 et CD62L, nous
partions initialement sur 'idée d’utiliser un tri CD62L qui présente 'avantage que les
réactifs de ce tri existent déja en grade clinique. Cependant notre protocole est
destiné a étre appliqué a des greffons de CSP. Or sous l'action du G-CSF administré
au donneur quelques jours avant le prélevement du greffon par cytaphérese pour
mobiliser les cellules souches en périphérie, il se produit un clivage enzymatique de
la molécule CD62L a la surface des lymphocytes T (88-90). C’est la raison pour
laquelle nous avons décidé de cibler la molécule CCR7. Cependant les réactifs du tri
CCRY n’existent pas en grade clinique a I'heure actuelle. Avant l'usage clinique, il
sera donc indispensable de qualifier un lot de réactifs du tri CCR7 en grade clinique,
ce qui est exclusivement une question administrative et pécuniaire. En effet il n’y a

pas de toxicité des réactifs utilisés pour ’lHomme.

Au départ, deux stratégies, toutes deux en deux étapes, s’offraient a nous
pour réaliser un tri sélectif et dépléter les greffons de CSP en lymphocytes T CD4"

CCRT7" : (a) une sélection négative permettant de mettre de coté toutes les cellules
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hormis la fraction de lymphocytes T CD4" sur laquelle s’ensuit une deuxiéme étape
de sélection, positive, des cellules CCR7" ou (b) une double sélection positive : CD4"
puis CCR7" sur la fraction positive issue du premier tri (Figure 16). Nous avons
d’emblée écarté la stratégie (a) car elle présentait des inconvénients. En effet elle
nécessitait de marquer un grand nombre de cellules non CD4", ce qui par
conséquent engendre un coUlt élevé et risque davantage de saturer les colonnes de
tri. De plus nous souhaitions étre précis sur la population a dépléter tout en
conservant I'ensemble des autres cellules et cet objectif nous paraissait plus

réalisable avec une double sélection positive (Figure 16).

Double sélection positive

Etape 1 : Sélection positive

par billes CD4
—— g0
F - Etape 2 : Sélection positive

CCRY sur la fraction CD4*

* Cellules T CD4* CCR7*

éliminées

Poche déplétée sélectivement
en cellules T CD4* CCR7*

Figure 16 : Stratégie de tri reposant sur une double sélection positive des lymphocytes T
CD4" CCRY7" (F + : fraction positive, F - : fraction négative).

Enfin, en pratique nous avons défini pour notre stratégie des critéres seuils a
la fois pour la préservation des populations cellulaires non ciblées par le tri et
I'élimination de la population cible T CD4" CCR7". Ces seuils sont basés sur la
littérature et I'utilisation que fait déja 'EFS du CliniMACS® pour sa conception des
boosts de cellules progénitrices CD34". Ainsi, il a été établi que le greffon devait étre
déplété a hauteur d’au moins 80% des lymphocytes T CD4" CCR7" initiaux afin que
ceux-ci représentent moins de 50% des lymphocytes T CD4" réinjectés au receveur.

En effet l'originalité du projet repose dans le fait qu’on effectue une déplétion partielle
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et sélective. L'objectif est cependant supérieur au seuil établi dans larticle de
I'équipe publié en 2006 (78), mais on se situe désormais dans le cadre de la greffe
haploidentique ce qui n’était pas le cas dans cette étude. D’autre part nous
souhaitons préserver 'ensemble des autres populations lymphocytaires (T CD8", B
et NK) a hauteur d’au moins 70% de leur quantité initiale (91). Concernant les
cellules progénitrices CD34", nous souhaitons un rendement également d’au moins
70% (75,92) et/ou une quantité dans I'’échantillon déplété supérieure ou égale a
3.10° CD34%/kg (rapporté au poids du patient a greffer) (63).

3.3.5. Objectifs a terme du projet de déplétion des greffons
haploidentiques en lymphocytes T CD4" CCR7"
L’objectif de ce projet, aprés validation des étapes in vitro sur échantillons de

CSP puis poches destinées a la destruction, sera la mise en place d’'un essai clinique
de phase l/ll. Le succes de cette stratégie permettrait d’étendre I'accés a la greffe
haploidentique, actuellement en plein essor, a un plus grand nombre de patients en
diminuant les injections de cyclophosphamide post-greffe, qui du fait de son

importante toxicité (42,43), en réduit les indications potentielles aujourd’hui.

De plus, ce protocole s’appuie sur l'utilisation de greffons de CSP dont le
choix est aujourd’hui privilégié bien qu’historiquement ce sont les greffons de moelle
osseuse qui étaient préférés. En effet, bien qu’ils semblent plus pourvoyeurs de
GVH, notamment chronique, que les greffons de moelle osseuse (37,93), en raison
de la quantité plus importante en cellules matures immunocompétentes, les greffons
de CSP présentent I'avantage d’étre plus facilement disponibles. En effet, il s’agit
d'un prélevement réalisé en périphérie par cytaphérése et pouvant étre renouvelé
deux jours conseécutifs chez le donneur. La procédure de tri sur CSP permettra au
moment de notre essai clinique de prélever une poche de secours pour le receveur
chez le donneur au cas ou le protocole de tri n'aboutirait pas. En outre, en cas
d’'incompatibilité ABO entre donneur et receveur, les greffons de CSP obtenus par
cytaphérese sont plus intéressants car ils ne nécessitent pas de desérythrocytation
(94). Enfin, les prélévements de CSP étant plus riches en cellules que les
prélevements de moelle osseuse (64,65) ceci constitue un atout pour la réalisation

d’un tri qui entraine dans tous les cas des pertes cellulaires non spécifiques.
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Il- MATERIEL ET METHODES

1. Recueil des échantillons

Nous avons travaillé sur des échantillons de CSP préparés par le laboratoire
de Thérapie Cellulaire de 'EFS de Lille a partir des poches de donneurs prétes a
étre infusées aux receveurs. En effet, pour chaque préparation de greffon par I'EFS,
il y a un échantillon destiné au Laboratoire d’Immunologie du Centre de Biologie-
Pathologie en vue de réaliser 'immunophénotypage complet du greffon. Nos tests
ont été effectués sur la partie de I'échantilon non utilisé pour effectuer
limmunophénotypage. Nous disposions des consentements des donneurs pour les
échantillons sur lesquels nous avons travaillé. Au total, nous avons travaillé sur 9
échantillons de CSP de volume moyen égal a 1,2 mL (compris entre 0,9 mL et
2,3 mL) et dont la concentration moyenne en cellules mononucléées (CMN) était de
175.10%/mL [50.10%/mL-326.106/mL].

Comme le nombre d’échantillons de CSP était limité, nous avons réalisé
certaines étapes sur CMN de sujets sains pour avancer dans notre réflexion dans la
mesure ou les conclusions pouvaient étre transposables a des échantillons de CSP.
Des prélevements sanguins sur tubes EDTA (respectivement 10 tubes et 13 tubes
de 6 mL) ont ainsi été réalisés chez deux donneurs sains permettant de récupérer
respectivement 87.10° et 140.10° CMN. Les donneurs sains ont donné leur
consentement aprés une information éclairée. L'isolement des CMN a été réalisé sur
Ficoll (Milieu de séparation des lymphocytes de densité 1,077+/-0,001, Eurobio,
France ; Eau physiologique NaCl 0,9% stérile Versyléne®, Fresenius Kabi, France ;
tubes Falcon® en polypropyléne stérile 50 mL, Mexique; programme de
centrifugation : 1800 RPM, 30 minutes, 20°C, centrifugeuse 5810R eppendorf,

France).

2. Tris

2.1. Traitement de I’échantillon de CSP avant tri

Avant toute étape de tri, chaque échantillon est dilué dans 5 mL de tampon de
séparation (autoMACS® Running Buffer, Miltenyi Biotec, Allemagne, contenant de la
BSA, de 'EDTA, du tampon phosphate salin, de I'azide 0.09%, pH 7,2) conservé

44



ROGEAU Stéphanie ll- MATERIEL ET METHODES
stérilement a 4°C apres ouverture. L'échantillon est ensuite filtré (filtres de pré-
séparation 30 ym, Miltenyi Biotec, Allemagne) puis le filtre est rincé par du tampon
de séparation afin d’obtenir un volume final de 10 mL. Ces étapes de dilution et
filtration ont été réalisées sous hotte a flux d’air laminaire afin que le préléevement
reste stérile. A cette étape de filtration, succéde une étape de centrifugation (300G,
10 minutes, température ambiante) afin de récupérer les cellules dans le culot aprés

asseéchement de ce dernier.

Une quantité moyenne de 30.10° CMN [12.10°-80.10°] a été triée a chaque tri
lors de nos essais. Ainsi, un total de 37 tris a été réalisé a partir de nos 11
échantillons (9 CSP + 2 donneurs de CMN).

2.2. Procédure générale du tri automatisé

L'étape de tri en elle-méme est automatisée puisqu’elle s’effectue sur
lautomate AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Allemagne) (Figure 17). Le
fonctionnement de lautomate requiert un flacon de tampon de séparation
(autoMACS® Running Buffer, Miltenyi Biotec, Allemagne, contenant de la BSA, de
'EDTA, du tampon phosphate salin, de I'azide 0.09%, pH 7,2), un flacon de solution
de lavage (autoMACS™ Pro Washing Solution, Miltenyi Biotec, Allemagne,
contenant des détergents, pH 11,5-12,5), un flacon d’éthanol a 70% et deux

colonnes de séparation (autoMACS Separation Colums, Miltenyi Biotec, Allemagne).

Aprés paramétrage de I'emplacement de I'échantillon et du programme a
utiliser, le processus de tri commence. Aprés chargement de la colonne avec
'échantillon a trier préalablement incubé avec les billes magnétiques, I'automate
élimine d’abord la fraction négative, c’est-a-dire la fraction contenant les cellules non
retenues par la colonne car ne disposant pas a leur surface de billes magnétiques.
Puis dans un deuxiéme temps, I'automate élimine la fraction positive contenant les
cellules retenues par la colonne grace aux billes immunomagnétiques a leur surface
(Figure 17). Pour les petits échantillons que nous avons traités, I'étape de tri durait

entre 7 et 9 minutes suivant le programme de tri choisi.

Ainsi a I'issue de I'étape de tri, on dispose de deux fractions, une négative et
une positive. A elles deux, les fractions contiennent 'ensemble des cellules de notre
échantillon initial de CSP. Cependant, quelques pertes non spécifiques de cellules

sont a déplorer.
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Figure 17 : Photographie de I'automate de tri AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec) utilisé lors des
manipulations (F- : fraction négative, F+ : fraction positive).

2.3. TriCD4

Le tri CD4 est un tri direct et fait intervenir 'utilisation de billes couplées a des
anticorps anti-CD4 (CD4 Microbeads human, Miltenyi Biotec, Allemagne),
dénommées par la suite billes CD4 dans I'ensemble de ce travail par souci de
synthése. Aprés 'étape de centrifugation préalable (citée dans le paragraphe 2.1. ci-
dessus), le culot est repris dans 80 pL/10’ CMN de tampon de séparation puis
20 uL/10” CMN de billes CD4 sont ajoutés. S’ensuit une étape d’incubation de 15
minutes a 4°C au réfrigérateur avant passage sur 'automate de tri. Si nécessaire
aprés incubation, le volume de I'échantillon est complété & 500 pL/10® CMN car

I'automate nécessite un volume minimum de 500 pL pour trier.

Lors des deux premiéres manipulations, les quantités de tampon et de billes
avaient été rationnalisées au nombre de cellules nucléées totales (CNT) (gate :

cellules viables en cytométrie) avant d’étre plus tard ajustées au nombre de CMN.

Les premiéres manipulations ont été réalisées avec la concentration en billes
CD4 aux recommandations fournisseur (citée ci-dessus), puis ont été réalisés
successivement des tris CD4 au demi, au dixieme, au vingtieme, au cinquantiéme et
au centiéme par rapport aux recommandations fournisseur; la concentration en

billes a donc, par conséquent été diluée au ratio souhaité.

Le programme sur 'AutoMACS Pro recommandé pour le tri CD4 par le

fournisseur est le programme « Possel », de sensibilité moindre, s’appliquant aux
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populations cellulaires a trier bien représentées avec un cluster de différenciation
bien exprimé. Cependant, compte tenu des dilutions des billes dans les
manipulations ultérieures, nous avons également été amenés a utiliser un
programme de tri plus sensible : « Possel-s », associé a une vitesse de flux dans la
colonne de séparation moins élevée permettant un temps de passage dans la

colonne plus long pour améliorer la récupération des cellules d’intérét.

2.4. TriCD8

Le tri CD8, également tri direct, nécessite des billes couplées a des anticorps
anti-CD8 (CD8 Microbeads human, Miltenyi Biotec, Allemagne), nommeées billes CD8
dans la suite de ce travail. Comme pour le tri CD4, le culot aprés centrifugation est
repris dans 80 pL/10” CMN de tampon de séparation puis on ajoute 20 uL/10” CMN
de billes CD8 avant incubation (15 minutes a 4°C) et passage sur 'automate de ftri.
Si nécessaire aprés incubation, le volume de [Iéchantillon est complété a
500 pL/10® CMN.

Des concentrations en billes CD8 au demi par rapport aux recommandations

fournisseur ont également été testées.

De méme que pour le tri CD4, le programme recommandé correspond au
programme « Possel ». Cependant, ce dernier ne satisfaisant pas a nos exigences
lors des premiers essais, nous avons adopté le programme « Possel-s » pour le tri
CDs8.

