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BRUNIQUEL Deni€FS | Induction de la tolérance contda GVH aigtie chez 'homme aprés ung 2006

Bretagne, RENNES greffe de cellules souches hématopoiétiques

FARGIBANCEL Autogreffe de cellules souches hématopoiétiques périphérigues verg 2006

Dominique - INSERM Cyclophosphatde IV mensuel dans la sclérodermie systémique sévé

U697- Hopital Sainrouis

FLORENS JeRrerre- Efficacité et valeur économique des registres de donneurs de cellule] 2006

Université de Toulouse | souches hématopoiétigues dans un contexte internadio

IVANOVIC ZoranEFS Préservation fonctionnelle des cellules CD34+ a 4°C en hypoxie et | 2006

Bordeaux hypercapnie

JANIN Anne Hopital Apoptose endothéliale au cours si&VH: Mécanismes de Iésion et 2006

SaintLouis, APHP réparation vasculaire, implications physiopathologiques.

TARTE KarinCHU de Traitement préventif de la réaction aigtie du greffon contre I'héte par| 2006

Rennes des cellules souches mésenchymates. Etude immunologique.

BORG ChristopheEFS Etude de I'implication de CX3CR1 dans l'initiation des réactions du | 2007

Bourgogne/Franche areffon contre I'hdte : Développement de stratégies thérapeutiques

Comté basées surltilisation d'anticorps monoclonaux ou sur la sélection de
greffons pour favoriser la tolérance des allogreffes

ROBINET EHEFS Amélioration de la reconstitution immunitaire post allogreffe 2007

Bourgogne/Franche hématopoiétigue sans induction de Gvh par injection de cellules T

Comté cultivées

TOUBERT Antoire Thymus et fonctions régulatrices de cellules hématopoiétiques chez| 2007

INSERM U662 Saint 'homme

Louis- APHP

COHEN Jés UPMC Utilisation thérapeutigue des Treg spécifiques dans la greffe de celly 2008
souches hématopoiétiques allogénigues chez la souris

GAUGLER BéatriceFS Role des cellules dentidriques plascytoides dans physiopathologie d§ 2008
la_ maladie du greffon contre I'hdte (GVHD)

VIEILLARD Vincer®itié- | Reconstitution des cellules NK aprés greffe de sang placentaire 2008

Salpétriere- APHP
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BENSOUSSAN Daniele | Production de lymphocytes T afatdénovirus pour immunothérapie 2009

CHUde Nancy

adoptive apres alogreffe de CSh : protocole clinique

IVANOVIC ZorarEFS
Aquitaine Limousin

Conservation a long et a cdauerme des cellules hématopoiétiques du
sang placentaire apres leur expansion ex vivo

2009

MOHTY Mohamad
Hématologie CHU de
Nantes

Evaluation a long terme des patients traités par allogreffe de cellules
souches hématopiétiques

2009

PIAGGIO Elianditié-
Salpétriere APHP

Induction de tolérance In vivo via l'injection d2L: Potentiel
thérapeutigue dans la prévention de la maladie du greffon contre I'h{

2010

CANQUE BrundNSERM
ADR 7

Optimisation de la recolonisation thymique aprées greffe de cellules
souches hématopoiétiqgues humaines

2011

GAGNE KatiegEFS Pays d
Loire

90dzRS NBUNRALISOUGADS Siité desreliulasME
dans la prise de greffe de double sang de cordon

2011

GAUGLER BéatriceEFS
Bourgogne Franche Com|

fand l&physiopathologie de la maladie du greffon cont

5
50

(0p)) w<

L f
QK

2011

STERKERS Ghisdain
Robert Debré APHP

Immunomonitoring du risque infectieux en transplantation de cellules
souches hématopoiétigues (CSH) pédiatrique

2011

CAILLAZUCMAN Sophie
Robert Debré APHP

Etude de lagconstitution des cellules MAIT (Mucogesociated
Invariant T cells) aprés allogreffe de cellules souches hématopoiétiq

2012

OKST tQSy ¥l yi
ELBIM CaroleINSERM Réponses fonctionnelles des Polynucléaires Neutrophiselsvis 2012
RQ! a1LJSNBAf f dzd FdzYA3dJl Gdza OKSIT  f
El-CHEIKH Jeannstitut 90 dzRS LIKI NXI O2O0AYSiGAIldzS Rdz . dza (2012
Paoli CalmettesMarseille | greffe allogéniguehez des patients a haut risque porteurs
ROKSY2LJ GKASa
HERMINE OlivielCNRS | Role et mécanismes immunomodulateurs des NKT invariants humai| 2012
Paris apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
IVANOVICdZan- EFS l YSEAZNI GA2Y GSOKYyAIldzS RS f QSE|2012

hématopoiétiques de sang placentaire de grade clinigue (utilisée pol
protocole de recherche clinique «<GRAPA»)

PERRUCHE SylvaltFS | Injection de cellules apoptotiques en allogreffe de cellules 2012
Besancgon hématopoiétigues, du laboratoire au lit du patient
RETIERE ChristelEFS | Role antileucémigue des cellules Natuiéiller médié par les KIR 2012

Pays de la Loire

activateurs
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CHAPEROT Laurer®&FS|a SOl vAaYS RQI OiGA2Z2Y SO 2LJiAYAaAal {2013
Modifiées par Photochimie (ICMP)

DI CRISTOFARO Julie |t SNBE 2y Yy Sa AaadzSa RS f QAYYAINI (]2013
Université AixMarseille banque de sang placentaire
GOODHARDT Michele Biomarqueurs épigénétique en greffe de cellules souches 2013
Université Paris Diderot | hématopoiétiqgues : implication dans les complications pstffe
MALLONE Roberto Une thérapie cellulaire T adoptive dans la greffe des cellules 2013
INSERM hématopoiétiques souche de sang placentaire
BENSOUSSANiele- Production de lymphocytes T aiirus pour immunothérapie adoptive | 2014

CHU de Nancy

aprés allogreffe de CSH : protocole clinique

GAGNE KatiegEFS Pays d
la Loire

Potentielanti-leucémique des cellules NK KIR3DL1+ de sang de cord
Application en doubl@reffe de sang de cordon

2014

MOREALGAUDRY Optimisation et sécurisation de la greffe de cellules souches 2014
Frangois Université de hémaopoiétiques a partir d'iPSCs humaines

Bordeaux

CANQUE BrundJMR Cartographie développementale du systéme immunitaire humain : | 2015

Inserm/UPVII/EPHE 1126
SaintLouis-APHP

implications pour la prise en charge des patients alldgsef

D'AVENI MaudUTCTF
CHU de Nancy

Ingénierie cellulaire par les cellules souches mésenchymateuses de
gelée de Wharton dans la réaction du greffon contre I'hote

2015

GUILLONNEAU Carele | Nouvelle immmunothérapie tolérogéne dans le traitement du rejet de | 2015
ITUN- INSERM U1064 INBEFFS RS OdidzNJ SG fF D15 FA3IN

CHU de Nantes

IVANOVIC ZorarEFS Réalisation des greffons hématopoiétiques a particebules CD34+ 2015

Bordeaux

récupérées par cytaphérese sans mobilisation et amplifiées ex vivo

LAUNAY DavidEA2686
Immunologie- Lille

Identification de cibles antigéniques spécifigues de la maladie du gr¢
contre I'néte chronjue sclérodermiforme comparé a la sclérodermie
systémique par une approche immunoprotéomique bidimensionnellg
fluorescence

2015

ROBIN Marie Impact du ruxolitinib sur les profils immunitag et hématologiques pré| 2015
Hématologie SaintLouis | allogreffe de moelle et post allogreffe de moelle chez les patients

-APHP atteints de myeélofibrose

CANQUE Bruno Aspects épigénétiques du développement hénpatigtique dans 2017

INSERM/UPVII/EPHE 11
Hépital Saird_ouis

I'espece humaine

MOREALGAUDRY
Frangois INSERM U1035

Bordeaux

Greffes de cellules souches hématopoiétiques dérivées d'iPSCs hun

2017
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OUDIN ClaireEA 3279 Incidence et description de la GvH chronique dans la population 2017
Marseille RQSY Tl via S IR2fSadSyia aANBTT
BRUNET DE LA GRANG| Signature génigue et métabolique des cellidesiches 2018
Philippe- BMGIG INSERM hématopoiétiques cultivées a basses concentrations d'oxygéene
U1035
HERMINE Oliviednstitut |9 1 dzZRS Rdz Nb £ S 1IKe&aAz2f 23AldzS RS|2018
Imagine cellules souches hématopoiétigues
RETIRE Christelle . FaSa AYYdzy23SySiGAldzSa Si LIKSy {2018
INSERM U1232CHU NK impliguées dans ['effet antileucémique
d'Angers
ROUARD HeleréNSERM| Sockage cryogénigue des greffons de cellules souches 2018
U9s55¢ APHP hématopoiétiques et maitrise du risque

CANQUE Bruno
Hématologie- SaintLouis
- APHP

Reconstitution de I'immunité humorale aprés transplantation de moe
osseuse

2019

DEPIL StéphanreCRCL
Lyon

Etude des rétrovirus endogénes humains aprées allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques: expression et impact immunitaire

2019

ZUBER JulieiNSERM
UMR_S 1163Institut

Ingénierie de cellules T réqulatrices par récepteur chimérique spécifi
du donneur en transplantation allogénique

2019

Imagine

BERNAUDIN Francoise | Comparaisonalond SNY S RS { Q@ dohatlie séeélraleR| 2020

CHI de Créteil apres greffe vs traitement standard chez les enfants drépanocytaireq

IRLA Magali CIML- Thérapie cellulaire basée sur des Treq déficients pour le géne 2021

Marseille feYLIK2G§2EAYS h VHR dzNJ LINBGSYy A NI R

SAULTIER Paul Etat de santé a long terme aprées greffe de cellules souches 2021

Hématologie- APHM KSYl 42112 OSGAljdzSa RlIya fQSyFlyo
leucémie aigué (SEGOLEN)

FORCADE Edouard Organisation lymphoide tertiaire au cours de la GVH chronique 2022