2.5. TriCD19

Le tri CD19, tri direct permettant de trier les lymphocytes B, fait quant a lui,
intervenir des billes couplées a des anticorps anti-CD19 (CD19 Microbeads human,
Miltenyi Biotec, Allemagne), nommées billes CD19. Nous avons toujours réalisé le tri
CD19 simultanément au tri CD8. Par conséquent, aprés reprise du culot dans le
tampon de séparation conformément aux quantités citées ci-dessus, les billes CD19
ont été ajoutées & hauteur de 20 uL/10” CMN en méme temps que les billes CD8. De
méme que lors de tous les tris préalables, le volume de I'échantillon était complété a

500 pL/10® CMN aprés incubation et si nécessaire.

C’est le programme « Possel-s » (plus sensible) sur ’AutoMACS Pro qui a été

utilisé pour I'ensemble de nos tris simultanés CD19 et CDS8.
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2.6. Tri CCR7

Le tri CCR7 est un tri indirect, donc en deux étapes. Le culot cellulaire est
repris dans un volume de tampon de séparation de 100 uL/10” CMN puis on ajoute
10 pL/10” CMN d’anticorps anti-CCR7 biotinylés (CD197 (CCR7)-Biotin human,
Miltenyi Biotec, Allemagne) a I'échantillon avant d’incuber a 4°C au réfrigérateur
pendant 10 minutes. Apres incubation, vient une étape de lavage des cellules dans
1-2 mL/10” CMN de tampon de séparation puis une étape de centrifugation (300G,
10 minutes, température ambiante). La deuxieme partie du tri consiste a reprendre le
culot aprés asséchement dans 80 uL/10” CMN de tampon de séparation auquel on
ajoute 20 pL/10” CMN de billes couplées & I'anti-biotine (AntiBiotin Microbeads,
Miltenyi Biotec, Allemagne). On incube a nouveau pendant 15 minutes a 4°C et
comme au préalable, le volume de I'échantillon est complété & 500 uL/10® CMN

aprés incubation si nécessaire et avant I'étape de tri sur 'AutoMACS Pro.

Au cours de nos manipulations, nous avons testé le tri CCR7 de I'échantillon
de CSP avant tout autre tri en appliquant le protocole détaillé ci-dessus. Le tri CCR7
a aussi été testé simultanément au tri CD4 : dans cette situation, I'incubation avec
les anticorps anti-CCR7 biotinylés était réalisée d’emblée et seule puis l'incubation
avec les billes CD4 était faite dans un second temps en méme temps que
'incubation avec les billes couplées a l'anti-biotine. Le tri CCR7 a également été
réalisé aprés tri CD8 ou tris CD8-CD19 simultanés. Dans ce dernier cas, a I'issue du
tri CD8 ou des tris CD8-CD19 simultanés, la fraction négative était centrifugée a
300G pendant 10 minutes puis reprise dans le tampon de séparation. Le tri CCR7

était alors entrepris selon la procédure décrite précédemment.

Des tris CCR7 a des concentrations différentes de celles recommandées par
le fournisseur ont également été testés: au demi, au quart, au dixiéme et au
cinquantieme. Lors de ces dilutions, nous avons décidé de faire varier les
concentrations en anticorps anti-CCR7 biotinylés et en billes couplées a I'anti-biotine

de fagon coordonnée.

Pour le tri CCR7, différents programmes de tris sur 'AutoMACS Pro ont
également été essayés: « Possel » (programme recommandé par le fournisseur
pour ce tri), « Possel-s » (programme plus sensible) et « Deplete » (programme de
déplétion pour lequel la population d’intérét est celle non marquée et doit étre bien

représentée).
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3. Evaluation de la capacité de détachement des billes des lymphocytes T
CD4" mis en culture

3.1. Etape de mise en culture

Les billes magnétiques CD4, qualifiées de biodégradables par le fournisseur
sont accrochées aux lymphocytes T CD4" & lissue du tri positif. Pour passer au
second tri CCR7 au sein des cellules CD4" afin d’obtenir une fraction CD4" CCR7" et
une fraction CD4" CCR7, il est indispensable d’obtenir le détachement préalable des
billes CD4 ayant permis le premier tri. Dans le cas contraire, toutes les cellules
seraient retenues par la colonne de séparation indifféremment de la présence ou pas

a leur surface de billes associées aux anticorps anti-CCR7.

Pour effectuer ce détachement, la fraction positive CD4" issue du tri était
centrifugée a 300G pendant 10 minutes, puis le culot asséché était repris dans le
milieu de culture TexMACS (Medium research grade, Miltenyi Biotec, Allemagne,
contenant de la glutamine) & hauteur de 1.10° CMN/mL. Les cellules étaient ensuite
mises en culture en conditions stériles dans une plaque de culture Cellstar® stérile
24 puits de 2 mL a fond plat (Greiner bio-one, Autriche) (1.10° CMN/mL/puits). Des
antibiotiques, type pénicilline-streptomycine (Gibco, USA) étaient ajoutés dans
chaque puits a hauteur de 2 uL/mL pour éviter toute prolifération bactérienne dans

nos puits de culture.

En paralléle de la fraction positive mise en culture, un témoin de culture était
effectué. Il s’agissait de la CSP ou I'échantillon de CMN correspondant, non trié, afin

d’évaluer la mortalité cellulaire liée a la culture.

Les cultures a 37°C et sous 5% de CO; ont été maintenues initialement dans
des délais compatibles avec une réinjection d’'un greffon (4 jours). Des cultures sur
une période de 10 jours ont été également menées afin d’'observer a quel temps
exactement se produisait le détachement de I'ensemble des billes CD4 a la surface

des lymphocytes.

3.2. Evaluation du détachement des billes CD4 de la surface des
lymphocytes T CD4"

La méthode choisie pour évaluer le détachement des billes CD4 consistait en
un repassage des cellules en culture sur 'automate de tri AutoMACS Pro et une

analyse immunophénotypique afin d’évaluer la mortalité cellulaire.

49



ROGEAU Stéphanie ll- MATERIEL ET METHODES

Un suivi journalier et donc des repassages quotidiens sur l'automate de tri
étaient réalisés (1/2 a 1 puits/jour). Les cellules dans chaque fraction a I'issue des
repassages étaient numérées lors de I'analyse immunophénotypique par cytométrie

en flux afin d’estimer le pourcentage de détachement des billes.

4. Analyse immunophénotypique par cytométrie en flux et interprétation
des résultats

A partir de notre échantillon initial de CSP (dilué au vingtiéme dans du PBS
(Phosphate Buffer Saline, pH 7,4, Sigma-Aldrich, Suisse)), avant toute manipulation
(de méme qu’a partir de notre échantillon de CMN issu de donneur sain), des
analyses immunophénotypiques ont été réalisées afin de les comparer a ce que I'on
obtient aprés chaque étape de tri dans chacune des deux fractions, positive et
négative, et ainsi évaluer les rendements des tris concernant les différentes

populations lymphocytaires.

Des analyses immunophénotypiques ont également été réalisées lors des
étapes de culture de fagon journaliere avant et aprés repassage sur 'automate de tri

afin d’évaluer la mortalité cellulaire et le pourcentage de détachement des billes.

4.1. Immunophénotypage standard et numération

L'immunophénotypage standard consiste en [l'analyse des populations
lymphocytaires T CD4*, T CD8", B et NK. On préléve 50 ou 100 uyL de notre
échantillon a analyser auquel on ajoute respectivement soit 10 pL, soit 20 yL du mix
standard, comportant du CD45 Ko (100 uL, Beckman Coulter, France), du CD3 FITC
(200 pL, Beckman Coulter, France), du CD4 PacB (50 pL, Beckman Coulter,
France), du CD8 APC (50 uL, Beckman Coulter, France), du CD19 Pc5.5 (100 pL,
Beckman Coulter, France), du CD16 Pe (200 pL, Beckman Coulter, France) et du
CD56 Pe (200 pL, Beckman Coulter, France) (Tableau 3). Le mix d’anticorps
monoclonaux conjugués et I'échantillon sont incubés pendant 15 minutes. Aprés
incubation, les billes (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, France) pour la
numeération des cellules sont ajoutées dans des proportions équivalentes a

I'échantillon a analyser (soit 50 ou 100 pL).

Notre combinaison d’anticorps pour I'immunophénotypage standard a été
modifiée pour certaines manipulations afin de mieux distinguer les monocytes des
lymphocytes NK. Dans cette combinaison, le CD3 FITC a été remplacé par du CD3
Pc7 (BD, USA) et du CD14 FITC (Beckman Coulter, France) a été ajouté
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(Tableau 3). Pour cette combinaison, les 8 anticorps sont ajoutés en quantités
équivalentes a hauteur de 2,5 pL chacun pour un volume de 50 ou 100 puL

d’échantillon a analyser.

L'immunophénotypage standard fait partie de I'analyse immunophénotypique
réalisée de fagon journaliére lors de la culture des lymphocytes T CD4" et aprés
repassage sur I'automate de tri pour estimer le pourcentage de détachement des

billes.

4.2. Immunophénotypage des sous-populations de cellules T
conventionnelles

Nous avons déterminé les proportions des différentes sous-populations
lymphocytaires T de nos échantillons, a savoir les lymphocytes T naifs, centraux
mémoires, mémoires effecteurs et au stade terminal de différenciation au sein des
compartiments T CD4" et T CD8".

Une fraction de 50 pL de I'échantillon est incubée pendant 15 minutes avec 15
ML du mix sous-populations T, comportant les anticorps suivants : CD3 Pc7 (75 pL,
BD, USA), CD4 Ko (75 uL, Beckman Coulter, France), CD8 APC (75 uL, Beckman
Coulter, France), CD45RA FITC (300 uL, Beckman Coulter, France), CCR7 Pe (300
uL, Beckman Coulter, France) et CD62L PacB (90 pL, Beckman Coulter, France)
(Tableau 3). A lissue de I'incubation, une lyse des hématies est réalisée en ajoutant
1 mL de solution de lyse alcaline (Versalyse, Beckman Coulter, France) dans notre

tube pendant 10 minutes puis 2 lavages successifs dans du PBS sont réalisés.

51



ROGEAU Stéphanie II- MATERIEL ET METHODES

Combinaison
Immunophénotypages | d’anticorps Sous-populations identifiées
monoclonaux
CD45 Ko CD3 LcT CD4" : CD3" CD4"
E‘gg/&?&‘ ggﬁg LcT CD8* : CD3* CD8'
Pc5.5 CD16 Pe LeB : CD19
Populations CD56 Pe NK : CD3 CD16" et/ou 56"
lymphocytaires CD45 Ko CD14 LcT CD4": CD3" CD4"
majeures FITC CD3 Pc7 LcT CD8*: CD3" CD8"
DS ° LcB : CD19"
Pc5.5 CD16 Pe NK : CD3 CD16" et/ou 56"
CD56 Pe (Monocytes : CD45" CD14")
CD3 Pe7 CDA4 LcT naifs (Ty) : CD45RA™ CCR7"

) . Ko CD8 APC LcT mémoires centraux (Tcy) : CD45RA” CCR7*
Sous-populations | 5p s FiTC Mo : - -
lymphocytaires T CCR7 Pe LcT mémoires effecteurs (Tgm) : CD45RA CCRY

CD62L PacB LcT mémoires de différenciation terminale
(Trp) : CD45RA" CCRT

Tableau 3 : Combinaisons d’anticorps monoclonaux utilisés et marqueurs identifiant les
différentes populations lymphocytaires lors des immunophénotypages standards et
d’identification des sous-populations T. (LcT : Lymphocytes T, LcB : Lymphocytes B)

4.3. Immunophénotypage explorant la viabilité des cellules

L’exploration de la viabilité des CMN a reposé sur l'utilisation de I'iodure de
propidium (IP). C’est un agent intercalant des acides nucléiques s’incorporant dans
'ADN des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. Par conséquent les

cellules mortes sont IP*.

Une fraction de 50 pyL de I'échantillon a étudier est incubée avec 5 uL de
CD45 Pc7 (Beckman Coulter, France) pendant 15 minutes puis 5 pyL d’IP
(1,0 mg/mL, Sigma-Aldrich, Suisse) sont ajoutés pendant 2 minutes juste avant

'analyse.

4.4. Immunophénotypage explorant les cellules progénitrices CD34"

Un volume de 50 uL de I'échantillon a analyser est incubé en présence de
3 puL de CD45 Ko et 3 pL de CD34 Pc7 (Beckman Coulter, France) pendant 15
minutes. Aprés incubation et avant analyse au cytométre, les billes (Flow-Count
Fluorospheres, Beckman Coulter, France) sont ajoutées dans des proportions

équivalentes a notre échantillon a étudier.

La viabilité des cellules progénitrices CD34" a également été explorée. Pour
ce faire, aprés I'analyse au cytométre des cellules CD34", 3 uL d’IP sont ajoutés.

Aprés 2 minutes d’incubation, le tube est a nouveau passé au cytometre.
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4.5. Autres immunophénotypages

Les immunophénotypages cités dans ce paragraphe ont été réalisés de

maniere ponctuelle afin de répondre a des questions spécifiques.

4.51. Analyse de [lexpression du CCR7 par les différentes
populations leucocytaires
Pour explorer l'expression du CCR7 par les différentes populations

leucocytaires, une fraction de CSP (initiale, non triée) était incubée avec 5 yL de
CD45 Ko, 10 uL de CD3 FITC, 5 uL de CD19 PacB (Beckman Coulter, France), 5 yL
de CD16 APC (Beckman Coulter, France) et 10 uyL de CCR7 Pe pendant 15 minutes.
L’étude de I'expression du CCR7 par les cellules progénitrices CD34" a été réalisée
de maniére séparée par un immunomarquage CD45 Ko, CD34 Pc7, CCR7 Pe. Aprés
incubation, une lyse des hématies a été réalisée sur 'automate TQ prep (Beckman
Coulter, France) avec les réactifs Immunoprep (Immunoprep Reagent System) puis 2

lavages dans du PBS ont suivi.