Immunoconcept UMR

CNRS 5164Bordeaux

GALAINE Jeanne Reprogrammation des cellules de sang placentaing [be 2022

UMR1098 RIGHT développement de thérapies cellulaires antitumorales allogéniques

Besancon

GUITART Adie - Métabolisme des cellules souches hématopoiétique au cours de 2022

INSERM U1035, Bordeay f Q| dzli 2 NBy 2 dzdst SYSy i

BOUAZIZ Jean Da- @l fdzZ- A2y RQdzy OAG6fl3S RQLCb! {2023

INSERM U976

Hopital saint Louis

compliquant la greffe de cellule souche hématopoiétique
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GAGNE KatieCRCI2ZNA
Nantes

Impact des polymorphismes des genes KIR, HLA de classe | classiq

non-classiques sur le devenir des greffes de CSH {idghtiques (étude

multicentrigue POLKA)

2023

PEFFAULT DE LATOUR|9 @ f dzF 6 A2y RQAYLJ Ol RS bSg{ LINKY2023
Régis Hématologie- RO OO2Y LI AYySYSyYid Rdz LI GASYH |
SaintLouis- APHP souches hématopoiétiques)

ROUZAIRE PalEA(UR) | NUTRIREG cellsy SELINB&&A2Y O2y Nkt SS |2023

CHELTER 7453 Universit

les lymphocytes T pour une utilisation en immunothérapie cellulaire

ClermontAuvergne
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Induction de la tolérance contre la GVH aigle chez I'nomme apres une greffe

de cellulesouches hématopoiétiques
BRUNIQUEL Denis - EFS Bretagne, RENNES

Retour tableau

Résumeé

Une des complications majeures de | 6allogreffe de
greffon contre | 0h*te (GVH). 11l a ®t ® montr ®, dans
(LTR) interviennent dans le contrble delaGVH.Le pr emi er objectif de | 6®t ud
démontrer que la population de LTR définie par la co-expression des molécules CD4, CD25 et CTLA-4

est i mpliqgu®e dans | a protection du patient contr e
condui sons une analyse prospective par cytom®trie d
cours de |l a reconstitution h®matopou®tique au cour s
+ Subvention Agence de la biomédecine 2005). En complément nous nous proposons dans ce projet de
d®t er miner | 6origine de ces LTR, par chi m®ri sme. N

LTR provenant du donneur ou du receveur vont avoi
tolérance du greffon aprés une greffe hématopoiétique allogénique. Aussi, nous nous attacherons a

®t udier |l a fonctionnalit® de ces LTR dans |l es diff
périphérique post-gr ef fe ° J30 que c¢ces HORnsaoareou déoceiveur .
LTR jouant probabl ement un rtle dans | a protection

test fonctionnel mis au point dans le laboratoire. Cette étude permettra de corréler la présence des LTR,

leurs origines et leur fonctionnalité & la protection contre la GVH. En fonction des résultats obtenus,

| 6utilisation de LTR du donneur ou du receveur comn
pour traiter la GVH.

Résultats

Noél, G., D. Bruniquel, B. Birebent, S. DeGuibert, J.-M. Grosset, M. Bernard, C. Dauriac, et al. 2008.
« Patients Suffering from Acute Graft-versus-Host Disease after Bone-Marrow Transplantation Have
Functional CD4+CD25hiFoxp3+ Regulatory T Cells ». Clinical Immunology (Orlando, Fla.) 129 (2): 24148.

Noél, Grégory, Denis Bruniquel, Sophie DeGuibert, Brigitte Birebent, Jean-Marc Grosset, Marc Bernard,
Charlie Dauriac, Thierry Lamy-de-la-Chapelle, Gilbert Semana, et Carine Brinster. 2008. « Regulatory
CD4+CD25hi T Cells Conserve Their Function and Phenotype after Granulocyte Colony-Stimulating
Factor Treatment in Human Hematopoietic Stem Cell Transplantation ». Human Immunology 69 (6):
3292737.

Retour tableau
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Autogeffe de cellules souches hématopoiétiques périphériques versus

Cyclophosphamide IV mensuel dans la sclerodermie systéemique sévere.
FARGE-BANCEL Dominique - Hopital Saint-Louis, INSERM U697 PARIS

Retour tableau

Résumeé
Afi n déanalyser | 6efficacit® et |l a toxicit® du trai-t
syst®mi que s®v re et | es m®cani smes des r®ponses ol

suivante :

1° Poursuivre la participation du Gr oupe fran-ai s, [ niti® depuis 200
r®si duel du PHRC 1997 (cr®dit AOM 97030), “ | 6®t ud:e
Stem Cel | Transplantation Il nternational Saraladeso d e r
suppl ®mentaires recrut®s et trait®s sd0M) kendBamsansnb| e
|l e cadre de | 6essai europ®en ASTI S, ®tude contr!l| ®e
européennes qui devra inclure 100 patients dans chaque bras :

-Pour comparer | 6efficacit® et | a toxicit® : * doéu

aprés mobilisation des cellules souches hématopoiétiques périphériques (CSHP) par du
cyclophosphamide intraveineux (2g X 2/ m] ) et du filgrastim 100/ kg/ |
CD34+ puis dbébun conditionnement 6 semaines plus t a
et gl obulines antithymocytaires de | api rklevdes * aung/ k
traitement de référence (bas contr6le) reposant sur 12 bolus mensuels de cyclophosphamide i.v.
(750mg/m2)

- et dont le critére principal de jugement est la durée de survie sans événement, définie par le temps entre

le jour de larandomisaton et | e d®c s ou | 6apparition doéune dOof
ou r®nale majeure persistante, sur une p®riode do®1
2° Evaluer si la réponse clinique observée chez les patients traités (autogreffe et cyclo i.v.) est corrélée a

| 6anal yse de |l a reconstitution i mmunologique et de
conduites © | 6®chelon fran-ais qui analyseront pl us:c
de | a r®ponse o0bser v ®estityica immunia®e pardiremurbenarquage. 2 si la
r®ponse clinique observ®e est corr® ®e ~ des modi f
niveau des lésions cutanées, par étude des biopsies cutanées prélevées dans les zones cliniguement
atteintes avant |l e d®but du traitement et 6 moi s
appréciable.

Retour tableau
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Efficacité et valeur économique des registres de donneurs de cellules souches

hématopoiétiques dans un contexte international.
FLORENS Jean-Pierre - Université Toulouse 1, TOULOUSE

Retour tableau

Résumeé

D®vel opper un outil débaide ° | a d®cision basi®rsur
| 6i mpact du choix de | a pr®cision du typage des don
l e registre national dans un ensemble de registre
d®vel oppement dbéun afeigmsem ep aratniscwhni payddbaccro tre
pour des patients des minorit®s fran-aises) ; iii)
de QCSH et de la banque de sang placentaire, en relation avec les possibilités de compatibilité partielle.
R®sul tats attendus : une am®lioration de | 6efficac

une optimisation du syst me en cas dobéinterconnexi o
réaliste de la banque de sang de cordon.

M®t hodol ogie : on wutilise | e calcul ®conomie pour
vue de greffes. On propose une mesure doefficacit
montre que certains élément s cl® du fonctionnement déun regi
déarguments statistigues (nombre et distribution d
fonction de |l a politique de | 6Agenceddaenéta®babm®di
complexe | i ®e au b®n®fice attendu doune greffe.

Retour tableau
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Préservation fonctionnelle des cellules CD34+ a 4°C en hypoxie et hypercapni
IVANOVIC Zoran - EFS Aquitaine limousin, BORDEAUX

Retour tableau

Résumeé
Le projet pr ®sent ® i ci a pour objectif déoam®l i orer
g®l ati on. Léoriginalit® de notre appr oc hcentratiomrers i st

oxygene (O2 ; hypoxie) avec une concentration élevée de dioxyde de carbone (Co2, hypercapnie), pour
préserver ces cellules a basse température. Nos travaux préliminaires ayant donné des résultats positifs,
nous proposons mailnetse neafnfte tdsdé edkep | plregsi eur s concentr
trouver des valeurs optimales pour conserver les progénitures clonogéniques et les cellules souches
hématopoiétiques en milieu liquide pendant une ou deux semaines, voire plus longtemps, nos objectifs
immédiats seront :

déexplorer |l e maintien des cellules CD34+ et des pl
CO2 de 0. 25, 5 et 7 %, croi s®es avec des concentr alf
conser v at iag no t&i(dhataioird.de Z. Ivanovic) et de VEGF (laboratoire de V. Praloran) ; de
choisir les meilleures conditions et de vérifier le maintien des cellules souches hématopoiétiques par une
greffe en série aux souris NOD/SCID ; de prolonger la conservation a 10 et 14 jours. Ceci est le préalable
a la poursuite de ces travaux avec deux objectifs futurs : 1/ développement de techniques de conservations

des cellules CD34+ sans cong®l|l ation, potenti eld eme
en th®rapie cellulaire. 2/ s®l ection dbéun petit nor
du m®t abolisme <cellulaire responsables de | 6adapt .
progéniteurs hématopoiétiques.

Résultats atte nd us Nos r®sultats pr®l iminaires ont conf
une hypercapnie modérée préserve mieux les cellules CD34+ primitives a + 4 °C (en hypothermie). La
probabi lit® déam®lioration decaretertt@&ticihongueptpiam
CO2 est forte. Ce travail devrait permettre de définir des conditions de conservation des cellules CD34+

sans congélation,au-d el © dbébune semaine, ce qui est impossible
pratques de ce travail seront i mportantes. DOoun point
permettront do®tudier | es m®cani smes de cette adapt

Méthodologie : les cellules CD34+ provenant de sangs placentaires, isolées par tri immuno-magnétique
(technologies Miltenyi et Stem Cells Technology) seront conservées a +4°C dans un mélange gazeux
hypoxique/hypercanique (16 combinaisons de concentration CO2/02 seront étudiées) ; le milieu de
conservation Stem Alpha S3 sera utilisée soit sans cytokine (2 équipes participantes), soit avec IL-3

(équipe de Z. Ivanovic) ou VEGF (équipe de V. Praloran) ; les progéniteurs hématopoiétiques sont mis en
évidence par culture en métylcellulose préfabriquée (Stem Alpha 1D). ; Les cellules souches
hématopoiétiques seront étudiées par leur capacité de greffe « en série » (2 générations de receveurs) a

des souri s NOD/ SCI D. X Le cycle cellulaire sera ®t
| 6apopt oKlkeetld pholifératidn a 7, 10 et 14 jours (PKH26/PKH2) de ces cellules seront étudiées

par cytométrie en flux.

Résultats

Jeanne, Michel, Milica Kovacevic-Filipovic, Milene Szyporta, Marija Vlaski, Francis Hermitte, Xavier
Lafarge, Pascale Duchez, Jean-Michel Boiron, Vincent Praloran, et Zoran Ivanovic. 2009. « Low-Oxygen
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and High-Carbon-Dioxide Atmosphere Improves the Conservation of Hematopoietic Progenitors in
Hypothermia ». Transfusion 49 (8): 173846.

Retour tableau
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Apoptose endothéliale au cours des GVH: Mécanismes de Iésion et réparation

vasculaire, implications physidpalogiques.
JANIN Anne - Hoépital Saint-Louis, 75010 PARIS

Retour tableau

Résumé

La maladie du greffon contre | 6h*te ou GVH est | a
cellules souches hématopoiétiques, mais elle a un effet bénéfique anti tumoral, graft versus lymphoma ou
GVL. Nous avons montré dans un modele murin que les cellules endothéliales de tous les organes y

compris | e cTur sont une cible pr®coce de I|ba p@\PH oest
induit par le FasL exprimé par les lymphocytes allogéniques. Ces lésions vasculaires étaient prévenues

par | 6injection ddédinhibiteurs des caspases, ou de

survie des cellulxestemdet W@| il ®seo.nsL¥ascul aires ch

les GVH chroniques cutanées, et par notre étude montrant des lésions vasculaires corrélées a la sévérité

des GVH aigues digestives. Ces données sont importantes car seules des cellules épithéliales (foie, peau,
intestin) ®taient jusque |7 reconnues comme <ci bl es
nouveau que nous voulons explorer dans notre modéle murin et valider sur des prélévements humains.

Nos objectifs sont :

1/ Déterminer | a ci n®ti que dbéapparition des | ®sions endo
séveérité, leur impact sur les cellules de voisinage (épithélium, cellules myocardiques) et préciser la nature
moléculaire des mécanismes effecteurs des GVH, etleurpartici pati on respective ° |
endothéliales. En associant immunomarquage et ultrastructure, puis microdissection laser et analyses

mol ®cul ai r es, nous explorerons si |l es | ®sions indui
qguesoit |l 6organe et/ ou |l e type vasculaire, et si [
territoire vasculaire. Ces études seront réalisées en transférant des lymphocytes allogéniques de souris
déficientes en effecteurs des voies de cytotoxicité (CD95L ou CD95) et en traitant les souris receveuses

par inhibiteurs de caspases ou bFGF. 2/ D®f inir 16
la réparation endothéliale et caractériser la nature des cellules chimériques. Des travaux récents sur la
plasticité des cellules souches ont établi que des cellules endothéliales chimériques sont présentes aprés

greffes de cellules souches hématopoiétiques. Pour cette étude, la détection des cellules chimériques se

fera en combinant marquage X et Y par la méthode de FISH, et double immunomarquage endothélial et
lymphocytaire sur un modéle de greffe de moelle en utilisant des souris de sexe différent comme donneurs

et receveurs. Ce projet scientifique fédére autour de la physiopathologie des GVH trois équipes distinctes

aux objectifs et compétences complémentaires. La complémentarité entre équipes inclut au premier rang

l es th mes de recherches mais aussi | 6expertise sc
techniques innovantes qui so n t indi spensables ~ l a r®alisation
industriel d®j ~ mi s en pl ace par | 6®qui pe doéA.
multidisciplinaire sont de mieux comprendre les mécanismes moléculaires des lésions de GVH, de

d®t erminer et de comparer |l es sensibilit®s endot h®l
organes, et dobéappr®cier | 6i mpact des th®rapies cel

domaine onco-hématologique que cardiologique.
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Résultats

Janin, A., H. Murata, C. Leboeuf, J.-M. Cayuela, E. Gluckman, L. Legres, A. Desveaux, et al. 2009.
« Donor-Derived Oral Squamous Cell Carcinoma after Allogeneic Bone Marrow Transplantation ». Blood
113 (8): 183440.

Murata, Hideyuki, Philippe Ratajczak, Véronique Meignin, Odile Groussard, Michel Fournier, Gérard
Socié, Hervé Mal, et Anne Janin. 2008. « Endothelial cell chimerism associated with graft rejection after
human lung transplantation ». Transplantation 85 (1): 1501 154.

Ratajczak, Philippe, Anne Janin, Regis Peffault De Latour, Christophe Leboeuf, Allison Desveaux, Keyvan
Keyvanfar, Marie Robin, et al. 2010. « Th17/Treg ratio in human graft-versus-host disease ». Blood 116
(7): 11651 1171.

Ratajczak, Philippe, Anne Janin, Régis Peffault de Larour, Lisa Koch, Brigitte Roche, David Munn, Bruce
R. Blazar, et Gérard Socié. 2012. « IDO in Human Gut Graft-versus-Host Disease ». Biology of Blood and
Marrow Transplantation 18 (1): 15055.
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Traitement préventif de la réaction aigie du greffon contre I'hGte par des

cellules souches mésenchymateuses. Etude immunologique.
TARTE Karin - CHU Pontchaillou, RENNES
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Résumé
Le projet MESENCHYMMUNO a pour objectif doassurer
clinique multicentrique randomi s® intitul ® Traiteme

post allogreffe de cellules souches hématopoiétiques par des cellules souches mésenchymateuses, qui
inclura 74 patients sur

19 centres greffeurs fran-ais. Cet essai, plac® so
et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC) sera le premier utilisant a large échelle dans une étude en double

aveugle les propriétés immunorégulatrices des cellules souches mésenchymateuses (CSM) pour prévenir

|l a GVH, dans un contexte dbéallogreffe “ conditionn:¢
i) la persistance des CSM du donneur in vivo, qui sera évalué par gquantification du chimérisme
mésenchymateux par PCR sur cultures de CSM médullaires a J90 et J360 post-gr ef f e ; i
immunologique des CSM injectées et des CSM persistant in vivo, que nous étudierons par des

expériencesdeco-c ul t ures des CSM avec des | ymphocytes T ac
une enzyme i mportante pour | 6effet i mmunor ®gul at eul
la reconstitution immunologique post-greffe par un phénotype des sous-populations T, B, dendritiques, NK

et monocytaire, une ®valwuation de | a part relativ
reconstitution T (quantification des TREC) et une évaluation de la fonctionnalité lymphocytaire (étude de

la prolif®ration T, dosage dbéanticorps sp®cifiques
i mpliqgu®es dans | d6i mmunol ogie des greffes, l a com

chimérisme se sont associées pour mener & bien ce travail et harmoniser mes différentes évaluations de

facon fiable et coordonnée. Au final, le projet devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes
déaction des CSM, do®valuer |l es cons®quences &Ge | e
param tres influen-ant l a r®ponse clinique au trai
des CSM pour de futurs programmes thérapeutiques.

Résultats

Tarte, Karin, Julien Gaillard, Jean-Jacques Lataillade, Loic Fouillard, Martine Becker, Hossein Mossafa,
Andrei Tchirkov, et al. 2010. « Clinical-grade production of human mesenchymal stromal cells: occurrence
of aneuploidy without transformation ». Blood 115 (8): 1549i 1553.
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Etude de I'implication de CX3CR1 dans l'initiation des réactions du greffon
contre I'nGte : Développement de stratégies thérapeutiques basées sur
l'utilisation d'anticorps monoclonaux ou sur la sélection des greffons pour

favoriser la tolérance des @jreffes
BORG Christophe - EFS Bourgogne/Franche Comté
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Résumé

Le contréle des interactions entre les cellules immunitaires initiant les réponses allogéniques est un enjeu
majeur pour le développement de stratégies thérapeutiques favorisant la tolérance des procédures de
transplantation. Nous avons identifié la voie CX3CL1/CX3CR1 comme un élément important dans la
genése des réponses alloréactives et proposons un programme de recherche intégré ayant pour objectif
() la description des mécanismes impliquant cette voie dans les réponses allogéniques, (ii) le

d®vel oppement doéoutils th®rapeutiques bas®s sur ce:
T CD4, CD8 et NK expriment le récepteur de la fractalkine CX3CRL1. La fractalkine CX3CL1 est une
ch®mokine particuli re dont | 6expression peut °tre
est | arge. CX3CL1 est impligu®e dans des processus
réponses immunitaires vers un profil TH1. De plus, CX3CLL1 est produite par des cellules impliquées de

mani re majeure dans | d6initiation des r®ponses i nfl
les cellules endothéliales activées. Ainsi, derécent s travaux confirment | 6i nf
d®vel oppement de maladies inflammatoires et dans |
CX3CL1/ CX3CR1 dans Il 6initiation des GvH aigues.
allogénique s d®f i ci ent en CX3CR1l peuvent induire une r ®¢
mod | es murins doéoall ogreffe de cellul es h®matopo

mécanismes initiateurs de la GvH qui dépendent de CX3CR1 (maturation des cellules dendritiques,
prolifération des lymphocytes T CD4 et augmentation des fonctions auxiliaires TH1 ou augmentation des
fonctions effectrices des lymphocytes T CD8). Dans un second temps, nous analyserons les
polymorphismes de CX3CR1 dans une cohorte de donneurs de cellules hématopoiétiques utilisées pour

des allogreffes. Nous d®terminerons soil existe wu
| 6association CX3CL1/CX3CR1 et | O6incidence deGes GvH
données seront reproduites dans un autre modéle ou cette analyse génétique pourrait avoir un intérét
thérapeutique : la transplantation rénale. Nous envisagerons le développement de plusieurs approches

t h®r apeutiques en sbappuwy amtt reurc elngasg ec g @tveersad @ g9 ad
et des réseaux nationaux, particulierement :

-Un protocole de s®lection des greffons all og®nique
(service déh®matol ogie du CHU de Besan-on, SFGM).

-Un protocole en transplantation r®nale modul ant I
polymorphismes de CX3CR1, portés par le receveur.