4.5.2. Immunophénotypage explorant les sous-populations
lymphocytaires B
Pour distinguer les sous-populations lymphocytaires B dans les différents

échantillons a étudier, les échantillons étaient au préalable lavés a 2 reprises dans
du PBS + 10% de SVF (Fetal Bovine Serum, Gibco, USA) afin d’éliminer les
immunoglobulines plasmatiques susceptibles de se lier aux anticorps anti-IlgD. Les
échantillons étaient ensuite incubés avec 3 pL de CD45 Ko, 3 yL de CD19 Pc7
(Beckman Coulter, France), 5 yL de CD27 APC (BD, USA), 10 uL d’IgD FITC (Dako,
Danemark) et 10 yL de CCR7 Pe pendant 30 minutes a I'obscurité et a température
ambiante. A lissue de I'incubation, une lyse des hématies était réalisée en ajoutant
1 mL de solution de lyse alcaline (Versalyse) pendant 15 minutes puis 2 lavages

dans du PBS + 10% de SVF étaient effectués avant I'analyse.

4.6. Analyse des résultats

Les données concernant I'analyse immunophénotypique sont obtenues par
cytométrie en flux suite au passage des tubes sur le cytométre Navios™ (Flow
Cytometer, Beckman Coulter, France). Les contrOles de qualité internes (Flow Check
Pro Fluorospheres (1 fois/jour) et Flow Set Pro Fluorospheres (1 fois/semaine),
Beckman Coulter, France) sont effectués sur le cytométre pour s’assurer de la

conformité de nos résultats.
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Les résultats obtenus sont ensuite analysés et interprétés grace au logiciel
Kaluza (Beckman Coulter, France) permettant d’effectuer les différents gating et ainsi
d’enregistrer nos protocoles afin de les appliquer de fagon identique a tous nos

échantillons.

L’analyse des résultats de numération cellulaire tient compte de la dilution de
la CSP initiale.
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ll- RESULTATS

1. Premiére stratégie : développement d’un double tri positif CD4 CCR7

1.1. Evaluation du tri CD4

Dans un premier temps, nous avons procédé a un tri positif CD4 sur une
premiere CSP en utilisant les billes CD4 aux recommandations fournisseur, c’est-a-
dire & la concentration de 20 pL/10’ cellules nucléées totales (CNT) et le programme
de tri recommandé « Possel» sur le trieur AutoMACS Pro. Cette premiére
manipulation nous a permis de vérifier la bonne spécificité et sensibilité du tri CD4.
En effet, nous obtenons une fraction positive pure, contenant uniquement des
cellules T CD4" (le tri est donc sélectif) et une fraction négative dépourvue de
cellules T CD4" (Tableau 4). Nous constatons que les monocytes exprimant

faiblement le marqueur CD4 a leur surface ne sont pas retenus par le tri CD4.

Fraction positive Fraction négative
CSP1 5 5
(10° cellules) (10° cellules)

CMN 6,6 20,5
T CD4* 6,2 0,3
T CD8* 0,1 5,1
B 0,01 1,7
NK 0,01 1,7

Tableau 4 : Composition cellulaire des fractions positive et négative (en millions de cellules)
a l'issue du tri CD4 aux conditions fournisseur réalisé sur une premiere CSP.

1.2. Evaluation du détachement des billes magnétiqgues CD4

1.2.1. Approche standard
Notre objectif est d’extraire les cellules CD4" CCR7" des cellules CD4" triées

positivement afin de récupérer les cellules T CD4" CCR7 pour les réinjecter
ultérieurement au receveur. Pour ce faire, il est nécessaire que les billes CD4 fixées
sur les cellules CD4" de la fraction positive se détachent rapidement afin de pouvoir

procéder au deuxiéme tri CCR7.

Afin de vérifier ce détachement, nous avons mis la fraction positive CD4" en

culture a hauteur de 1 million de cellules mononucléées (CMN)/mL par puits dans le
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milieu de culture préconisé par le fournisseur, TexXMACS. Dans l'objectif de la greffe
haploidentique avec un greffon appauvri en cellules CD4" CCR7", la fraction CD4"
CCR7" doit pouvoir étre réinjectée rapidement au malade puisque ce dernier va
recevoir une injection d’Endoxan® dés J3. En effet, si les cellules sont réinjectées de
facon trop rapprochée de la cure d’Endoxan®, elles risquent d’étre plus facilement
détruites. Nous avons donc choisi d’évaluer le détachement des billes sur la fraction
positive en culture dans un délai de 1 a 4 jours aprés le tri. Nous avons ainsi, a
différents temps de culture, estimé la perte cellulaire liée a la mortalité et quantifié la
fraction CD4" récupérée aprés repassage sur la colonne de tri. Si les billes
magnétiques se sont détachées de la surface cellulaire, les cellules ne seront plus
retenues par le champ magnétique de la colonne et les cellules CD4" se retrouveront
dans la fraction négative. A noter que ce sont bien les billes couplées aux anticorps
anti-CD4 qui devraient se détacher des anticorps anti-CD4 et non les anticorps
anti-CD4 (emmenant ainsi les billes) qui se détachent du CD4 a la surface des

cellules, ces derniers étant fixés sur le CD4 de fagon quasiment irréversible.

A J1 les cellules retrouvées dans la fraction négative représentent en
moyenne 10% des cellules introduites sur le trieur ce méme jour, traduisant ainsi une
faible proportion de détachement des billes. Au terme des 4 jours de culture ce
pourcentage n’évolue pas et révéle ainsi I'absence de détachement des billes
magnétiques au cours du temps. De plus, plus le nombre de jours de culture
augmente, plus la viabilité des cellules dans les puits diminue. Le suivi des puits de
culture au microscope inversé montre en outre, au fil du temps, la formation
d’agrégats cellulaires dans les puits, conduisant a un nombre conséquent de cellules

T CD4" ne pouvant faire I'objet d’'un tri CCR7 ultérieur.

1.2.2. Approches pour améliorer le détachement des billes CD4

1.2.2.1. Réduction au demi de la concentration en billes CD4
par rapport aux recommandations fournisseur
Ces approches ont été développées a partir de CMN d’un sujet volontaire

sain. Dans cette manipulation, nous avons testé en paralléle les billes CD4 aux
recommandations fournisseur (20 uL/10” CNT) et, sur une autre fraction, les billes a
une concentration au demi (10 uL/10” CNT). A lissue du tri, avec une concentration
en billes au demi, nous obtenons un tri sensible et spécifique puisque la fraction
positive est strictement composée de cellules T CD4" et la fraction négative contient

moins de 3% de I'ensemble des cellules T CD4".
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Si ces résultats valident I'utilisation d’'une concentration des billes au demi par
rapport aux recommandations fournisseur, la réduction du nombre de billes
n'améliore pas leur détachement. A J1, la proportion de cellules dans la fraction
négative ne dépasse pas 10% des cellules introduites sur le trieur (Figure 18 (b)). De
plus, ce pourcentage reste stable jusqu'a 10 jours aprés la mise en culture,
permettant de conclure au détachement de 10% des billes a J10 quelle que soit la
concentration de billes utilisée (pur ou au demi) (Figure 18 (a) et (b)) alors que,

parallelement |a viabilité des cellules décroit au fil du temps.

Mise en culture de la fraction positive du tri aux Mise en culture de la fraction positive du tri au demi par

@ recommandations fournisseur et composition des fractions b rapport aux recommandations fournisseur et composition des
apreés repassage sur le trieur fractions apres repassage sur le trieur
% des cellules 100 % des cellules 100
injectées injectées ‘
80 80 ‘
60 60
e=fll== Fraction positive
‘ éluée
40 40 Fraction négative
‘ recueillie
20 20 ‘
0 0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 jours 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 jours

Figure 18 : Représentation des différentes fractions obtenues apres passage des cellules
trices CD4" maintenues en culture de 1 & 10 jours. (a) Tri CD4 effectué aux
recommandations fournisseur. (b) Tri CD4 effectué avec une réduction au demi par rapport
aux recommandations fournisseur.

1.2.2.2. Réduction au dixieme et au centieme de |la
concentration en billes CD4 par rapport aux

recommandations fournisseur
Nous avons comparé sur un méme échantillon de CSP l'utilisation des billes

CD4 a la concentration au demi (10 puL/10” CMN), au dixiéme (2 pyL/10” CMN) et au

centiéme (0,2 pL/10” CMN) par rapport aux recommandations fournisseur.

A Tlissue du tri au demi, 2% des lymphocytes T CD4" se retrouvent dans la
fraction négative (Tableau 5 (a)) et ne sont donc pas triés, ce qui est concordant
avec les résultats obtenus au préalable sur PBMC de sujet sain. A lissue du tri au
dixiéme, environ 1/5°™ (22%) des lymphocytes T CD4" ne sont plus triés parmi
lesquels figure un fort contingent de lymphocytes T CD4" CCR7" (Tableau 5 (a)). Au
centiéme, on ne trie plus efficacement les lymphocytes T CD4" puisque 70% des

lymphocytes T CD4" sont dans la fraction négative a l'issue du tri.

Aprés mise en culture des fractions positives issues de ces trois tris, nous
avons a nouveau évalué le détachement des billes par passage sur le trieur de J2 a
J4. Conformément aux résultats obtenus précédemment sur CMN de sujet sain, avec

un tri au demi par rapport aux recommandations fournisseur, la proportion de billes
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se détachant n’excéde pas 10% quel que soit le nombre de jours en culture (2,3 ou
4) (Tableau 5 (b)). Aprés tri avec une concentration de billes au dixieme, le
détachement des billes est estimé a environ 40% des cellules introduites sur le trieur
de J2 a J4 (Tableau 5 (b)) sans évolution en fonction du temps. Sur la fraction
positive du tri au centieme, le détachement des billes atteint 87% des cellules
introduites sur le trieur dés J2 (Tableau 5 (b)). Cependant a cette concentration de

billes, le tri CD4 est totalement inefficace.

1.2.3. Emploi d’'un programme de tri plus sensible pour le tri CD4
Lors du tri avec une concentration de billes CD4 au dixieme et un passage sur

le trieur selon le programme recommandé « Possel », nous avons constaté un
détachement des billes atteignant 40% a J2 de culture. Cependant, dans ces
conditions, le tri CD4 était peu sensible, laissant passer 1/5°™ des T CD4" dans la

fraction négative.

Nous avons testé un tri CD4 au dixiéme (2 uL/10” CMN) sur échantillon de
sang concentré en PBMC apres Ficoll prélevé chez un nouveau volontaire sain avec
un programme de tri plus sensible: « Possel-s » pour le tri CD4. Dans ces
conditions, moins de 10% des lymphocytes T CD4" échappent au tri et se retrouvent
dans la fraction négative (Tableau 5 (a)). Cette approche (tri au dixieme par rapport
aux recommandations fournisseur et programme de tri « Possel-s ») a également été
testée sur une CSP et montrait des résultats similaires avec 7% de lymphocytes T

CD4" passant dans la fraction négative (Tableau 5 (a)).

Pour I'évaluation du détachement des billes aprés mise en culture, nous avons
gardé le programme « Possel » puisque, dans l'optique du tri CCR7 réalisé en
second lieu, c’est ce programme qui doit étre utilisé. De J1 a J3, on constate le
détachement d’environ 50 a 55% des billes, indépendamment du délai de culture
(Tableau 5 (b)).

Au vu de ces résultats, il semble donc que la culture ne joue pas un role

déterminant pour le détachement des billes.
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- (a) Efficacité du tri : % de cellules T récupérées dans les fractions positives et négatives aprés tri
Concentration de billes CD4 Tri 1/2 Tri 1/10 Tri 1/50 Tri 1/100
pour le tri

Lymphocytes T CD4" F+ F- F+ F- F+ F- F+ F-

CSP 2 Pg Possel 68% 2% 45% 22% nr nr 2% 70%

CMN 2 Pg Possel-s nr nr 58% 9% nr nr nr nr

CSP3 Pg Possel-s 95% 0,4% 71% 7% 49% 28% nr nr

- (b) Détachement des billes (en fonction du temps)
Concentration de Tri 1/2 Tri 1/10 Tri 1/50 Tri 1/100
billes CD4
Lymphocytes TCD4" F+ F - F+ F - F+ F - F+ F -
J2 85% 7% 50% 36% nr nr 13% 87%
CSP 2 Pg Possel J3 74% 9% 34% 38% nr nr nr nr
J4 67% 1% 33% 45% nr nr nr nr
J1 nr nr 25% 50% nr nr nr nr
CMN 2 Pg Possel J2 nr nr 20% 54% nr nr nr nr
J3 nr nr 16% 57% nr nr nr nr
! Centrifug.atior? et nr nr 42% 24% 20% 49% nr nr
repassage immédiat
CSP3 Pg Possel | 1 centrifugation + 2h culture nr nr 34% 27% 16% 47% nr nr
1oentlgaton + 2h ullure |y r 17% | 18% | 8% | 27% | nr r
centrifugation

Tableau 5: Tri CD4 (a) Efficacité du tri CD4 réalisé a différentes concentrations de billes CD4 et avec différents programmes de tri:
composition des fractions négatives et positives en T CD4" a l'issue des tris par rapport & la quantité de T CD4" initiale. (b) Evaluation du
détachement des billes des fractions positives mises en culture par passage sur le trieur en Programme « Possel » chaque jour : composition
des fractions négatives et positives en T CD4" par rapport a la quantité de T CD4" introduite sur le trieur chaque jour. (Pg : programme, F + :
fraction positive, F - : fraction négative, nr : non réalisé)
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1.2.4. Evaluation de la centrifugation dans le détachement des billes
CD4 des lymphocytes T CD4"
Pour tenter d’'améliorer le détachement des billes magnétiques, nous avons

testé I'ajout, immeédiatement apres tri, d’'une étape de centrifugation.