- Nous produirons également des anticorps monoclonaux contre CX3CL1 et CX3CR1 dont nous
évalueronslabioact i vit® et | 6int®r°t th®rapeutique en coll

Retour tableau
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Etude de l'implication de CX3CR1 dans l'initiation des réactions du greffon contre I'hnéte : Déuedop de
stratégies thérapeutigues basées sur I'utilisation d'anticorps monoclonaux ou sur la sélection des greffons pour
favoriser la tolérance des allogreffesnée: 2007

Ameélioration de la reconstitution immunitaire post allogreffe hématopoiétique

sans induction de Gvh par injection de cellules T cultivées
ROBINET Eric - EFS Bourgogne/Franche Comté

Retour tableau

Résumé

Pl usieurs d®veloppements r®cents ont permis doé®l ar
hématopoiétiques (CSH) : en réduisant la toxicité du conditionnement, les conditionnements non

my ®l oabl atifs ont per mi sHadespptientsiages al de nbudedids pathglagiest f e
Les limitations dues aux a la disponibilité réduite de donneurs intra-familiaux ont été contournées par le
développement des greffes haplo-i dent i ques et surtout par | dutrcel i s a
de CSH alternative a la moelle ou aux cellules souches périphériques. Cependant, ces deux types de

greffe sont associés a une moins bonne reconstitution immunitaire, conduisant a un risque infectieux

accru. De plus, I'obtention d'une modulation efficace de l'alloréactivité aprés greffe de CSH allogéniques

en fonction du risque de rejet de greffe, de r®act.i
reste un objectif prioritaire pour les équipes de greffe. Dans cette optique, nous avons réalisé une étude

de th®rapie g®niqgue qui a d®montr® |l a possibilit®
toxicit® conditionnelle dans |l es cellules T du donn
Cependant, nousavonsmont r ® que | a culture ex Vvivo n®cessair
déune di minution dobéallor®activit® des cellules g®r
di mi nu®e, voire absent e, " i ndui r e uedeCSHVNds rébaltats d e
pr®l i minaires montrent gue ce ph®nom ne ne sbaccor
cellules T sur | a reconstitution. En effet, | 6admin

la reconstitution immunitaire par les cellules T issues du greffon médullaire et non a une expansion
périphérique des cellules T cultivées administrées lors de la greffe. Notre projet a deux objectifs :

(1) Appréhender les effets bénéfiques des cellules T cultivées ex vivo non alloréactives sur la reconstitution

i mmunitaire et ®valuer | a faisabilit® doéutiliser c
destinée a améliorer la reconstitution immunitaire, notamment dans le cadre de greffes T-déplétées chez

les patients &gés ou de greffes haplo-identiques ou de sang de cordon. Nous nous intéresserons ainsi aux

origines (donneur, receveur, tierce partie), phénotypes (CD4 vs CD8, naifs vs mémoires) et doses
possibles des cellules T cultivées impliquées.

(2) Etudier les mécanismes impliqués, en posant deux hypotheses : (a) les effets bénéfiques des cellules
cultivées sur la reconstitution immunitaire nécessitent une activation des cellules T administrées par
reconnaissance des alloantigénes du receveur. Les mécanismes explorés porteront notamment sur
| 6i mplicati on d éeaceveurou ladidetenchtiort an teBulemrégulatrices. La simple mise
en culture de cellules T allogéniques pourrait donc se révéler étre une approche originale permettant de
dissocier les effets néfastes des effets bénéfiques des cellules T alloréactives. (b) la culture ex vivo permet

déacqu®rir un potentiel doéam®lioration de | a recon
anti-receveur des cellules cultivées. Les m®c ani smes expl or ®s porteront S
solubles (IL-7,IL-1 5 ou autres <candidat s, identifi®s sur | a

dans notre unité) ou de protéines Hedgehog dans la différenciation des cellules T.

Retour tableau
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Thymus et fonctions regulatrices de cellules hématopoiétiques chez 'homme

TOUBERT Antoine - INSERM U662 Hopital Saint-Louis

Retour tableau
Résumeé
Objectifs : Le thymus joue un réle crucial dans la reconstitution lymphocytaire T aprés allogreffe de cellules
h®&mat opop®ti ques (CSH). 11l peut °tre une cible de |
altérée au cours de la GVH aigue et chronique. Par ailleurs, nous avons montré (Clave et al., Blood, 2005)
| 6influence de | a fonction thymiqgue du receveur av

GVH, infections sévéres). Ceci suggére que la fonction thymique est un paramétre important dans la
gualité de la reconstitution immunitaire post-allogreffe. Le projet a pour objectif de:

A Corro®ler l a fonction thymique pr® et post greff
lymphocytaires T régulatrices (Treg) CD4+CD25high qui pourraient jouer un rble dans le contrdle de la

GVH et sont produites dans le thymus pour les Treg dits « naturels ».

A Pr®ciser |l es m®canismes de | datteinte thymique a
lymphocytes Treg.

A Cber®l es param tres pr®c®dents avec des donn®e:
lymphocytaire des lésions de GVH digestive.

Résultats attendus

A Une am®lioration du sui Vi i mmunol ogi que des pat
compréhension des mécanismes de la reconstitution immunitaire T et du role de la fonction thymique.

A Loeffet dbdalt®rations persistantes de |l a foncti
chronique aprés une GVH aigue sera en particulier analysé.

A A plus long terme, ces donn®es pourraient justif.i

au cours des allogreffes de CSH (IL-7, KGF).
Méthodologies

A Nous disposons doé®chantillons (cellules mononucl
RNA) de couples donneur/receveur avant greffe et en suivi a 3, 6, 12 mois aprés greffe. Ceux-ci ont été
coll ect®s de fa-on prosepercdmme da®wall eatciadm eda dlua 1p

apres allogreffe (PHRC AOM 97093).

A Les approches combineront une anal yse ph®notyp
guantification de |l a fonction t hy essianuadefacteer RIXB3) paret |
RT-PCR gquantitative et cytom®trie intracellulaire.
prolifération des précurseurs lymphoides intrathymique est développée (test « béta TREC »). La diversité

du répertoire T sera étudiée par PCR quantitative des différentes familles V et par Immunoscope.

A Cette ®tude sera coupl ®e avec une ®tude in situ
®valuer | a pr®sence de | ymphocyt es nmunocergymatiquesei n de
Léanal yse statistique sera conduite 7 | a -greeqdurgie, c h e

GVH aigutx et chronique, infections s®v res) ~ | o6ai i
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Résultats

Clave, Emmanuel, Marc Busson, Corinne Douay, Régis Peffault de Latour, Jeannig Berrou, Claire Rabian,
Maryvonnick Carmagnat, et al. 2009. « Acute graft-versus-host disease transiently impairs thymic output
in young patients after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation ». Blood 113 (25): 64771 6484.

Retour tableau
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Utilisation thérapeutique des Treg spécifiqgues dans la greffe de cellules

souches hématopoiétiques allogéniques chez la souris
COHEN José - Université Pierre et Marie Curie

Retour tableau

Résumé

La greffe de cellules souches hématopoiétigues (CSH) allogénique est l'une des approches
thérapeutiques principales pour la reconstitution hématopoiétique de patients atteints d'aplasie médullaire,

de déficits immunitaires ou de leucémies. Dans ce dernier cas, I'efficacité de la greffe de CSH allogénique

repose a la fois sur la myéloablation induite par le conditionnement et sur le transfert de lymphocytes T

(Ly T) du donneur présents au sein du greffon qui exercent (i) un effet antileucémique ou graft versus
leukemia (GVL), (ii) une facilitation de la prise de greffe et (iii) contribuent & la reconstitution immunitaire

du patient. Toutefois, cette action bénéfique des Ly T est contrebalancée par le risque de maladie du
greffon contr e | @ctalsede d4cds Wadt)greffepCetie G\¢H est Béé 4 la reconnaissance

par les Ly T du donneur, d'antig nes majeurs et mir
receveur. En 1995, le groupe de Shimon Sakaguchi au Japon a identifié les Ly T CD4+CD25+

i mmunosuppresseurs ( Tr eg )yimmlgité Nos ltraaux gioames ond permis@ea ut o
montrer que | 6® i mination des Treg naturell ement p
l a GVH, alors quob6au coeantiemtanignarel nombre de 3rggetplud particglierenferiit o

des Treg spécifiques pour les antigénes du futur receveur, la GVH est contrblée. Ce projet repose sur

deux objectifs.

1) Sur un plan préclinique : définir la participation des Ly T du donneur présents dans le greffon sur la
reconstitution immunitaire post-greffe apres contrdle de la GVH par les Treg spécifiques. On sait que ce

sont ces LyT du greffon qui portent la reconstitution immunitaire post-gr ef f e du fait de | 6
c hez rhedabuiien

2) Sur un plan fondament al, ®t udi er l a possibiliHf
all og®niques & pour contrtler | a GVH. Ce dernier

proximité ou « bystander » des Treg.

Ce projet de recherche repose dans sa globalité sur des modéles de GVH développés chez la souris.
Brievement, des souris receveuses sont lIétalement irradiées et regcoivent un greffon médullaire provenant

déune souri s i ncircompaible IGPHest $emiui te par | 6adjonct
prélevés chez la souris donneuse au niveau de ses ganglions périphériques. La particularité

m®t hodol ogi que de ce projet repose sur | outilisati

KO pour répondre aux questions spécifiquement posées ici.