Sur une CSP, deux tris, au dixiéme (2 pL/10’ CMN) et au cinquantiéme
(0,4 pL/10” CMN) par rapport aux recommandations fournisseur, au programme
« Possel-s », ont été réalisés. Apres centrifugation de ces deux fractions positives et
remise en suspension, celles-ci ont été repassées immédiatement sur le trieur ou
mises en culture a I'étuve a 37°C. Au tri au dixieme on constate un détachement de
24% des billes a lissue d’'une centrifugation et au cinquantiéme un détachement de
prées de 50% des billes (Tableau 5 (b)). Cependant le tri au cinquantieme au
programme « Possel-s » ne peut étre retenu : prés de 30% des lymphocytes T CD4"
n’étaient pas triés positivement (Tableau 5 (a)). Aprés deux heures de culture les
fractions positives restantes étaient séparées en deux échantillons: un passé
directement sur le trieur, 'autre centrifugé une nouvelle fois avant passage sur le
trieur pour évaluer le détachement des billes. A l'issue des deux heures de culture
sans centrifugation supplémentaire, on retrouve des proportions de cellules dans les
fractions négatives similaires a celles obtenues immédiatement aprés premiere
centrifugation, respectivement 27 et 47% pour le tri au dixieme et au cinquantieéme
(Tableau 5 (b)). En revanche suite aux 2 heures de culture associées a une
centrifugation supplémentaire les proportions de cellules aussi bien dans les
fractions positives que négatives chutent considérablement par rapport a la quantité
théorique initiale de cellules introduites sur le trieur (tri au dixiéme : fraction positive :
17%, fraction négative : 18% ; tri au cinquantieme : fraction positive : 8%, fraction
négative : 27%) (Tableau 5 (b)). Il apparait que les centrifugations répétées altérent

de maniéere importante les cellules.

Il existe une alternative pour détacher les billes CD4 qui n'a pas été testée
dans le contexte de ce travail. En effet, une enzyme commercialisée par Miltenyi
Biotec clive la bille cependant son utilisation en clinique est impossible car

I'échantillon ainsi traité ne peut étre réinjecté chez 'homme.

Le constat d’'un détachement insuffisant des billes des cellules CD4" écarte la
possibilité d’'un second tri CCRY7 sur la fraction positive en I'état. En effet, la colonne

du trieur donc le champ magnétique, ne peut discerner des billes CD4 et des billes
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associées aux anticorps anti-CCR7 et par conséquent, les cellules CD4" CCR7 et

CD4" CCRT7" vont se retrouver dans la fraction positive sans avoir été triées.

1.3. Nouvelle stratégie pour optimiser le double tri positif CD4 CCRY: ftri
simultané des lymphocytes T CD4" CCR7"

Notre raisonnement était basé sur I'emploi de concentrations suboptimales en
billes couplées aux anticorps, telles que les cellules recouvertes d'une seule
catégorie de billes ne soient pas triées mais qu’en revanche, les cellules doublement

marquées par les deux types de billes soient triées.

Nous avons donc évalué dans un premier temps le tri CCR7 et, dans un
second temps, testé des tris avec des gammes de concentrations en billes CD4, et
des gammes de concentrations en anticorps anti-CCR?7 biotinylés et en billes anti-

biotine.

1.3.1. Le tri CCR7
Cette stratégie nous a conduits a identifier toutes les cellules exprimant le

CCRY7 et qui risqueraient d’étre triees malgré I'objectif du double tri simultané.

Nous avons recherché [I'expression du CCR7 en cytométrie sur les
lymphocytes T, les lymphocytes B, les lymphocytes NK, les monocytes, les
polynucléaires neutrophiles (PNN) et les cellules progénitrices CD34" d’'une CSP. La
majorité des lymphocytes T expriment le marqueur CCR7 de fagon importante
(Figure 19 (d)) alors que les lymphocytes NK présentent une expression faible du
CCRY7 pour les 3/4 d’entre eux (Figure 19 (f)). Les lymphocytes B, quant a eux, pour
la quasi-totalité (94%) ont une expression intermédiaire du CCR7 (Figure 19 (e)). A
linverse, les PNN (Figure 19 (a) et (b)), les monocytes (Figure 19 (a) et (c)) et les
cellules progénitrices CD34" (Figure 20 (c) et (d)) n’expriment pas CCR7 a leur

surface.
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Figure 19 : (a) Répatrtition des différentes populations leucocytaires d’'une CSP selon la
structure et le marqueur CD45 par cytométrie en flux. (b) Expression du marqueur CCR7 par
les PNN. (c) Expression du marqueur CCR7 par les monocytes. (d) Expression du marqueur
CCRY par les lymphocytes T. (e) Expression du marqueur CCR7 par les lymphocytes B.
(f) Expression du marqueur CCRY par les lymphocytes NK.
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Figure 20 : (a) Diagramme taille-structure des cellules composant une CSP par cytométrie
en flux. (b) Répartition des leucocytes de la CSP selon la structure et le marqueur CD45.
(c) Gating des cellules progénitrices CD34" parmi I'ensemble des leucocytes. (d) Expression
du marqueur CCR7 par les cellules progénitrices CD34".

Nous avons procédé également a un tri isolé CCR7 pour connaitre les
populations capables d’étre captées par le tri CCR7. Le tri CCR7, tri indirect, utilisé
aux recommandations fournisseur (10 uL d’anti-CCR?7 biotinylé/10” CMN, 20 uL de
billes anti-biotine/10” CMN, programme de tri : « Possel ») est sensible puisqu’'aprés
tri, dans la fraction négative, seuls 1,1% des lymphocytes T sont CCR7". Le tri est
€galement assez spécifique dans ces conditions, puisqu’on retrouve dans la fraction
positive presque 90% des lymphocytes exprimant CCR7. Les lymphocytes NK,
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malgré leur faible expression en CCR7 ne sont pas triés puisqu’on retrouve moins de
1% des NK dans la fraction positive a I'issue du tri (Tableau 6). Cependant tous les
NK ne se retrouvent pas dans la fraction négative, avec vraisemblablement des
pertes certaines liées a la centrifugation. En revanche les lymphocytes B, dont
I'expression en CCRY7 est d’intensité intermédiaire, sont triés positivement (pour 1/3 a
la moitié d’entre eux) (Tableau 6). Les cellules progénitrices CD34", n’exprimant pas
le marqueur CCR7, ne sont quant a elles, pas triées par le tri CCR7 aux conditions

fournisseur (Tableau 6).

CSP 4 Programme Possel Fraction positive Fraction négative
T CD4" (% par rapport aux T CD4* théoriques) 63% 9%
T CD8" (% par rapport aux T CD8" théoriques) 45% 24%
B (% par rapport aux B théoriques) 45% 29%
NK (% par rapport aux NK théoriques) 0,4% 46%
CD34" (% par rapport aux CD34" théoriques) 4% 42%

Tableau 6 : Composition des différentes fractions positive et négative par rapport a la CSP
non manipulée apres tri simple CCR7 aux recommandations fournisseur sur une CSP.

1.3.2. Choix des concentrations pour le tri simultané CD4 CCR7
Le tri CD4 au cinquantiéeme programme « Possel-s », utilisé seul, trie de

maniére incompléte les lymphocytes T CD4" puisqu’il laisse environ 30% des
lymphocytes T CD4" dans la fraction négative. Nous avons donc choisi cette
concentration en billes CD4 pour le tri simultané CD4 CCRY7. Concernant le tri CCR?7,
deux parameétres peuvent étre modifiés de fagcon simultanée : la concentration en
anticorps anti-CCRY7 biotinylés et la concentration en billes couplées a I'anti-biotine.
Nous avons décidé de les faire varier de fagon coordonnée et avons réalisé une
gamme avec concentrations au demi, au dixieme et au cinquantiéme par rapport aux
recommandations fournisseur. A lissue de ces essais, nous avons choisi d’utiliser
une concentration au dixieme en anticorps anti-CCR7 biotinylés et en billes couplées
a l'anti-biotine par rapport aux recommandations fournisseur pour le tri simultané
CD4 CCRY.

1.3.3. Résultats du tri simultané CD4 (1/50°™) CCR7 (1/10°™)
programme « Possel-s »
A Tlissue du tri simultané CD4 (billes au cinquantiéme) et CCR7Y

(concentrations au dixieme) avec le programme « Possel-s », nous avons caractérisé

la fraction négative, fraction qui devrait étre réinjectée au receveur dans l'optique
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d’une greffe haploidentique partiellement déplétée en cellules T CD4" CCR7". Notre
objectif est donc de conserver toutes les cellules de la CSP a l'exception des
lymphocytes T CD4" CCR7".

Initialement la CSP présente au sein de ces lymphocytes T CD4" 15% de
cellules CCR7 et 85% de CCR7'. A lissue du tri, dans la fraction négative on
retrouve environ 70% de T CD4" CCR7 et 30% de T CD4" CCR7" (Figure 21 (a)).
Cet équilibre est acceptable puisque I'on répond au critére attendu, a savoir moins
de 50% de lymphocytes T CD4" CCR7" dans la fraction négative destinée a étre
réinjectée au patient. Dans la fraction positive de cette CSP triée, 99% des
lymphocytes T CD4" sont CCR7".

Toutefois, le tri simultané emporte dans la fraction positive une proportion non
négligeable de lymphocytes T CD8" (42%) et de lymphocytes B (37%)
(Figure 21 (b)), cellules que I'on souhaiterait injecter au receveur. L’élimination dans
la fraction positive des lymphocytes T CD8" CCR7" n'est pas surprenante puisque
nous avions constaté que le tri CCR7 isolé fonctionnait mieux sur les lymphocytes T
CD8" CCR7", ceux-ci ayant une densité d’expression du marqueur CCR7 plus forte
que les T CD4" CCR7". Lors du tri CCR7 isolé, il reste moins de 2% de lymphocytes
T CD8" exprimant le CCR7 dans la fraction négative contre presque 10% de
lymphocytes T CD4" exprimant le marqueur CCR7. Cette différence persiste lors du
tri simultané CD4 CCRY7 et ceci malgré 'addition de billes CD4.

R7-
R7- 1%

15
a  Avant tri %‘

NK
1%

B
24%

. Fraction + .. Fraction -
8; NK 99 NK

% 0% 2%

—

en % de lymphocytes totaux en % de lymphocytes totaux en % de lymphocytes totaux

b T4 T8 B NK
(% de T4 avant tri) (% de T8avant tri) (% de B avant tri) (% de NK avant tri)

Fraction + 68% 42% 37% 7%

Fraction - 8% 35% 48% 66%

Figure 21 : (a) Représentation des proportions de la composition lymphocytaire de la CSP
avant et aprés le tri simultané CD4" CCR7'. (b) Proportion des différentes populations
lymphocytaires dans chaque fraction aprés tri simultané CD4" CCR7" par rapport a la
quantité avant tri.
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Au total, 'ensemble des manipulations destinées a dépléter un greffon de
CSP en cellules T CD4" CCR7" a partir de l'usage de billes CD4 et de billes
associées aux anticorps anti-CCR7 n’a pas abouti a des résultats permettant
d’envisager une transposition clinique de la procédure. En effet, nous nous
retrouvons face a une impasse puisque si lI'on diminue les concentrations en
anticorps anti-CCR7 biotinylés et en billes anti-biotine pour éliminer moins de
lymphocytes T CD8" et B dans la fraction positive, on risque de laisser passer plus
de lymphocytes T CD4" CCR7" dans la fraction négative, cellules que I'on souhaite
éliminer. A linverse, si on augmente les concentrations pour réduire encore la
proportion de cellules T CD4* CCR7" dans la fraction négative, on va capter plus de

T CD8" et de B dans la fraction positive.

Ceci nous a contraints a envisager de nouvelles stratégies totalement
différentes pour parvenir a dépléter les lymphocytes T CD4" CCR7" des greffons

haploidentiques.

2. Deuxiéme stratégie: tri CD8 associé a un tri CCR7 sur la fraction
négative

2.1. Concept

Il s’agit de mettre en ceuvre un premier tri CD8, suivi d’'un deuxiéme tri CCR7
sur la fraction déplétée en cellules T CD8". Le tri CD8 permet de préserver la totalité
des lymphocytes T CD8" qui seront & injecter au receveur. Les lymphocytes T CD4"
sont contenus dans la fraction négative a lissue du premier tri CD8. La fraction
négative fait 'objet d’'un deuxiéme tri CCRY. Celui-ci peut étre réalisé d’emblée sans
étape de culture pour un éventuel détachement des billes puisqu’on part de la
fraction négative. A Iissue du deuxiéme tri, 'objectif est de réinjecter la fraction
négative au malade en méme temps que la fraction positive CD8" issue du premier

tri.

Cette nouvelle stratégie présente l'intérét majeur d’'une possible réinjection
simultanée de l'ensemble des cellules au malade a JO. Cela nous permet de
contourner les problémes liés a la culture et au risque d’injection concomitante

d’Endoxan®.

En revanche, cette stratégie pose le probleme des cellules, autres que les
lymphocytes T CD4", exprimant le CCR7 et risquant donc d’étre éliminées par le

second tri. Le marquage CCR7 en cytométrie de I'ensemble des cellules et les
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premiers essais de tri CCR7 aux conditions fournisseur (10 uL d’anti-CCR7
biotinylé/10” CMN, 20 uL de billes anti-biotine/10" CMN, programme de tri:
« Possel ») nous avaient apporté des premiers éléments de réponse. Les
lymphocytes NK, bien qu’exprimant pour la plupart faiblement le CCR7 n’étaient pas
triés, et il est possible qu'une proportion non négligeable de NK soit retenue par un
premier tri CD8 puisque ces cellules sont susceptibles d’exprimer le marqueur CD8.
Les lymphocytes B étaient partiellement triés par le tri CCR7. Les cellules
progénitrices CD34" ne sont, quant a elles, pas impactées par le tri CCR7

puisqu’elles n’expriment pas le marqueur CCR7 a leur surface.

2.2. Evaluation du tri CD8

De par I'expérience acquise avec le tri CD4, nous avons d’emblée testé un ftri
CD8 au demi par rapport aux recommandations fournisseur (10 pL billes CD8/10’
CMN), programme « Possel ». Dans ces conditions, 16% de nos lymphocytes T
CD8" se retrouvaient dans la fraction négative. Ce résultat n’étant pas satisfaisant,
nous avons opté pour un tri CD8 avec -concentrations conformes aux
recommandations fournisseur (20 pL billes/10” CMN). Comme 12% de nos
lymphocytes T CD8" initiaux se retrouvaient cette fois dans la fraction négative, nous
avons a nouveau évalué la performance du tri avec le programme « Possel-s »,
utilisé avec des concentrations en billes CD8 au demi par rapport aux
recommandations fournisseur (10 pL billes/10” CMN). Cette fois les résultats sont
acceptables puisque seul 1% de nos lymphocytes T CD8" initiaux ne sont pas triés
par le tri CD8.

2.3. Tri CCRY sur la fraction négative issue du tri CD8

Le premier tri CD8 étant concluant, nous avons procédé au tri CCR7 sur la
fraction négative du tri CD8 dans I'optique d’en éliminer les lymphocytes T CD4"
CCR7". Nous avons décidé de réaliser un tri CCR7 dans les conditions fournisseur,
programme « Possel », tri antérieurement testé qui présente I'inconvénient d’éliminer
une part non négligeable de lymphocytes B et, un tri CCR7 au demi par rapport aux

recommandations fournisseur.

2.3.1. Résultats du tri CCR7 aux recommandations fournisseur suite
au tri CD8
A Tissue du tri CCR7, prés de la moitié des lymphocytes B (Tableau 7),

comme attendu, se retrouvaient dans la fraction positive et étaient donc

potentiellement perdus pour la greffe. Nous avons recherché si certaines sous-
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populations sont davantage triées dans le tri CCRY7. Il s’avére que toutes les sous-
populations B expriment CCR7 de fagon uniforme (Figure 22 (a)) et la répartition des
différentes sous-populations dans la fraction positive a I'issue du tri n’est quasiment

pas modifiée par rapport a 'échantillon de CSP non trié (Figure 22 (b)).
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Figure 22 : Etude des sous-populations lymphocytaires B (a) Expression du marqueur CCR7
par les différentes sous-populations B dans un échantillon de CSP non trié (b) Comparaison
de la répartition des différentes sous-populations lymphocytaires B dans une CSP avant
foute étape de tri et dans la fraction positive a lissue d’un tri CCRY7. (F+ : fraction positive, N :
B Naifs, CD19* CD27 IgD*, BMZ : B de la Zone Marginale, CD19" CD27" IgD*, BMS-NS : B
Mémoires Switchés et Non Switchés, CD19* CD27" IgD’)

En ce qui concerne les lymphocytes T CD4", a Iissue du tri CCR7 dans les
conditions fournisseur, la majorité des lymphocytes T CD4" était triée positivement
(85% des T CD4" de la fraction négative du tri CD8) (Tableau 7).

Toutefois, dans la fraction négative du tri CCR7 réalisé aux conditions
fournisseur, il persiste prés de 26% de lymphocytes T CD4" exprimant CCR7
(Tableau 7). Cette fraction est destinée a étre injectée au receveur en complément
des cellules T CD8". Ce résultat reste conforme a nos exigences de diminuer la part
des T CD4" CCR7" en dessous de 50% de I'ensemble des T CD4".
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T CD4" B NK
(% de T CD4+ | (% de Bdans | (% de NK dans CCRT*
dans fraction — | fraction — du tri | fraction —du tri | (% sur T CD4")
du tri CD8) CD8) CD8)
Fraction + 85% 45% 3% 94%
Pur
Fraction - 11% 35% 41% 26%
Fraction + 45% 20% 1% 97%
1/2
Fraction - 24% 44% 37% 62%

Tableau 7 : Composition des différentes fractions positives et négatives issues des tris CCR7
réalisés sur la fraction négative du tri CD8. Tris CCRY7 réalisés aux recommandations
fournisseur et au demi sur une CSP.

2.3.2. Résultats du tri CCR7 au demi par rapport aux
recommandations fournisseur suite au tri CD8
Suite au tri CCR7 au demi par rapport aux recommandations fournisseur,

programme « Possel » réalisé sur la fraction négative du tri CD8, comme attendu
moins de lymphocytes B sont triés puisque seuls 20% (Tableau 7) contre 45% pour
le tri aux recommandations fournisseur se retrouvent dans la fraction positive et sont

donc perdus pour la greffe.

Cependant le tri CCR7 dans ces conditions fonctionne moins bien puisqu’on
retrouve une proportion prohibitive de lymphocytes T CD4" CCR7" dans la fraction

négative, a savoir 62% (Tableau 7).

2.4. Optimisation du tri CCRY sur la fraction négative issue du tri CD8 en vue
de minimiser la perte des lymphocytes B

Afin de tester de nouvelles conditions pour le tri CCR7, deux CSP ont été
utilisées. Le tri CD8 a été a nouveau utilisé avec des concentrations en billes au
demi par rapport aux recommandations fournisseur, programme de tri « Possel-s »
sur les échantillons. On récupeére respectivement 91% et 84% de lymphocytes T
CD8" dans les fractions positives (Tableau 8) a I'issue des deux tris CD8 permettant
ainsi de préserver immédiatement les lymphocytes T CD8" dans lidée d’une
réinjection future. Le tri CD8 est donc efficace, cela permet de valider I'utilisation du
tri CD8 dans ces conditions. A noter que I'on préserve également immédiatement
dans les fractions positives une part non négligeable des lymphocytes NK
(respectivement 23% et 17%) (Tableau 8). Ceci n’est pas surprenant car une part
des lymphocytes NK exprime le marqueur CD8. Enfin la majeure partie des T CD4"

(76% et 81%) persiste bien dans la fraction négative a l'issue de ce tri CD8.
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T CD4" TCD8* B NK
(% par rapport (% par rapport (% par rapport (% par rapport
aux T4 initiaux) aux T8 initiaux) aux B initiaux) aux NK initiaux)
Fraction + 5,8% 91% 4,6% 23%
(dont 5% de triple +)
CSP6
Fraction - 76% 2,2% 74% 72%
Fraction + 2,1% 84% 3,1% 17%
CSP7
Fraction - 81% 1,6% 83% 70%

Tableau 8 : Composition des différentes fractions positives et négatives par rapport aux CSP
initiales a lissue du tri CD8 au demi par rapport aux recommandations fournisseur,
Programme « Possel-s » sur deux CSP, évaluant l'efficacité de ce dernier. Les lymphocytes
« triples positifs » sont CD3* CD4* CD8’, leur proportion dans les échantillons est faible.

Suite a cela, les fractions négatives des 2 CSP, issues des tris CD8, ont été
récupérées et divisées afin de réaliser les tris CCR7 dans différentes conditions :
programme « Possel » ou « Deplete » et concentrations en anticorps anti-CCR7
biotinylés et en billes anti-biotine conformes aux recommandations fournisseur ;
programme « Possel-s » et concentrations en anticorps anti-CCR7 biotinylés et en
billes anti-biotine au demi par rapport aux recommandations fournisseur ; programme
« Possel-s » et concentrations en réactifs au quart par rapport aux
recommandations. L'objectif est d’essayer de minimiser la perte de B avec au moins

'une de ces conditions.

Le programme « Deplete », testé sur la CSP6, a pour objectif d’améliorer le
rendement de la fraction négative. Cependant, nos résultats montrent qu’il ne modifie
pas ceux obtenus avec le programme « Possel », en particulier la proportion de
cellules B captées par les billes du tri CCR7 (60% en conditions « Possel »/57% en
conditions « Deplete ») (Tableau 9). Son utilisation a donc été abandonnée par la

suite.

En ce qui concerne les proportions des lymphocytes T CD4" CCR7" dans les
fractions négatives a l'issue du tri CCR7, elles sont toutes bien inférieures a 73,5%,
critére retenu dans la publication de I'’équipe (78) pour réduire le risque de GVH

aigué apres allogreffe HLA-identique (Tableau 9).

Dans le cas d’une allogreffe haploidentique, la proportion de lymphocytes T
CD4" CCR7' a lissue du tri CCR7 doit étre la plus faible possible. Avec
respectivement 8,4% et 13% de lymphocytes T CD4" exprimant CCR7 dans les

fractions négatives des CSP6 et 7 (Tableau 9), c’est la condition au demi par rapport
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aux recommandations fournisseur et programme « Possel-s» qui est la plus
performante. La condition : programme « Possel » avec concentrations standards est
néanmoins acceptable avec des proportions en lymphocytes T CD4" CCR7" dans les
fractions négatives respectivement de 33% et 27% pour les CSP6 et 7. L’analyse
des sous-populations T CD4" montre que les lymphocytes T CD4* CCR7" présents
dans les fractions négatives sont en majorité des lymphocytes T CD4" centraux
mémoires. Ceci suggere que le tri CCRY7 est plus efficace sur les lymphocytes T

CD4" naifs, ayant une expression plus forte du CCR7.

CSP6 CSP7
T4 B NK CCRT" T4 B NK CCRT7"
(% de (% de (% de (% sur (% de (% de (% de (% sur
T4 B NK T4) T4 B NK T4)
dans dans dans dans dans dans
fraction | fraction | fraction fraction | fraction | fraction
—du tri —du tri —du tri —du tri —du tri —du tri
8) 8) 8) 8) 8) 8)
Fraction | 679, 2% | 93% | 58% 1% | 90%
Pg Pur
Possel Fraction
) 15% 31% 90% 33% 18% | 28% | 32% 27%
Fraiﬁon 63% 2% 94% nr nr nr nr
Pg Pur
Deplete Fraction
i 18% | 34% | 93% 35% nr nr nr nr
Fraction | 674 10% | 93% | 64% 8% | 87%
P9 ap
Possel-s Fraction
i 8% 12% 71% 8,4% 13% 18% | 56% 13%
) Fraction | 639 9% | 85% | 47% 7% | 92%
g
Possel-s k Fraction
X 15% | 27% 78% 22% 22% | 32% | 79% 28%

Tableau 9 : Comparaison de la composition des différentes fractions positives et négatives a
lissue du tri CCRY7 utilisé avec différents programmes et concentrations en réactifs sur deux
fractions négatives de CSP récupérées a l'issue d’un premier tri CD8.

Les lymphocytes B, dont la proportion est élevée dans les différentes fractions positives, ont
été entourés en rouge. Les proportions de lymphocytes T CD4" CCR7" dans les fractions
négatives par rapport a 'ensemble des T CD4" restants ont été marquées par un dégradé de
couleurs (vert, jaune, orange) allant de la proportion de ces cellules la plus faible a la plus
élevée. (Pg : programme, nr : non réalisé)
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Les proportions de lymphocytes NK dans les fractions négatives a l'issue des
différents tris CCR7 sont parfois anormalement faibles (32%, 56%) alors que ceux-ci
ne sont en principe pas triés par le tri CCR7 (Tableau 9). Ceci est en fait d0 aux
difficultés de leur phénotypage apres tri (présence de monocytes a structure proche

des cellules NK apreés tri).

Au terme de ces différents essais, on constate que, quelle que soit la condition
utilisée (concentration + programme), les proportions de lymphocytes B a l'issue des
tris CCR7 dans les fractions positives restent trés importantes. Aucune condition ne
permet de minimiser leur tri positif (Figure 23). Ceci ne répond pas a nos critéres
initiaux de préservation de I'ensemble des populations cellulaires a I'exception des

lymphocytes T CD4" CCR7" a l'issue de notre stratégie de tri.

CSP7
120% \
100% - \

60% - — ™ Apreés tri 1/2 Pos-s

120%

100% -

80% - 80% -

¥ Avant tri

60% -
Apres tri Pur Pos
® Apres tri 1/4 Pos-s

40% - 40% -

20% - 20% -

0% - 0% -

CD4  CD8 B NK  CD34

Figure 23 : Proportion des différentes populations cellulaires dans 2 CSP a l'issue des deux
tris CD8 et CCRY7, ce dernier ayant été utilisé avec différents programmes de tris et
concentrations en réactifs. (Pos : programme « Possel » et Pos-s : programme « Possel-s »)

Confrontés a ce probléme de perte des lymphocytes B, nous avons envisagé

la réalisation d’un premier tri conjoint, CD8 et B.

3. Stratégie retenue : deux tris successifs avec premier tri CD8-CD19 puis
tri CCRY7 sur la fraction négative issue du premier tri

3.1. Evaluation des tris CD8 et CD19 simultanés

Afin d’éviter la perte des lymphocytes B dans le tri CCR7, nous avons décidé
de réaliser un tri CD8 et CD19 en un temps. La réalisation d’'un double tri simultané a
été privilégiée afin d’éviter la multiplication des étapes de lavages, de centrifugations

et donc les pertes cellulaires.
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Nous avons opté demblée vers un tri simultané CD8-CD19 aux
recommandations fournisseur (20 pL billes CD8/10” CMN et 20 uL billes CD19/10’

CMN) associé au programme plus sensible : « Possel-s ».

ROGEAU Stéphanie

A ce stade de notre projet, les discussions avec le fournisseur Miltenyi Biotec
nous ont conduits a ne plus réaliser d’essais avec des concentrations réduites. Les
billes CD8 et les billes CD19 ont déja un grade clinique et leurs conditionnements
sont d’ores et déja fixés. Etant donné qu’un flacon de billes est totalement dédié au
traitement de la poche d’'un donneur, I'usage d’'une quantité réduite de billes pour

diminuer le co(t d'un tri n’est pas envisageable.