Nous devrions ° terme d®f inir | 6i mpact des Treg su
la compatibilité de cette approche avec une utilisation clinique. Nous pensons également décrire plus en

d®t ail et, dans ce contexte si particulier sur | e

déaction des Treg
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Résultats
Gaidot, A., D. A. Landau, G. H. Martin, O. Bonduelle, Y. Grinberg-Bleyer, D. Matheoud, S. Gregoire, et al.
2011. « Immune Reconstitution Is Preserved in Hematopoietic Stem Cell Transplantation Coadministered

with Regulatory T Cells for GVHD Prevention ». Blood 117 (10): 297523.
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Role des cellules dedtiques plasmacytoides dans physiopathologie de la

maladie du greffon contre I'h6te (GVHD)
GAUGLER Béatrice - EFS

Retour tableau

Résumeé

La r®action du greffon contre | 06htte ( GWHD)decalrak
repr ®sente | 6une des | imitations majeures du trait:
Les cellules dendritiques (DC), not amment | es DC d
du donneur , pitation de a GYHDnou enctorelmbdulent sa sévérité. Les DC plasmacytoides

(PDC) correspondent a une sous-population particuliére de DC initialement décrites pour leur capacité a
produire les IFN de type | en réponse a une infection virale, qui peuvent aussi dans certains cas induire

des cellules T régulatrices et sont impliquées aussi dans de nombreuses pathologies auto-immunes. Nous

®val uerons dans ce projet |l e rtle des PDC dans | 0i
les sites cibles de la GVHD. Nous adresserons ces questions i) dans deux modéles murins de GVHD déja

en place au sein de | 0unit® UMRG645, (un mod I e d
sclérodermique de GVHD chronigue) ou nous étudierons les conséquences de la déplétionou | dact i v
des PDC sur |l a survenue et |l a s®v®rit® de | a GVHD,
TH17 et T régulatrices), et la fonction des PDC dans les tissus cibles de la GVHD et ii) nous analyserons

la présence et la fonction des PDC dans les biopsies de peau chez les patients traités par allogreffe de

CH avec un conditionnement déintensit® r®duite no
r®sultats attendus de cette ®tude devibudiondesaPDCulansi s p ¢
| a physiopathol ogi e de | a GVHD, gui pourraien
déi mmunointerventions futures.

Résultats

Bossard, C, F Malard, J Arbez, P Chevallier, T Guillaume, J Delaunay, J-F Mosnier, et al. 2012.
« Plasmacytoid dendritic cells and Th17 immune response contribution in gastrointestinal acute graft-
versus-host disease ». Leukemia 26 (7): 1471Z/4.

Mohty, Mohamad, et Beatrice Gaugler. 2010. « Advances in umbilical cord transplantation: the role of
thymoglobulin/ATG in cord blood transplantation ». Best Practice & Research Clinical Haematology,
Advances in Umbilical Cord Transplantation, 23 (2): 275232.

Retour tableau
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Reconstitution des cellules NK apres greffsahng placentaire
VIEILLARD Vincent - AP-HP -Hop Pitié Salpetriére
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Résumé

Les greffes géno-identiques de cellules souches hématopoiétiques (CSH) permettent de guérir certaines
leucémies non curables par une chimiothérapie conventionnelle. Cependant, environ 60% des patients
néont pas de -idbtiquaesefamilial ourhbnfapparenté. Les greffes de CSH haplo-identiques
étaient une alternative intéressante pour les patients sans donneur, mais les résultats cliniques furent
désastreux avec une rechute leucémique chez plus de 90% des patients. Les greffes de sang placentaire

chez des patients adultes |l euc®miques permettent di
faible mortalité lieceaucondi t i onnement (<15%). Léobtention dbéun s
des cellules souches du donneur est un des ®v®neme
déorigine m®dull aire, p®r i ph®r i que Iloluulpdsaceketladirmm
qgui contribuent © | 6®limination des cellules tumor
NK, mai s aucune ®tude nbda ®valu® | a reconstitutior

Pourtant, ces cellules NK sont parmi les premiéres a étre générées apres une greffe de CSH, plusieurs
mois avant les lymphocytes T et sont donc pendant cette période les principaux acteurs responsables de

| 6absence de rechute | euc ®mi g u e .aludr laedonsetudidnidds ceflutes n c i |
NK aprés greffe de sang placentaire chez les patients de la cohorte Minicord (PHRC national, Coordinateur
Principal ; B. Ri o), porteurs de | euc®mies aiguzxs

de patients, elle sera quantitative et qualitative avec des études phénotypiques (récepteurs NK) et
fonctionnelles (cytotoxicité vis-a-vis de cellules leucémiques) des cellules NK. De plus, la reconstitution

NK sera corrélée avec différents facteurs cliniques commel a rechut e, |l a GvH, | a s
|l a survie globale. 11l sbagit de |l a premi re ®tude r
de sang placentaire qui pour but dé®valuer lexchezxt | e
des patients en échec thérapeutique. Le projet original et pluridisciplinaire sera réalisé sur les échantillons

de | a Cohorte Minocord qui r®unit plus de 30 servi
dans toute la France dans le cadre du pr oj et Minicord et l e Laborat

Tissulaire (INSERM U543) de la Pitie-Salpétriere a Paris, permettant une mise en commun des
compétences dans le domaine des hémopathies malignes réfractaires, des greffes de sang placentaire et
de | 6®tude de |l a reconstitution en cellules NK.

Résultats

Beziat, V., D. Duffy, S. N. Quoc, M. Le Garff-Tavernier, J. Decocq, B. Combadiere, P. Debre, et V. Vieillard.
2011. « CD56brightCD16+ NK Cells: A Functional Intermediate Stage of NK Cell Differentiation ». The
Journal of Immunology 186 (12): 675341.

Beziat, V., S. Nguyen, S. Lapusan, B. Hervier, N. Dhedin, D. Bories, M. Uzunov, et al. 2009. « Fully
functional NK cells after unrelated cord blood transplantation ». Leukemia 23 (4): 7211 728.

Beziat, Vivien, Stéphanie Nguyen, Mark Exley, Abla Achour, Tabassonne Simon, Patrice Chevallier, Anne
Sirvent, et al. 2010. « Shaping of INKT Cell Repertoire after Unrelated Cord Blood Transplantation ».
Clinical Immunology 135 (3): 3642/ 3.

Nguyen, S., A. Achour, L. Souchet, S. Vigouroux, P. Chevallier, S. Furst, A. Sirvent, et al. 2017. « Clinical
Impact of NK-Cell Reconstitution after Reduced Intensity Conditioned Unrelated Cord Blood
Transplantation in Patients with Acute Myeloid Leukemia: Analysis of a Prospective Phase Il Multicenter
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Trial on Behalf of the Société Francaise de Greffe de Moelle Osseuse et Thérapie Cellulaire and
Eurocord ». Bone Marrow Transplantation 52 (10): 1428235.

Nguyen, Stéphanie, Vivien Béziat, Damien Roos-Welil, et Vincent Vieillard. 2011. « Role of Natural Killer

Cells in Hematopoietic Stem Cell Transplantation: Myth or Reality? » Journal of Innate Immunity 3 (4):
38324.

Retour tableau
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Production de lymphocytes T aatiénovirus pur immunothérapie adoptive

apres alogreffe de CSh : protocole clinique
BENSOUSSAN Daniéle - CHU Nancy
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Résumé

La transplantation all og®nique de cell ul es sdidtches
i mmunitaire cellulaire et humor al pl us ou moins pr
grand nombre déi nf-eict iloes .i rPfagantii @«red | wisr al es et en

(ADV) constituent un défi particulierement important, peu de molécules étant actives a leur encontre en

| 6absence de reconstitution i mmunitaire. Léinciden

adultes et de 20 a 80 % chez les enfants. La mortalité peut atteindre 60 voire 73%. Les traitements
antiviraux comme le cidofovir, molécule anti-virale a large spectre la plus largement utilisée, semblent

pr®senter une efficacit® relative | orsque -Al.Deati e
plus, leurs toxicités (notamment rénale) rendent leur utilisation difficile.

En | 6absence doefficacit® du Cidofovir, aucune alt
face © une charge virale ADV augment ®e et en | 60abs
peutconduire au d®c s du patient. Cbdbest pourquoi, no
cytotoxiques anti-ADV (CTL anti-AD V) - partir de cellules du donne

technique rapide de grade clinique (Cytokine Capture System de Miltenyi) afin de proposer une alternative
thérapeutique aux patients en échec de traitement par Cidofovir. La principe de production des CTL anti-
ADV repose sur le recueil de cellules mononucléées du donneur de CSH, préalablement testées pour leur
réponse cellulaire anti-ADV. Ces cellules sont stimulées par un pool de peptides de la protéine Hexon de
| 6 ADVS5 ( PPeDpM5i,v aMiolrt eny i Bi otec, All emagne) pendant
sont ensuite sélectionnées sur CliniMACS en utilisant le Cytokine Capture System (Miltenyi Biotec). Les
CTL anti-ADV aprés isolement sont prétes a étre réinjectées. Une fraction est amplifiée in vitro en

pr®sence doél L2 et de cellules de |l a fracti waite n®g
fonctionnels (en moyenne 2 Log doéamplification apr
de cytokines intracellulaires quobdapr s restimwhat.

-

C

(
test de cytotoxicité contre des cellules ci bl es aut ol ogues charg®es o0ouU noao
re

ddbADVS5 est r®alis®. Une culture mixte |ymphocyt ai
vis-a-vis des PBMC du receveur.

Nous proposons un protocole pilote oligocentriguesous | 6 ®g i d eTCcdeenothrmanensdu Grvupe

p®di atrique, ayant pour objectif dbéinclure 12 " 16

BN

une infection a adénovirus en échec de traitement par Cidofovir, aprés une allogreffe de CSH
génoidentique ou non apparent®e 9/10 ou 10/10 me iident.i
anti ADV nb6est pas reconstitu®e.

Résultats

Aissi-Rothé, Lamia, Véronique Decot, Véronique Venard, Hélene Jeulin, Alexandra Salmon, Laurence
Clement, Anne Kennel, et al. 2010. « Rapid Generation of Full Clinical-Grade Human Antiadenovirus
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Cytotoxic T Cells for Adoptive Immunotherapy ». Journal of Immunotherapy (Hagerstown, Md.: 1997) 33

(4): 41424.