T CD4* T CD8" B NK
(% par rapport (% par rapport (% par rapport (% par rapport
aux T4 initiaux) aux T8 initiaux) aux B initiaux) aux NK initiaux)
Fraction + 0,5% 84% 82% 10%
CSP8
Fraction - 67% 0,2% 0,8% 79%
Fraction + 1,6% 78% 88% 30%
CSP9
Fraction - 78% 0,7% 1,2% 58%

Tableau 10 : Rendements du tri simultané CD8-CD19, aux recommandations fournisseur,
programme « Possel-s » sur 2 CSP montrant son efficacité quant aux proportions des
différentes populations leucocytaires dans les fractions positives et négatives.

Le tri simultané CD8-CD19 a été pratiqué sur deux CSP différentes. Le ftri
simultané CD8-CD19 aux recommandations fournisseur, programme « Possel-s »
est efficace puisque nous récupérons plus de 75% des lymphocytes T CD8"
(respectivement 84% et 78% pour les CSP8 et 9) et des lymphocytes B
(respectivement 82% et 88% pour les CSP8 et 9) dans les fractions positives a
issue de ce tri (Tableau 10). Grace au tri simultané CD8-CD19, nous avons donc
résolu le probléme posé par la perte des lymphocytes B lors du second tri CCRY.
Ces cellules triées positivement sont destinées a étre injectées au receveur lors de la

greffe haploidentique.

De plus, comme dans les manipulations précédentes nous récupérons dans la
fraction positive du tri CD8-CD19, une proportion de lymphocytes NK variable suivant
les échantillons (10% lors de la CSP8 contre 30% lors de la CSP9) (Tableau 10),

permettant ainsi de préserver d’emblée une partie des NK.
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Enfin, la majorité des lymphocytes T CD4" se retrouve bien dans la fraction

négative a l'issue du tri simultané CD8-CD19 (Tableau 10).

3.2. Le tri CCRY sur la fraction négative issue du tri CD8-CD19

Pour ce tri CCRY7, les dilutions des anticorps anti-CCR7 biotinylés et des billes
anti-biotine ont aussi été abandonnées. Nous avons en revanche comparé les

programmes « Possel » et « Possel-s » sur la CSP9.

Rappelons que notre objectif a I'issue de notre stratégie de déplétion est de
conserver toutes les populations cellulaires a hauteur d’au moins 70% a I'exception
des lymphocytes T CD4" CCR7".

Programme Possel Programme Possel-s
[LyT4] b [LyT4]

[ Fraction positive

[]Fraction négative

Count
Count

0 k Jad, i ‘.\‘.». .
100 10" 102 10 10° 10 10 10°
Marker Number %Gated Marker Number %Gated
[]Au 4,126  100.0 [ AU 3,410 100.0
1 Au 1,644 100.0 [J au 883 100.0
[ R7+ 3,981  96.5 []Rr7+ 3,241 94.0
[IRr7+ 432 26.3 []Rr7+ 38 43

Figure 24 : Expression du marqueur CCR7 par les lymphocytes T CD4" dans les deux
fractions positive et négative obtenues aprés réalisation d’un tri CCR7 sur la fraction
négative résultant du tri simultané CD8-CD19 (a) au Programme « Possel » et (b)
Programme « Possel-s ».

Le pourcentage de lymphocytes T CD4" exprimant le marqueur CCR7 dans la
fraction négative est plus élevé avec le programme « Possel » (26% contre 4,3% et
1% avec le programme « Possel-s ») (Figure 24, Tableau 11). Pour autant, cela reste
conforme nos exigences. Notre choix s’est finalement porté sur le programme
« Possel » car il permettra de réinjecter un petit contingent de lymphocytes T CD4"
potentiellement alloréactifs (13% contre 6,6% avec le programme « Possel-s ») et |l

optimise la préservation des lymphocytes NK.

73



ROGEAU Stéphanie Ill - RESULTATS

T CD4" | TCD4" NK NK | CCR7*

(% de T4 (% de T4 (% de NK (% de (% sur
dans initiaux) dans NK T4)
fraction — fraction — | initiaux)
du tri 8 et du tri 8 et
19) 19)

Fraction + 65% 43% 3,7% | 2,9% 82%

csps | P9
Possel-s
Fraction - 12% 8,4% 72% 57% 1%
Fraction + 60% 47% 1% 0,6% 97%
Pg
Possel
Fraction - 16% 13% 98% 57% 26%
CSP9
Fraction + 70% 55% 3% 1,7% 94%
Pg
Possel-s

Fraction - 8,4% 6,6% 46% 26% | 4,3%

Tableau 11 : Proportions des populations lymphocytaires T CD4" et NK dans les fractions
positives et négatives suite au tri CCR7 réalisé sur la fraction négative issue du tri simultané
CD8-CD19 par rapport aux T CD4" et NK dans la fraction négative du tri simultané et par
rapport aux T CD4" et NK initiaux et proportions de lymphocytes T CD4" exprimant CCR7
dans les différentes fractions suite au tri CCRY.

3.3. Caractéristiques globales du greffon aprés les deux étapes de tri (CD8-
CD19 puis CCR7)

Lorsqu’on fusionne la fraction positive du tri simultané CD8-CD19 et la fraction
négative du tri CCR7, on confirme les résultats en matiére de proportions de cellules.
Ces valeurs correspondent au traitement d’'un échantillon de 1 mL d’'une poche de
CSP (Figure 25).
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Millions CSP9
25,0
20,0
HCD34+
15,0 -
BNK
10,0 - B
mT8
50 ° T4+
0,16 IP+ 007 p+ CCR7+
IP- R ET4+
0,0 CCR7-
Avant tri Aprés tri
75% des T4 sont CCR7* 27% des T4 sont CCR7*

Figure 25 : Composition cellulaire d’un échantillon de 1 mL de CSP avant et apres traitement
par la stratégie de tri choisie : tri CD8-CD19, programme « Possel-s » puis tri CCR7,
programme « Possel ».

Aprés avoir simulé la reconstitution d’'un échantillon de 1 mL de CSP avec la
stratégie de tri choisie, nous avons extrapolé ces données a la totalité de la poche de
la CSP9 (Figure 26). Ceci a été possible car nous disposions des informations
concernant le volume prélevé de la poche (CSP9), a savoir 292 mL ainsi que le poids
du malade l'ayant recu (67 kg). Ainsi nous aurions pu réinjecter théoriquement
47.10° T CD8%/kg, 41.10° B/kg, 17.10° NK/kg et 6,4.10° CD34* IP/kg a l'issue du
protocole de tri. Ces quantités sont proches de celles disponibles dans la poche
avant tri & I'exception des lymphocytes T CD4" (11.10° T CD4'/kg) pour lesquels
nous avons déplété la majorité des lymphocytes T CD4" CCR7" (Figure 26).
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Avant tris

1061 millions de CMN/kg
85 millions de T CD4*/kg
63 millions de T CD8*/kg

51 millions de B/kg

23 millions de NK/kg
9,5 millions de CD34*/kg

8,8 millions de CD34" IP-/kg

11 millions de T CD4*/kg
47 millions de T CD8*/kg
41 millions de B/kg
17 millions de NK/kg
6,7 millions de CD34%/kg
6,4 millions de CD34" IP-/kg

Figure 26 : Composition de la poche avant tri et apres la stratégie de tri choisie pour dépléter
les lymphocytes T CD4" CCR7" (a savoir tri CD8-CD19 simultané puis tri CCR7 sur la
fraction négative issue du tri simultané) rapporté au volume total de la poche et au poids du
patient greffé a partir de cette CSP.

Enfin, si on s’intéresse aux rendements des différentes populations cellulaires
a 'issue de la stratégie de tri choisie pour dépléter les lymphocytes T CD4" CCR7",
on peut conclure que nos objectifs sont atteints : plus de 70% pour 'ensemble des
populations cellulaires (T CD8", B, NK, CD34") (Figure 27). La population ciblée par
notre stratégie de tri est déplétée a hauteur de 95% (14,7.10° T CD4* CCR7"/mL
dans I'échantillon avant tri et 0,7.10° T CD4" CCR7*/mL aprés tri) (Figure 25), ce qui
satisfait notre critére de déplétion d’au moins 80% des lymphocytes T CD4" CCR7".

On aurait pu s’attendre a une concentration de 4,9.10°/mL en lymphocytes T
CD4" CCR7" dans I'échantillon aprés tri or elle n’est que de 1,8.10%/mL (Figure 25).
Ceci s’explique par le fait que les lymphocytes T CD4" CCR7 sont les cellules les
plus fragiles et que les pertes générées par les multiples étapes de fris,
centrifugations et lavages sont importantes. |l sera difficile de faire mieux en matiére
de préservation de ces cellules, leur fragilité ayant déja été constatée au préalable
par I'équipe. Cependant, on conserve un pourcentage de cellules T CD4" CCR7"

suffisant pour que ces cellules assurent leur role.
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CSP9
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Figure 27 : Rendements des différentes populations cellulaires a l'issue de la stratégie de tri
choisie pour dépléter les lymphocytes T CD4" CCR7®, & savoir tri simultané CD8-CD19,
programme « Possel-s » puis tri CCR7, programme « Possel » sur la fraction négative issue
du tri simultané.

Nous avons également évalué la viabilité des cellules progénitrices CD34"
grace a I'iodure de propidium, les cellules vivantes étant IP", car il est indispensable
de réinjecter des cellules fonctionnelles. La proportion de cellules progénitrices
CD34" IP* donc mortes diminue a lissue de la stratégie de tri (0,07.10°%/mL CD34"
IP* contre 0,16.10%/mL CD34" IP* avant tri (Figure 25)), ces derniéres étant éliminées
plus facilement lors des étapes de lavage. A l'issue de notre stratégie de déplétion, la
majorité des cellules progénitrices CD34" réinjectées sont donc fonctionnelles et
vivantes : 6,4.10° CD34" IP7/kg pour 6,7.10° CD34" totales/kg, soit 96% de viabilité
(Figure 26).

Cela nous améne a considérer aussi la viabilité de 'ensemble des populations
lymphocytaires réinjectées a lissue de notre stratégie de déplétion. Sur I'ensemble
des CSP manipulées, a I'issue de notre stratégie de tri, la viabilité cellulaire évaluee
avec l'iodure de propidium était toujours supérieure a 90% dans les différentes
fractions destinées a étre fusionnées dans I'idée d’'une réinjection. A titre d’exemple,

voici les données de viabilité lymphocytaire sur la CSP9 qui a permis d’arréter notre
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stratégie de tri définitive pour dépléter les lymphocytes T CD4" CCR7". Dans la CSP
initiale avant tout tri, on constate une viabilité lymphocytaire de 94,7% (5,3% de
lymphocytes IP*) (Figure 28). A lissue de la stratégie de tri, on retrouve 8,5% de
lymphocytes IP* dans la fraction positive du tri simultané CD8-CD19 pour un total de
21,6.10° lymphocytes/mL et 1,5% de lymphocytes IP* dans la fraction négative du tri
CCR7 pour un total de 4,9.10° lymphocytes/mL (Figure 28). Par conséquent, on en
déduit que 7,2% des lymphocytes sont IP* dans I'échantillon aprés le protocole de tri,
soit une viabilité proche de 93% des lymphocytes réinjectés (donc supérieure a
90%). Cette proportion de 7,2% est proche de celle retrouvée avant toute
manipulation (5,3%), on peut donc en déduire que notre protocole de tri n'altére pas
la viabilité des cellules. La différence entre les proportions de lymphocytes IP* dans
les fractions positive du premier tri et négative du second tri s’explique par le fait que
les cellules mortes ont tendance a étre plus retenues par la colonne magnétique

méme si elles ne sont pas marquées et donc a se retrouver dans la fraction positive.

. . ) F- récupérée a l'issue
CSP avant tri F+ du tri CD8 -CD19 du tri CCR7

[Ly] lodure de Propidium [Ly] lodure de Propidium [Ly] lodure de Propidium
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Figure 28 : Etude de la viabilité lymphocytaire par cytométrie en flux sur échantillon de CSP
avant tri et sur chacune des fractions destinées a étre réinjectées apres tri simultané
CD8-CD19 suivi du tri CCRY7 sur la fraction négative issue du premier tri. Les cellules mortes
sont IP*. (F+ : fraction positive, F- : fraction négative)

On peut donc en conclure que les cellules seront réinjectées vivantes a l'issue
de notre stratégie de déplétion en lymphocytes T CD4" CCR7".

3.4. Résumé

L’ensemble de ce travail a donc permis de mettre au point in vitro sur des
petits échantillons de CSP une stratégie automatisée de déplétion en lymphocytes T
CD4" CCR7" de greffons de CSP. Il s’agit donc d’un tri simultané CD8-CD19 a
I'issue duquel la fraction positive est mise de c6té en vue d’étre réinjectée suivi d’'un
tri CCRY7 s’appliquant sur la fraction négative du tri simultané. La condition pour le tri

simultané CD8-CD19 est de travailler aux concentrations en billes conformes aux
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recommandations fournisseur (20 uL billes CD8/10” CMN et 20 uL billes CD19/10’
CMN) avec le programme de tri plus sensible « Possel-s ». Pour le tri CCRY7, il faut
aussi utiliser les concentrations en réactifs conformes aux recommandations
fournisseur (10 pL d’anti-CCR7 biotinylé/10” CMN, 20 uL de billes anti-biotine/10’
CMN) et nous avons défini qu'il fallait employer le programme de tri « Possel » sur
I'AutoMACS Pro.
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IV- DISCUSSION

Au cours de ces dernieres années, la greffe haploidentique s’est beaucoup
développée notamment avec les avancées de I'équipe de John Hopkins a Baltimore
et l'introduction de cyclophosphamide (Endoxan®) dans I'immunosuppression post-
greffe (28,29). Néanmoins, des progrés restent encore aujourd’hui a faire pour
maitriser totalement I'alloréactivité majeure dans ce contexte, la réaction de GVH
aigué qui en découle et la toxicité du cyclophosphamide. De nombreuses équipes
ont travaillé sur cette question car la greffe familiale haploidentique représente une
alternative intéressante pour pres de la moitié des candidats a la greffe, ne disposant
pas de donneur HLA-identique (20). Ainsi des essais de déplétion en lymphocytes
CD3" et CD19" (69) ou en cellules T naives CD45RA" (77) ont été réalisés.
Cependant ces derniers n’ont pas atteint les objectifs espérés en matiére de
réduction d’incidence de la GVH aigué ou ne présentent pas encore un recul
suffisant pour conclure et juger de I'efficacité. De plus, ces stratégies déplétent des
cellules mémoires indispensables pour protéger le patient du risque infectieux en
post-greffe. C’est dans ce contexte que se place I'objectif original de notre travail :
dépléter sélectivement les lymphocytes T CD4" CCR7" naifs et centraux mémoires
alloréactifs des greffons haploidentiques de CSP tout en préservant 'ensemble des
autres populations cellulaires et notamment les lymphocytes T CD4" mémoires
effecteurs et les lymphocytes T CD8", indispensables a leffet GVL, a la
reconstitution immunitaire rapide (82,83) et au maintien de I'immunité anti-infectieuse
(84).

En effet, notre équipe a constaté qu’une proportion élevée de lymphocytes T
CD4" CCR7" dans un greffon constituait un facteur de risque de survenue, précocité
et séverité de la GVH aigué (78) et que leur déplétion partielle et sélective in vitro
n’altérait pas la qualité de la réponse anti-infectieuse virale acquise (84). Ce travail
en lui-méme a consisté a établir, in vitro sur échantillons de CSP, la stratégie de tri a
utiliser pour dépléter sélectivement les greffons en lymphocytes T CD4" CCR7"
(déplétion d’au moins 80%) sans impacter les autres populations cellulaires en vue
d’'une transposition ultérieure en clinique (objectif de conservation a hauteur de
70%).

Initialement la stratégie que nous avions envisagée pour dépléter les greffons

haploidentiques de CSP en lymphocytes T CD4" CCR7" consistait en une double
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sélection positive. L'idée était de sélectionner les lymphocytes T CD4" dans un
premier temps puis, dans un deuxiéme temps, sélectionner la population CCR7" au
sein de ces lymphocytes T CD4". Aprés avoir évalué le tri CD4 qui se révélait étre
tout a fait efficace, nous avons été confrontés a un obstacle majeur: le
non-détachement des billes magnétiques couplées aux anticorps anti-CD4 de la
surface des lymphocytes T CD4" (Figure 29). Cette difficulté n'avait pas été
suspectée au préalable. Initialement, notre seule problématique était de ne pas
déclencher l'activation in vitro des cellules avant leur réinjection au patient et de
procéder au deuxiéme tri dans les meilleurs délais, avant I'administration
programmeée de cyclophosphamide a J3. Dans cette situation, il était impossible de
programmer un second tri CCR7 puisque toutes les cellules CD4" étant recouvertes
de billes, la colonne de tri est dans l'incapacité de distinguer la population CD4"
CCR7" de la population CD4" CCR7. Nous avons essayé d'agir sur différents
parametres pour favoriser le détachement des billes: le délai de culture, la
concentration des billes couplées aux anticorps anti-CD4 utilisée, des étapes de
centrifugation, mais aucun de ces facteurs ne s’est révélé suffisamment efficace pour

permettre la réalisation d’'un second tri CCRY7.

Sélection positive

par billes CD4
F + Culture des cellules CD4*
cellules CD4* = pour permettre le
_eNek détachement des billes
F - N .

&~ Condition
cellules non CD4* > indispensable
destinées a étre .

injectées au Billes
receveur
v
| 2éme tri CCR7 envisagé
permettre la Tt 4:_ TreTTTTTTTTTTT
pOS réinjection F - P F <= extraire les cellules
+ - ! 1
% 4___9_Df1__(:_98_7____________________.' [EPR » CCR7+ au sein
0 des cellules CD4*

Figure 29 : Stratégie de tri initiale : double sélection positive CD4 CCR7 testée sur
échantillons de CSP et impasse due au non-détachement des billes a la surface des
lymphocytes T CD4".
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Une solution alternative existe pour détacher les billes : elle repose sur
I'utilisation du kit Multisort (Miltenyi Biotec, Allemagne) dans lequel une enzyme vient
cliver les billes magnétiques a la surface des lymphocytes T CD4*. Cependant tous
nos choix dans l'établissement de la stratégie de tri ont été guidés par une
application future en clinique, chez ’'Homme. Or ce kit Multisort n’est utilisable qu’en
recherche et ne peut étre utilisé chez 'Homme. Cette idée pour détacher les billes
était donc a prohiber dans la mise au point de la stratégie de tri. Nous avons alors
envisageé un tri simultané CD4 CCR7 en réglant différents paramétres pour favoriser
leur attraction sélective. Malgré nos efforts, cette stratégie triait également une part
non négligeable des lymphocytes T CD8" et B. Elle a donc été abandonnée car elle
faisait perdre I'originalité de notre projet si les cellules impliquées dans le maintien de

limmunité anti-infectieuse ne pouvaient étre préservées.

En reprenant la littérature sur les essais de déplétion, nous nous sommes
apergus que la double sélection positive comportait bien un obstacle majeur car a ce
stade, aucune équipe n’avait réussi a la mettre en place en pratique. Toutes ont
recours a des stratégies alternatives. Ainsi, Federmann et al., dans leur essai de
déplétion des lymphocytes CD3" et CD19" ne réalisent qu’un seul tri (69). Et lorsque
deux tris sont réalisés, elles n'ont pas recours a une double sélection positive. De
méme, quand Bleakley et al. ont développé la déplétion en lymphocytes T CD45RA",
ils ont opté pour une premiére sélection positive des cellules progénitrices CD34"
(qui expriment CD45RA) en vue de les préserver puis, sur la fraction négative issue
du premier tri, ils réalisent une déplétion des cellules CD45RA" (Figure 30 (a)). Cette
stratégie est peu spécifique car elle ne permet pas de préserver la majorité des
lymphocytes B et NK qui expriment également le marqueur CD45RA (75). Shook et
al., dans cette méme impossibilité de réaliser une double sélection positive, ont
contourné différemment ce probléme. Deux prélévements de CSP sont réalisés chez
les donneurs par cytaphérése sur deux jours conseécutifs : le premier subit une
déplétion CD3 pour éliminer tous les lymphocytes T et la deuxiéme poche subit un tri
CD45RA pour éliminer toutes les cellules T naives (mais conduisant aussi a
I'élimination d’'une partie des B, NK et cellules progénitrices CD34", qui sera
compensée par la premiére poche dans laquelle ces cellules n'ont pas été impactées
par le tri CD3). A lissue de ces deux tris, les deux poches sont poolées pour étre
réinjectées chez le receveur (77). Ainsi Shook et al. emploient une voie détournée

pour échapper au probléme de la double sélection positive (Figure 30 (b)).
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Figure 30 : Stratégies de tri utilisées dans d’autres essais cliniques pour contourner le
probléeme de la double sélection positive. (a) Sélection positive des cellules progénitrices
CD34" puis déplétion des cellules CD45RA™ sur la fraction négative du premier tri (75).
(b) Séparation en 2 poches de CSP pour réaliser d’une part un tri positif CD3 et d’autre part
un tri positif CD45RA (77). (Pg : programme)

Devant cette impasse, nous avons congu une stratégie basée sur la
préservation d’emblée des cellules CCR7" d'intérét. Ainsi, la premiére stratégie
alternative concue repose sur le tri des lymphocytes T CD8" dans un premier temps,
permettant de préserver immédiatement les lymphocytes T CD8" dans la fraction
positive en vue de les réinjecter au patient, et dans un deuxi€éme temps le tri CCR7
sur la fraction négative issue du premier tri (Figure 31). Cette stratégie présente le
double avantage de s’affranchir du non-détachement des billes magnétiques a la
surface des cellules mais également de I'étape de culture. En effet, cette derniere
était un point délicat de notre premier protocole puisqu’elle conduisait a une
réinjection décalée des lymphocytes T CD4" CCR7 chez le receveur. Or une
injection de cyclophosphamide a J3 sera incluse dans le protocole clinique. Une
réinjection d’'une fraction de cellules trop rapprochée de [linjection de

cyclophosphamide représentait un risque d’'une destruction rapide de ces cellules.

Un tri CCRY7 sur la fraction négative issue d’un premier tri CD8 nous a révéle
une nouvelle difficulté : les lymphocytes B étaient en grande partie éliminés dans le
tri CCRY du fait de leur expression de ce marqueur et ne pourraient par conséquent

pas étre réinjectés au receveur dans cette stratégie (Figure 31).
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Figure 31 : Stratégie de tri alternative faisant intervenir un tri CD8 suivi d’un tri CCR7 sur la
fraction négative issue du premier tri. Le probléme majeur de cette stratégie repose sur le tri
des lymphocytes B en grande partie dans le tri CCR7.

La question s’est alors posée de I'impact d’'une perte d’'une grande partie des
cellules B du donneur. Dans la littérature, I'impact et le réle des lymphocytes B dans
la GVH aigué sont contradictoires. Ainsi, dans un modele murin, il semble que les
lymphocytes B du donneur soient associés a un risque de GVH aigué diminué de par
leur sécrétion d’IL-10 (95), alors que lori et al. ont montré une association forte entre
un nombre élevé de lymphocytes B CD20" dans un greffon de CSP et un risque
accru de GVH aigué et de mortalité liée a la greffe (96). Plus précisément il semble
que ce sont plutét les progéniteurs B, les prolymphocytes B en grande quantité dans
un greffon de moelle osseuse qui sont associés a risque diminué de GVH aigué. En
effet, la différenciation B en lymphocytes B matures dans I'environnement médullaire
du receveur contribuerait a I'émergence de cellules B tolérantes qui exerceraient
leurs fonctions régulatrices sur les lymphocytes T. A linverse, les greffons de CSP
qui contiennent majoritairement des B matures se comportant comme des cellules
présentatrices d’antigénes pour les lymphocytes T expliquent ainsi leur réle dans
l'incidence de la GVH aigué (97). De méme Storek et al. ont montré qu’un faible
nombre de précurseurs B chez le receveur aprés allogreffe était associé a un risque
plus élevé de GVH aigué et chronique (98). Enfin le réle des lymphocytes B comme
cellules régulatrices dans I'autoimmunité a aussi été décrit (99). Shimabukuro et al.,

dans une revue de la littérature reviennent en détail sur le réle des lymphocytes B
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dans la greffe de CSH et notamment sur leur réle ambivalent dans la GVH aigué
(Figure 32) (100). lls montrent également que les receveurs de CSH sont a risque
élevé d’infections en particulier a germes encapsulés en raison des faibles niveaux
en immunoglobulines et de la lente reconstitution du compartiment B. Ainsi ne pas
préserver les lymphocytes B augmenterait le risque d’infections. Dans l'article de
Federmann et al., relatant I'essai clinique de déplétion des greffons haploidentiques
en lymphocytes T et B, on constate la part importante de décés liés a une infection
(26% des patients, 16/61) alors que parallélement la diminution de la GVH n’a pas

atteint I'objectif espéré (69).
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Figure 32 : Rble ambivalent des lymphocytes B dans la GVH. Par la production d’anticorps
les lymphocytes B peuvent activer le complément et la phagocytose. De plus, ils sont
capables de sécréter un grand nombre de cytokines proinflammatoires et ainsi activer un
grand nombre de cellules impliquées dans la GVH ou dans sa régulation. Les lymphocytes B
se comportent également comme des CPAg pour les lymphocytes T, acteurs principaux de
la GVH aigué. D’autre part les lymphocytes B peuvent aussi se comporter comme cellules
immunorégulatrices induisant ainsi une tolérance des lymphocytes T (100).

Ces données, plutdt contributives a une stratégie de réinjection des cellules B
du donneur, sont néanmoins a nuancer avec le risque potentiel de favoriser la
survenue de lymphome induit chez le receveur. En effet, les lymphocytes B jouent un
réle pathogéne non négligeable dans les maladies lymphoprolifératives post-
transplantation (PTLD) liées notamment a des infections a EBV (101). Le risque de
PTLD est d’autant plus élevé que le greffon est déplété en lymphocytes T (102).
Cette pathologie est notamment associée a un taux de mortalité trés important et

dépléter les lymphocytes B des greffons en écarterait le risque. Cependant cette
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pathologie reste rare avec un risque de PTLD apparemment plus élevé chez I'enfant
que chez 'adulte (101,102). En effet, la proportion de sujets séronégatifs pour 'lEBV
est plus importante chez les enfants, la population adulte étant en trés grande

majorité séropositive pour 'EBV.

Au vu de I'ensemble de ces données, nous avons décidé de préserver les
lymphocytes B pour pouvoir les réinjecter au receveur. Ainsi, notre stratégie initiale
de dépléter sélectivement les greffons haploidentiques en lymphocytes T CD4"
CCRT7" reste respectée. Cela nous permettra d’attribuer la diminution de la fréquence
et de la sévérité de la GVH aigué a la déplétion de cette unique population CD4"
CCRT7". Il conviendra de ce fait d’étre particuliérement vigilant au risque de maladie
lymphoproliférative post-transplantation chez les trés rares receveurs séronégatifs

pour 'EBV que nous pourrions avoir dans I'essai clinique ou a I'avenir.