Campidelli, Arnaud, Chongsheng Qian, Caroline Laroye, Véronique Decot, Lo uc Reppel , Maud
Daniéle Bensoussan. 2018. « Adenovirus-specific T-lymphocyte efficacy in the presence of
methylprednisolone: An in vitro study ». Cytotherapy 20 (4): 524231.
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Un patient traité : avec efficacité clinique des CTL anti-ADV.
Efficacité des CTL anti-viraux d’autant plus importante que la charge virale n’est pas trop élevée
Probléme : Taux de recrutement des patients Faible
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Conservation a long et a court terme des cellules hématopoiétiques du sang

placentaire apres leur expansion ex vivo
IVANOVIC Zoran - EFS Aquitaine Limousin

Retour tableau

Résumé

Dans les Laboratoires R&D en Ingénierie Cellulaire et de Thérapie Cellulaire, ainsi que la banque de sang

pl acentaire de | 6Et ablii AggitaimaéimdusinHEFS-AL), adus avahsidévBlappég

une proc®dure dbéexpansidalules ED34+\di sang placenmisercongalées.dGes ¢
syst me mis en ¢ grand volume €& sbdest av®r® tr s ef
cellules CD34+ et des progéniteurs x 150, aucune perte de capacité des cellules souches trés primitives
responsables de greffe en série des souris NOD/SCID. Il a été utilisé comme base biologique pour le

PHRC qui consiste a greffer aux patients ces cellules apres leur expansion (responsable de PHRC :
Professeur Noél Milpied ; a débuter courant 2009). Ayant| 6 ex p®r i ence dans | e doma
Vivo depuis une d®cennie, notre unit® de th®rapie
de cellules du sang placentaire pour les centres greffeurs éloignés.

Le but de ce projet est donc de tester la possibilité de conserver les cellules du sang placentaire obtenues

par expansion ex vivo a partir des cellules CD34+ issues des unités de sang placentaire congelées. Ce
projet a deux volets :

1. Conservation 7 | ongonpercanglatdru produit ddédexpansi

2. Conservation ° court terme du produit dbébexpansi
La modalit® qui sbav re acceptable pourrait per met
dans le centre greffeur éloignéduLabor at oi re de Th®rapie Cellulaire ¢
|l aboratoire dbéexpansion pourrait effectuer | es exp

vaste territoire (notre objectif pxpansioaétlagreffelest un
Pour chacune de ces modalités, deux conditions seront testées :

1. Les cellules seront congel ®es par | a proc®dur e
Macopharma HPO1l (utilis® pour | édexpansion ex Vivo) .
2.lescel l ules seront stock®es °~ +4AC en solution doéal |

ex vivo), ou tout simplement gardées dans le milieu de culture (HPO1 avec des cytokines).
Ces expériences (au moins 7 essais par condition) devraient fournir les données permettant :

a) Soit de conclure et de choisir les conditions appropriées et de les appliquer au travail pratique. Soit
débobtenir |l es donn®es doorientation afin de concev:t
expanseées.

Résultats

Duchez, Pascale, Jean Chevaleyre, Philippe Brunet de la Grange, Marija Vlaski, Jean-Michel Boiron, et
Zoran lvanovic. 2013. « Functional Stability (at +4°C) of Hematopoietic Stem and Progenitor Cells
Amplified Ex Vivo From Cord Blood CD34+ Cells ». Cell Transplantation 22 (8): 15014.

Duchez, Pascale, Jean Chevaleyre, Philippe Brunet de la Grange, Marija Vlaski, Jean-Michel Boiron, Guy
Wouters, et Zoran Ivanovic. 2013. « Cryopreservation of Hematopoietic Stem and Progenitor Cells
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Amplified Ex Vivo from Cord Blood CD34+ Cells: Cryopreservation of Expanded CB ». Transfusion 53 (9):
2012209.
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CONSERVATION DES CELLULES DE SANG PLACENTAIRE
APRES LEUR AMPLIFICATION EX-VIVO.

Coordmateur de pro;et Zoran lvanovic

Particip P: hez , Jean Chevaleyre, B Dazey', Marija Vlaski , Jean-Michel Boiron
@ Etablissement Francais du Sang Aquitaine Limousin, Place Amélie Raba Léon, BP 24, 33035 Bordeaux Cedex
A:UITAINE- LIMDLISvIN INTRODUCTION
Nous avons développé un p clinique d'expansion ex vivo des cellules CD34+ sélectionnées a partir de sang placentaire décongelé. (Hematother & Stem Cell

Res,12:587, 2003). Pour permettre le transport du greffon vers les centres greffeurs éloignés, nous avons étudié différents modes de conservation.

\
L 3 \
mm; CD34+

MATERIEL ET METHODE

Les cellules CD34+ issues de sang placentaire décongelé sont amplifiées pendant 12 jours en milieu de culture HPO1 Macopharma, enrichi en cytokines (SCF, Fit3, TPO et
G-CSF) a 37°C, 5%C02, 95% H2O (Ilvanovic et al Cell Transplant 20: 1453, 2011, Duchez et al, Cell Transplant , en révision).

Les cellules obtenues aprés amplification sont divisées en 4 fractions identiques :

-Deux fractions sont conservées en poche de transfert 2 +4°C pendant 48 heures, la premiére dans le surnageant de culture de I'expansion et la seconde re-suspendue en
condition standard : albumine humaine 4%.

-Les deux derniéres fractions sont congelées en azote liquide selon le programme de descente en température des cellules souches, I'une en milieu de culture HPO1
supplémenté en albumine humaine 4% final et I'autre en albumine humaine 4%, puis aprés jours de k

-196°C.

Pour comparer ces différents modes de conservation, nous avons analysé les cellules nucléées totales (CNT), les cellules CD34 + et les progéniteurs engagés détectés par
le test clonogénique (CFC totales) dans les quatre fractions du greffon. Nous avons également étudié I'activité des cellules souches primitives SRC (Scid Repopulating
Cells) par xénogreffe chez la souris NOG-SCID pour ces 4 modes de conservation aprés amplification. Les souris sont au Busulfan et regoivent I'équi de 1000

cellules CD34+ au temps 0.
RESULTATS

Le maintien a +4°C de toutes les catégories de cellules a 48 h est trés

0 " meédiocre si les cellules sont gardées en albumine humain 4% (le rendement

de CFU est de 35% seulement). Les cellules aprés leur amplification ex vivo

- b jsont beaucoup mieux maintenues en milieu de culture (HPO1 + cytokines : la
totalité des CNT et des CD34 et environ 70% de CFU sont maintenus a +4°C a

SRendement en CNT 48 heures. Des rendements similaires sont obtenus avec le milieu HPO1 frais
SRendemedten COM dont les cellules sont re-suspendues aprés lavage. La cryopréservation
LORsndementerncrt | (congélation, maintien en état congelé pendant au moins 7 jours,
décongélation) maintient les cellules CD34+ (aux alentours de 90%) et les
progéniteurs engagés (prés de 60%). Le fait de congeler les cellules en HPO1

% de des cellules n=13

a un effet positif sur les progéniteurs engagés (CFU) par rapport a la
4ShenHPO1 4henHPO1  dShen  Congeldesen Congsléssen  P<0-05; congélation en albumine (la différence est statistiquement significative).
sumageant  frais(n=4)  albumine  HPOlfrais  Albumine **p<0.01;

Wilcoxon test.

Greffe de NOG / SCID 1000 cellules CD34 J0)

Greffe NOG/SCID 1000 cellules CD34J0 | L'activité des SRC-CD oy ‘
i est plutét bien
1L maintenue 248 h a 10000 W‘; S =
fole) K +4°C. Cependant, le G e3e] oe o o o
o = 9 o \J milieu de culture HPO1 | = fo Socgoft fas
10 £O o 20 o8 %
H {ele] O o O présente un avantage ; g° o o) .
k- (o) QQO 888 o) o en ce qui concerne le H b G5 T 8 =
s, 008 888 s 83 taux de chimérisme |z . o .
g '@g% 500 S5 5 O moyen. La congélation | £
o O en HPO1 maintient la s
= totalité des SRC
pa évalués par les CD45, i
alors qu'elle est moins
O efficace si le produit - o i 84 5 Sge |
001 "2 2 J12 K] 92 d’'expansion est & | iz "2 %
% rakien: dWAAC L dndc  Eomoates “nasies | congelé en albumine © b PRy - A Sl o)

L_J i : g
En analysant la présence de progéniteurs humains engagés dans la moelle osseuse des souris 7 a 8 semaines apres la greffe, nous avons pu obtenir les informations sur une
sous-population SRC (SRC-CFU) un peu plus primitive que SRC-CD. Ainsi, le nombre absolu de ces progéniteurs par fémur refléte I'activité de cette sous-population
particuliére des SRC. Nos résultats montrent qu'avec HPO1, que cela soit a 4°C ou aprés congélation/décongélation, ces cellules amplifiées ex vivo sont complétement
maintenues. Ceci n'est pas le cas en condition « Albumine » .
CONCLUSION

1) le maintien a +4°C en albumi ion de la routine actuelle) détériore les cellules dans un produit d’expansion. Cette détérioration concerne plus les progéniteurs engagés (CFU), elle est
visible au niveau des cellules souches (sous-population SRC-CD) ainsi que sur la sous-population SRC-CFU.
Ce résultat est nettement amélioré si les cellules sont maintenues a +4°C en milieu de cukure (HPO1). Le taux de préservation des cellules CD34 des progénlteurs engagés (CFU), des SRC-CD

ainsi que des SRC-CFU dans cette condition nous semble if pour une lini Au vu du taux d” ification des p et des cellules CD34, les
pertes a 48 h pourront pi étre jugées pour permettre le transport d’un greffon amplifié jusqu’au centre greffeur dans le monde entier.

ii) qu’un produit d’expansion peut étre cryo-préservé (congelé, maintenu en état congelé et décongelé) avec une perte cellulaire si le pi est eff é en milieu HPO1. La
procédure standard (en alb en dépit des app: au niveau des cellules CD34, protége moins bien les cellules souches (SRC-CD) et surtout SRC CFU.

Nous p il que I ité du maintien des progénit et des cellules souches hématopoiétiques dans un produit d’expansion a partir des cellules CD34 du Sang Placentaire a
+4°C et en é élation est iorée en présence de milieu HPO1.

Nous considérons que le résultat de ce projet justifie une mise au point pré-clinique « grandeur nature » de ces deux conditions avec HPO1. Ce processus devrait optimiser les proportions du

volume des réactifs afin d’assurer des rendements stables et intéressants pour une utilisation clinique.

La ponée ﬂnale de cette mise au point devrait se résumer en deux procédés qui risquent d’avoir un impact majeur sur le et la des greffes des cellules
i apres leur ion ex vivo : i) « transportabilité » des greffons amplifiés sans limite de 5 i) et élation des grefft pour une utili ultérieure.