La stratégie finale adoptée comporte ainsi un premier tri simultané CD8-CD19,
permettant de préserver immédiatement les lymphocytes T CD8" et B en vue de les
réinjecter ultérieurement au receveur. Dans la suite immédiate de ce premier tri, un
tri CCR7 sur la fraction négative est mis en ceuvre. A l'issue de ces deux tris, les
fractions positive du premier tri et négative du second tri sont réunies en vue de
reconstituer notre greffon (Figure 33). Cette stratégie, comme vu dans les résultats,
préserve 'ensemble des populations cellulaires du greffon a hauteur d’au moins 70%
a l'exception bien évidemment des lymphocytes T CD4" CCR7" dont I'élimination

dépasse 80%.
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Figure 33 : Stratégie de tri finale mise au point sur échantillons de CSP faisant intervenir un
tri simultané CD8-CD19 suivi d’un tri CCR7 sur la fraction négative issue du premier tri.

A ce stade, seuls deux échantillons de CSP ont fait 'objet de cette stratégie
de tri et il convient de vérifier la reproductibilité de notre stratégie de tri sur un plus
grand nombre d’échantillons. Ainsi sur les futurs échantillons de CSP, on évaluera la
composition cellulaire en cellules progénitrices CD34" et immunocompétentes avant
et aprés tri par cytométrie en flux. Pour les cellules progénitrices CD34", I'exigence
est une préservation d’au moins 70% par rapport au greffon initial et/ou au moins
3.10° CD34%/kg dans la poche par extrapolation. Nous savons que pour nos essais
sur échantillons de CSP avec 'AutoMACS Pro, nous travaillons dans des conditions
stringentes. En effet, le CIiniMACS, validé pour le tri a usage clinique, est un circuit
fermé contrairement a 'AutoMACS Pro. De ce fait, nous aurons moins de pertes
cellulaires lors du passage sur poches. De plus lors de la mise au point sur
échantillons de CSP, nous avons parfois été amenés a travailler avec des
échantillons a J2 post-prélevement puisque ces greffons provenaient parfois
d’Allemagne ou des Etats-Unis. Dans le cadre de I'essai clinique, nous serons dans
des conditions de délai maitrisé : en effet, la greffe haploidentique étant une greffe
familiale, la prise en charge du greffon pour le tri sera programmable dés la

cytaphérése effectuée. Enfin, en travaillant sur CSP, nous pourrons ajuster le
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prélévement des donneurs pour étre au dessus du seuil de 3.10° CD34"/kg dans la

poche aprés tri.

Notre perspective immédiate aujourd’hui, outre d’asseoir la reproductibilité de
nos tris, est de s’assurer de la bonne fonctionnalité de nos cellules au sein de notre
greffon reconstitué a I'issue des deux tris. Pour ce faire, une fraction de I'échantillon
de CSP avant tri et une autre récupérée apres tri seront mises en culture pour
comparer la fonctionnalité des progéniteurs, 'immunité anti-infectieuse et la réponse

alloréactive (Figure 34).

Avant tri:
- Composition cellulaire de I'échantillon par cytométrie en flux (cellules progénitrices CD34+, cellules immunocompétentes)
- Culture des progéniteurs hématopoiétiques (CFU-GM, BFU-E)
- Evaluation de I'immunité anti-infectieuse
- Evaluation de la réponse alloréactive
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Aprés tri:
- Composition cellulaire de I'échantillon par cytométrie en flux (cellules progénitrices CD34+, cellules immunocompétentes)

- Culture des progéniteurs hématopoiétiques (CFU-GM, BFU-E)
- Evaluation de I'immunité anti-infectieuse
- Evaluation de la réponse alloréactive

Figure 34 : Evaluation de la stratégie de tri choisie pour dépléter les lymphocytes T CD4"
CCRY7" sur échantillons de CSP.

L’étude de l'immunité anti-infectieuse se fera par culture des CMN avant et
aprés tri en présence de peptides viraux (HTLV1, adénovirus, CMV, EBV) (84). A
l'issue de la culture, on évaluera la capacité des cellules a produire de I'lFNy et donc
a répondre a un agent infectieux (Figure 35). Nous espérons un maintien de la
production d’IFNy avant et aprés tri et donc un maintien de l'immunité anti-

infectieuse.
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Figure 35 : Stratégie d’évaluation de la réponse anti-infectieuse avant et aprés procédure de
déplétion des lymphocytes T CD4" CCR7". On s’attend & un maintien de la réponse anti-
infectieuse aux différents peptides viraux aprés tri. (HTLV1 : Virus T-Lymphotropique Humain
de type 1, Adv : Adénovirus, CMV : Cytomégalovirus, EBV : Epstein Barr Virus)

La réponse alloréactive avant et aprés tri sera évaluée par culture des CMN
issus des échantillons non triés et triés en présence de cellules dendritiques
allogéniques. A l'issue de la culture, on s'intéressera a la capacité alloréactive des
cellules de la méme fagon que précédemment, c’est-a-dire par évaluation de la
capacité des cellules a produire de I'lFNy (Figure 36). Nous nous attendons a une
diminution de la production d’'IFNy a partir de I'échantillon trié afin de montrer qu’on a

bien une diminution de la réponse alloréactive par déplétion des lymphocytes T CD4"
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CCRT" et qu'on peut donc bien espérer une diminution de la GVH aigué chez les

receveurs.
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Figure 36 : Stratégie d’évaluation de la réponse alloréactive avant et aprés procédure de
déplétion des lymphocytes T CD4® CCR7". On s’attend & une diminution de I'alloréactivité
aprés tri. (CD : Cellules Dendritiques)

Une fois tous ces résultats obtenus et I'évaluation de la stratégie de déplétion
validée sur échantillons, nous transposerons la stratégie de tri sur poches
décongelées destinées a la destruction sur le CIliniMACS (Miltenyi Biotec,
Allemagne). Les mémes criteres d’évaluation et de validation seront requis
(Figure 34) et la stérilité de la poche triée sera en plus exigée avant le passage a un
essai clinique de phase l/ll. Le passage a I'essai clinique nécessitera des démarches
administratives pour la qualification d’un lot de réactifs du tri CCR7 au grade clinique.
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Par ce travail, nous avons réussi a mettre au point un protocole de ftri
automatisé pour dépléter les échantillons de greffons haploidentiques de CSP en
lymphocytes T CD4" CCR7" sur 'AutoMACS Pro. Tous les choix effectués ont été
guidés par une application future en clinique. Ainsi, notre stratégie définitive est
basée sur un tri simultané CD8-CD19 suivi d'un tri CCR7. Mé&me si 'emploi de 3 tris
alourdit le cout de la procédure, cette option était la seule garantissant le respect de

nos objectifs initiaux.
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Figure 37 : Chronologie du projet de déplétion des greffons de CSP en lymphocytes T CD4*
CCRT".

Nous démarrons a présent I'étape de validation de cette stratégie de tri en
matiére de respect des criteres de composition cellulaire, avant et aprés tri, de
maintien de la fonctionnalité des progéniteurs hématopoiétiques, maintien de
limmunité anti-infectieuse et diminution de [lalloréactivité (Figure 37). Apres
validation de 'ensemble de ces points sur échantillons de CSP, la procédure sera
testée sur poches de CSP destinées a la destruction. Lors du passage sur poches, la
stratégie de tri sera transposée sur le CliniMACS, équivalent clinique de 'AutoMACS
Pro. L'utilisation préalable du CliniMACS dans divers essais cliniques de déplétion a
travers le monde nous conforte dans la faisabilité de la réalisation de notre essai et
de l'application de notre stratégie. Bien qu’historiquement ce sont les greffons de
moelle osseuse qui étaient préférés dans la greffe haploidentique, cet essai vise a
utiliser des greffons de CSP, plus riches, se prétant mieux a des stratégies de
déplétion et offrant la possibilité d’'une poche de secours lors de I'essai clinique. Le
potentiel de ce projet est donc important puisqu’il vise des greffons de CSP et la

greffe haploidentique, aux options en pleine expansion.

L’objectif a une échéance de 2-3 ans est la mise en ceuvre d'un essai clinique
de phase l/ll en collaboration avec le service des Maladies du Sang de I'Hépital

Huriez du CHRU de Lille et 'EFS Nord de France.
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Par cette approche, nous attendons une diminution de la GVH aigué chez les
receveurs et a terme une diminution du recours au cyclophosphamide dans
limmunosuppression post-greffe, limitant de par sa toxicité les indications de la
greffe haploidentique chez les patients présentant des comorbidités. Ainsi, par la
limitation de I'emploi du cyclophosphamide, nous espérons étendre l'accés a la
greffe haploidentique a un plus grand nombre de patients ne disposant pas

aujourd’hui de donneurs HLA-compatibles 10/10.
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Annexe 1 : Protocole final de déplétion d’un échantillon de CSP
en lymphocytes T CD4* CCR7" (traitement de 100.10° CMN) :

Tri CD8-CD19 puis tri CCR7

1) Prendre un échantillon de CSP équivalent & 100.10° CMN

2) Dilution de I'échantillon dans 5 mL de tampon -> Filtration -> lavage du filtre avec

5 mL de tampon -> récupération dans un Falcon de 15 mL
3) Centrifugation 300g pendant 10 min -> récupération du culot
4) Resuspendre le culot dans 80 pl tampon/10” CMN
5) Tri CD8-CD19
a. 20 pl billes CD8/10’CMN + 20 ul billes CD19/10” CMN
b. Bien mélanger et incuber 15 min a 4°C au réfrigérateur

c. Dilution et reprise dans du tampon pour un volume final de 500 ul

tampon/10® CMN (si nécessaire)

d. Mettre le tube sur 'AutoMACS Pro, programme Possel-s

e. Fraction négative (2 + volume initial introduit sur ’AutoMACS ml)
Fraction positive (2 ml)
Réalisation des immunophénotypages sur chaque fraction

f. Garder la fraction positive en vue de la mélanger a la fraction négative a

l'issue du tri CCRY7 et faire les immunophénotypages

6) Centrifugation 300G 10min de la fraction négative pour passer au tri CCR7

-> récupération du culot
7) Tri CCR7
a. Resuspendre le culot dans 100 pl tampon/10” CMN

b. 10 ul CCR?7 biotine/10” CMN
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c. Incubation 10 min a 4°C au réfrigérateur

d. Lavage des cellules : ajout de 1-2 mL de tampon/10” CMN et centrifugation

300G 10 min -> récupération du culot
e. Resuspendre le culot dans 80 pl tampon/10” CMN
f. 20 pl billes anti-biotine/10” CMN
g. Bien mélanger et 15 min d’incubation a 4°C au réfrigérateur

h. Remettre en suspension dans gsp 500 pl de tampon/10® CMN (si

nécessaire)
i. Mettre le tube sur TAutoMACS Pro, programme Possel
j-  Récupération de toutes les fractions :
Fraction négative (2 + volume initial introduit sur ’AutoMACS ml)
Fraction positive (2 ml)
Immunophénotypages sur chaque fraction

8) Mélange de la fraction positive du tri CD8-CD19 et de la fraction négative du
tri CCR7
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Annexe 2 : Validation par cytométrie en flux de la spécificité du
tri CD8-CD19 puis du tri CCR7 incluant le contréle de la viabilité
cellulaire et la préservation des cellules progénitrices CD34" :

A. Caractéristiques cellulaires de la CSP9 avant tri

1) Immunophénotypage standard permettant de distinguer les populations
lymphocytaires T CD4*, TCD8*, B et NK.
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CD45 RAFITC
3) Immunophénotypage 4) Immunophénotypage explorant les
explorant la viabilité des cellules progénitrices CD34* et leur
lymphocytes. viabilité.
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B. Caractéristiques cellulaires de la fraction positive du tri CD8-CD19 (CSP9)

1)

lymphocytaires T CD4*, TCD8*, B et NK.
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C. Caractéristiques cellulaires de la fraction négative du tri CCR7 (CSP9)

1) Immunophénotypage standard permettant de distinguer les populations
lymphocytaires T CD4*, TCD8*, B et NK.
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Résumé :

Introduction : En allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, la greffe
haploidentique se présente de plus en plus comme une alternative lorsqu’un
receveur ne dispose pas de donneur HLA-identique. L'immuno-incompatibilité est
élevée dans cette greffe intra-familiale et, pour limiter la réaction du greffon contre
I'héte, des traitements immunosuppresseurs lourds sont administrés chez le patient
en post-greffe, tels que le cyclophosphamide, molécule cardiotoxique. Différentes
alternatives sont a I'étude pour maitriser I'alloréactivité de ce type de greffon. Dans
ce contexte, notre objectif est d’élaborer un protocole de déplétion partielle et
sélective en lymphocytes T CD4" CCR7" des greffons haploidentiques de Cellules
Souches Périphériques. Leur proportion élevée au sein d'un greffon expose a un
risque accru de réaction aigué du greffon contre ’h6te. Matériel et méthodes : Les
procédures de tris des lymphocytes sont automatisées sur 'AutoMACS Pro (Miltenyi
Biotec). Les rendements des tris sont évalués par analyse immunophénotypique par
cytométrie en flux. Résultats : La stratégie d’'un double tri positif CD4 CCR7 pour
éliminer les lymphocytes T CD4" CCR7" s’est avérée irréalisable en raison du
non-détachement des billes couplées aux anticorps anti-CD4 de la surface des
cellules CD4". Notre alternative a été de développer une stratégie reposant sur un tri
simultané CD8-CD19 suivi d'un tri CCR7 sur la fraction négative issue du premier tri.
Tous nos choix dans I'établissement de cette stratégie ont été guidés par une
applicabilité future en clinique. Conclusion et perspectives : Aprés avoir mis au
point le protocole de déplétion, il reste a vérifier que le greffon déplété remplisse les
conditions en matiére de préservation du nombre et viabilité des progéniteurs,
préservation de 'immunité anti-infectieuse et réduction du potentiel alloréactif. Ce
sont les prérequis pour envisager un passage a un essai clinique de phase I/Il.
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