Retour tableau
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Evaluation a long terme des patients traités pirgaeffe de cellules souches
hématopoiétiques
MOHTY Mohamad - Cellule de Promotion de la Recherche Clinique, CHU de Nantes
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Résumé

Justification. Bien que les patients survivant au-dela de 2 ans apres allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (allo-SCT), aient une forte probabilité d'étre guéris, ils sont toujours exposées a des
complications qui pourraient survenir au long cours, incluant notamment les effets déléteres de la maladie
chronique du gref f on contre | 6htte (cGVHD) , un dysfoncti
cons®quences de |l a chimioth®rapie et/ ou radioth®r
iatrogéne de ces complications, le suivi a long terme de ces patients est de la responsabilité de I'équipe

de transplantation. Toutefois, des données fiables portant sur les complications au long cours chez des

patients allogreffés en France font encore défaut dans ce domaine.

Patients et m®t hodes.-interventisndealegimptiquathtdeuChild de ®lantes et I'Institun
Paoli-Cal mettes ° Marseill e. Pl us de 300 patients sero
a long terme chez des patients qui ont survécu au moins 2 ans apres allo-SCT. L'étude concernera les
patients ayant: (1) un diagnostic de maladie hématologique (2) allogreffe entre 1996 et 2006, et (3) survie
d'au moins 2 ans aprées allo-SCT. Cette étude sera réalisée a l'aide de questionnaires précédemment
validés dans ce domaine. Les questionnaires permettront d'évaluer les effets secondaires tardifs, I'état de

sant® actuel |, | 6usage de m®di cament s, | es eSCMEDrt e
indicateurs socio-économiques, les problémes d'assurance, la qualité de vie, et certains détails
sp®ci figues qui permettront dé®valuer | es caract ®ri

fonctionnel. Les participants seront invités par exemple a préciser les limitations qui interférent avec leurs
activités quotidiennes, et l'impact de ces limitations fonctionnelles sur leur qualité de vie. Les réponses
aux questions sont structurées selon le schéma "oui/non/ne sais pas". Une réponse de type «oui»,
exigerait du patient d'indiquer la date a laquelle la complication est survenue.

Certaines questions utiliseront des échelles pour «quantifier» le degré de la déficience. Les autres
informations sur le diagnostic et les caractéristiques de la transplantation seront obtenues a partir des

bases de données institutionnelles. Les autres variables socio-démographiques dans [l'analyse
comprendront I'dge au moment de I'étude, le niveau d'éducation, et le revenu du foyer. Au total, les
objectifs qui seront couverts toucheront a plusieurs domaines, notamment: 1) la santé globale du patient,

2) la santé mentale, 3) la déficience fonctionnelle, 4) la limitation d'activité, 5) la douleur, 6) la notion de

peur ou ddanxi ®t ®, 7) l es effets secondaires m®di
complications cardiovasculaires etc., 8) la qualité de vie, et 9) la cGVHD.

Perspectives. Actuellement, peu de données sont disponibles sur les complications au long cours et la

qualité de vie des patients allogreffés en France au cours des 10 derniéres années. Les données
recueillies dans cette étude per mettront de fournir aux 1investic
agences de tutelle des informations précises pour mieux comprendre les complications a long terme de
I'allo-SCT et donc d'identifier les besoins et les domaines de recherche a développer



I agence dela
l biomédecine

Résultats
Bodet-Milin, C., M. Lacombe, F. Malard, E. Lestang, X. Cahu, P. Chevallier, T. Guillaume, et al. 2014.
« 18F-FDG PET/CT for the Assessment of Gastrointestinal GVHD: Results of a Pilot Study ». Bone
Marrow Transplantation 49 (1): 131237.
Malard, F., S. Furst, M. Loirat, P. Chevallier, J. EI-Cheikh, T. Guillaume, J. Delaunay, et al. 2013. « Effect
of Graft Source on Mismatched Unrelated Donor Hemopoietic Stem Cell Transplantation after Reduced
Intensity Conditioning ». Leukemia 27 (11): 211327.
Mohty, B, et M Mohty. 2011. « Long-term complications and side effects after allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation: an update ». Blood Cancer Journal 1 (4): el6.
Mohty, Mohamad. 2007. « Dendritic cells and acute graft-versus-host disease after allogeneic stem cell
transplantation ». Leukemia & Lymphoma 48 (9): 16962.701.
Mohty, Mohamad, et Jane F. Apperley. 2010. « Long-Term Physiological Side Effects After Allogeneic
Bone Marrow Transplantation ». ASH Education Program Book 2010 (1): 229236.
Tessoulin, B., J. Delaunay, P. Chevallier, M. Loirat, S. Ayari, P. Peterlin, S. Le Gouill, et al. 2014.
« Azacitidine Salvage Therapy for Relapse of Myeloid Malignancies Following Allogeneic Hematopoietic
SCT ». Bone Marrow Transplantation 49 (4): 567271.
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Induction de tolérance In vivo via l'injection €ILPotentiel thérapeutique

dans la prévention de la maladie du greffon contre I'hGte
PIAGGIO Eliane - hopital la Pitié Salpétriere - CERVI
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Résumé

La greffe de cellules souches hématopoiétigues (CSH) allogénique est l'une des approches
thérapeutiques principales pour la reconstitution hématopoiétique de patients atteints d'aplasie médullaire,
de déficits immunitaires ou de leucémies. Dans ce dernier cas, I'efficacité de la greffe de CSH allogénique
repose a la fois sur la myéloablation induite par le conditionnement et sur le transfert de lymphocytes T
(LyT) du donneur présents au sein du greffon qui exercent (i) un effet anti-leucémique ou graft versus
leukemia (GVL), (ii) une facilitation de la prise de greffe et (iii) contribuent & la reconstitution immunitaire
du patient. Toutefois, cette action bénéfique des LyT est contrebalancée par le risque de maladie du
greffon contre | 6h*te ( GVH)greffepCetie G\¢H est béé &larecannasssancd e d G

par |l es LyT du donneur, d'antig nes majeurs et min:i
receveur.

En 1995, le groupe de Shimon Sakaguchi au Japon a identifié les LyT CD4+CD25+ immunosuppresseurs
(Treg) dans |l e champ de | dautoi mmunit®. Nos travau
des Treg naturellement présents dans le greffon médullair e aggrave fortement | a
contraire, lorsque le greffon contient un grand nombre de Treg la GVH est contrdlée. La caractérisation et

l a purification des Treg chez | 6homme restent aujo
| 6akbeemMdun marqueur exclusif des Treg. Le coroll ai
Treg ndest pas °~ ce jour possible dans des conditic
propose une alternative a une purificationetune expansi on ex Vvivo des Treg.
|l es propri ® ®s i mmunosuppr essi a2enstammentisa edpdciemedure i d e
| 6expansion des Treg in Vvivo.

Ce projet repose sur deux objectifs principaux.

1. Définrlesmodal i t ®s do6administration de | 6interl eukine
mal adi e du greffon contre | d6htte.

2. Eval uer -2lsd lafefoestitutichemmunitdird.post-gr e f f e e tleutémigue.f et ant i
Léoriginalit® ode océ&r ptdjueti |l repti on i ni-2 dommeeagentn t c
immunosuppresseur que nous avons validée dans différentes situations physiopathologiques ainsi que

sur | e d®vel oppement-Gdbutilisamt desdyd humainsdLe trarsn o chez | 6 h

devrait de ce fait °tre plus rapide et plus simple.
clinigue dans des greffes a haut risques de GVH (partiellement compatibles a partir de donneurs sur
fichier).

Résultats

Pérol, Louis, Gaélle H. Martin, Sébastien Maury, José L. Cohen, et Eliane Piaggio. 2014. « Potential
Limitations of IL-2 Administration for the Treatment of Experimental Acute Graft-versus-Host Disease ».
Immunology Letters 162 (2): 17324.

Retour tableau
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Optimisation de la recolonisation thymique apres greffe de cellules souches

hématopoiétiques humaines
CANQUE Bruno - INSERM ADR 7
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Résumé

Objectifs : le programme de recherche proposé vise a optimiser la restauration de la thymopoiese chez
les patients ayant subi une greffe de cellules souches hématopoiétiques. Il a pour principal objectif de
définir le réle joué par les cellules colonisatrices du thymus, les préthymocytes, dans ce contexte.

R®sul tats attendus et m®t hodol ogie : Au cours de |
modele de xénogreffe chez la souris NSG de progéniteurs hématopoiétiques humains isolés de sang
place nt ai r e, ceci afin do®t udi er des m®c ani smes C

préthymocytes médullaires (Haddad et col. Immunity 2006, 24:217). Nous avons montré par ailleurs, a

travers la caractérisation fonctionnelle de la protéine oncogénique AF1q, que la différenciation de ces

cellules repose sur un contrble subtil de la susceptibilité intrinséque des progéniteurs hématopoiétiques

mul tipotents ° | dengagement des r®cepteurs de | a fa
obtenus d®montrent |l a pertinence de | 6utilisation du
préthymocytes. On détecte en effet 4 semaines apres la greffe une population abondante de
préthymocytes dans la moelle osseuse des animaux reconstitués. Cette population est également

retrouv®e °~ | 6®t at de traces dans | a rate, ainsi qu
le plus immature. Le suivi cinétique des animaux révéle par ailleurs un déclin rapide de la population de
préthymocytes m®d ul | ai res corr®l ® "~ | 6®pui sement progress,|
a fait superposable a celle que nous avons décrite au sein de la moelle osseuse humaine. Les
mécanismes responsables du déclin des préthymocytes restentencoremalconnus . || sdagir e

les rbles joués respectivement par le vieilissement du compartiment des cellules souches
hématopoiétiques et par le remodelage post-natal du micro-environnement médullaire dans leur
disparition. Notre hypothése de travails 6 ar t i cul e autour du contr®l e mol ¢
Notch. 11 sbéagira notamment de relier | e d®clin de:
au sein des progéniteurs hématopoiétiques et/ou des cellules stromales. Nous testerons ensuite diverses
stratégies visant a compenser le défaut de colonisation thymique lié a la raréfaction des préthymocytes
médullaires.

Résultats

Parietti, V., E. Nelson, G. Telliam, S. Le Noir, M. Pla, M. Delord, V. Vanneaux, et al. 2012. « Dynamics of
Human Prothymocytes and Xenogeneic Thymopoiesis in Hematopoietic Stem Cell-Engrafted Nonobese
Diabetic-SCID/IL-2r Null Mice ». The Journal of Immunology 189 (4): 164840.
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prise de greffe de double sang de cordon
GAGNE Katia - EFS Pays de Loire
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Résumeé

La greffe de Cell ul es Souc trigire platémaizet(greffeodg €hgidgq ecoman) ( CS
est une alternative ° |l a greffe de CSH doéorigine m
atteints de pathologies malignes en | 6absence dobéun
sang de cordon repose en particulier sur la quantité de cellules CD34+ et le niveau de compatibilité des

genes HLA-A, Bet-DRB 1 , ces 2 facteurs ®tant associ ®s ° | a
immunitaires des unités de sang de cordonpermet dbéaccepter certaines incor
entre le greffon et le patient. Etant donné que ces incompatibilités cordon/patient sont principalement

ciblées au niveau des molécules HLA-Cw, princi paux | igands des #elleR, no
réponses NK KIR alloréactives pourraient jouer un role sur la prise de greffe de sang de cordon. Par
ailleurs, chez |l es patients adultes, afin dbéaugment
l a probabilit® diksatipnrde 2 wnitéside sapg de tofden, a été déueioppée et dans la
plupart des greffes, seul | 6un des 2 cordons cont
clinigues et/ ou i mmunologiques de | a pr Danscecbdtaxte de s
de « ménage a 3 », impliquant des réponses lymphocytaires T et NK alloréactives non seulement entre
chaque cordon et | e patient mais aussi entre | es 2
dans | a pri sdeondO uAn |sbehvelurceoract uel |l e, aucune ®tude p¢
des g nes KIR et des KIR Iligands sur |l a prise de
collaboration avec la SFGM-TC, RFGM et la SFHI, nous ménerons une étude génétique multicentrique et

r®t rospective de | 6i mpact des incompatibilit®s des
l igand sur | a prise doéun sgraffésdesangdecardon. partir de 1

Les données génotypiques (typages des genes KIR et KIR ligand), biologiques et cliniques seront
confrontées dans des analyses statistiques multivariées. En paralleéle, nous étudierons le répertoire NK

KIR au niveau phénotypique et fonctionnel par cytométrie de flux a partir de prélévements placentaires

i ssus de | a maternit® du CHU de Nantes afin de mie
contribuant ° |l a prise de greffe au niveau cell ul a
| 6i mpact de certains RIKRIligand sul la priseodentoubteayiefie® de sang<de

cordon. En particulier, la prise en compte des génotypages KIR des cordons pourrait constituer un outil
pronostic dans la prise du greffon.

Résultats

Rettman, Pauline, Nolwenn Legrand, Catherine Willem, Laurence Lodé, Patrice Chevallier, Anne Cesbron,
David Senitzer, Christelle Retiére, et Katia Gagne. 2015. « Use of Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor
Genes as Early Markers of Hematopoietic Chimerism after Double-Umbilical Cord Blood
Transplantation ». Haematologica 100 (11): e475279.

Retour tableau
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Résumé

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (allo-SCT) est utilisée pour le traitement des
h®mopathies malignes. LSCh®re®fti ae’ c urladteifff deueéntdbud aglrl
(GVL), au cours duquel les cellules tumorales résiduelles sont reconnues et éliminées par des
m®cani smes i mmunol ogi g3Ce& estlimi@e paelesdanplicationd liéea & la xicité

des procédures et a la maladie du greffoncontrel6 ht t e ( GVHD) . Des ®tudes pr ®c
réle des lymphocytes TH1 dans la physiopathologie de la GVHD, ou plus récemment la contribution des
sous-popul ations TH17 e®2(C22y. aphpant ee ht uldieheat prodaimi | | €
par de nombreuses cellules, notamment les TH1, TH17 et cellules NK. Sa principale fonction décrite est

de participer 7 l 6i mmunit® i nn®e, en induisant | a
d®f ensines, par | es -22e@dutlexeicar soit U pdle proteteur @ulpahelogigle @dnd

les maladies inflammatoires selon le tissu affecté ou le milieu environnant. Etant donné le large spectre
déactivi-2®s rmeud 6dvons ®mi s | 6hypot h s eledfueloppdmers p o L
de | a GVHD. Cbest ce que nous voulons ®tudier dans
utilisant des s our223Nosddhéescprélaninairessindiguentique la déficience en IL-

22 des lymphocytes T allogéniques réduit significativement la mortalité et la sévérité de la GVHD,
sugg®rant un r!'le pathologique dans ce contexte ex
de k@l dans | a GVHD et | 06effet GVL et de coposopgdansdr e
ce projet i) do®valuer si | 6effet GY¥2AparéeslympmeytesTer v ®
i) doéoidentifier | es m®cani smes i mMEP? i gaur®cela, daun s I
caract ®ri ser ons lerisiaes ptrcahelgidinesndans és tisstiskeibles de la GVHD, nous
déterminerons également la régulation des sous-populations lymphocytaires TH1, TH17, TH22 et Treg
dans | e mod | e et i) n-22ueB cal@actéadant kg aellules Tlinéltramtéds lete  d e
| 6expression des d®f ensines et cath®licidines des b
de GVHD. Cette ®tude permettra pour | @22dansé@@VHDree f o
la contribution des défensines dans cette maladie. Comme le nombre de patients traités par allo-SCT
continue de croitre avec les nouvelles procédures, une meilleure compréhension des facteurs de risque

de GVHD, des mécanismes cellulaires et cytokines impliqués dans sa physiopathologie, ainsi que des
stratégies de prévention et de traitement sont encore nécessaires. Les résultats escomptés de cette étude
devraient d®boucher sur de nouvelles perspectives
22.

Résultats

Couturier, M, B Lamarthée, J Arbez, J-C Renauld, C Bossard, F Malard, F Bonnefoy, et al. 2013. « IL-22
deficiency in donor T cells attenuates murine acute graft-versus-host disease mortality while sparing the
graft-versus-leukemia effect ». Leukemia 27 (7): 1527237.

Gaugler, Béatrice, Baptiste Lamarthée, Mélanie Couturier, et Philippe Saas. 2013. « Interleukine 22: Son
rtle dans | a mal adi e» médecigelseinden2® (64)0571Z0.e | 6 htt e
Lamarthée, B., F. Malard, C. Gamonet, C. Bossard, M. Couturier, J.-C. Renauld, M. Mohty, P. Saas, et B.
Gaugler. 2016. « Donor Interleukin-22 and Host Type | Interferon Signaling Pathway Participate in



agence dela
L' biomédecine

Intestinal Graft-versus-Host Disease via STAT1 Activation and CXCL10 ». Mucosal Immunology 9 (2):
30921.

Mohty, Mohamad, Eolia Brissot, Bipin N. Savani, et Beatrice Gaugler. 2013. « Effects of Bortezomib on
the Immune System: A Focus on Immune Regulation ». Biology of Blood and Marrow Transplantation 19
(10): 141620.
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L'Interleukine-22 contribue a la sévérité de la maladie du greffon contre I’hote
apres allogreffe de cellules hématopoiétiques

M Couturier, B Lamarthée, P Saas et B Gaugler
INSERM UMR1098, EFS Bourgogne Franche-Comté, Université de Franche-Comté, Besancon, France

Objectifs Résultats / Conclusion

L'allog de cellules hé poiétiques (allo-CH) est une 1- L'absence d’IL-22 dans les lymphocytes T du donneur diminue la sévérité de la GVHD
thérapeutique pour les patients atteints d’hémopathies
100+
4 sm

mali C d la ladie du greffon contre I'héte

(GVHD) reste une complication majeure aprés allo-CH ®

entrainant une morbidité et mortalité importante. La GVHD %

aigué (aGVHD) correspond & une réponse immune o

inflammatoire exacerbée qui conduit  la destruction des tissus » Pe0,0001

sains du receveur par les cellules immunitaires du donneur. o o BMiL22:/-Tcells

-

‘GVHD score

Percent survival
~
¥
¥
¥

~0r BM+WTTcells

15 20 25
Uinterleukine 22 (IL-22) est une cytokine essentielle a la D‘VS post allo her Days post allo-HCT
défense de 'organisme contre les pathogénes extracellulaires Les souris receveuses irradiées ont regu de la moelle osseuse et des lymphocytes T de souris donneuses

allogéniques soit sauvages (WT) soit déficientes pour I'lL-22. La survie des souris et les scores cliniques sont

présentés sur les graphes (N=30 souris/groupe et 5 expériences indépendantes (log-rank test, P<0.0001 pour le
cellules de Flimmunité innée qu'adaptative. Ainsi, les groupe WT versus IL22-/ -).

lymphocytes T CD4* (Thl, Th17, Th22), les lymphocytes T ¥5,
les cellules NKT, les cellules lymphoides de 'immunité innée

au niveau des muqueuses. Elle est produite aussi bien par des

2- 'absence d’IL-22 dans les lymphocytes T du donneur diminue I'inflammation systémique et

dans les organes cibles de la GVHD
sont autant de sources d’IL-22. Le récepteur IL-22R n’est pas

Cytokines dans les plasmas a J7 post-greffe Peau Intestin
exprimé sur les cellules hér poiétiques, mais exclusi t b <005
2= <005
sur des cellules épithéliales des tissus comme la peau, L 5 200+ 5 1259
k=3 < % 100d
Iintestin, le colon et le poumon. LIL-22 permet la production 2 é 2 150+ F4 gmo
de médiateurs inflammatoires, comme I'IL-6, IL-1B, le G-CSF ou S ‘S 2 1004 ; 5 ;:-
des chimiokines CXCL1 et CXCL9. La signalisation dérégulée de s 9‘ 2 504 § é 5
g & 25
la cascade IL-22/IL-22R est impliquée dans les ladi © & o © 2 0
L
inflammatoires de l'intestin. Compte-tenu des propriétés de
FIL-22 dans les tissus qui sont le plus souvent la cible de la <005 22020
. . I 2000 200. < £ 1259 5T
GVHD, nous avons évalué sa contribution dans le o o . H 2 100 -2 100
. @ 1004
développement de cette maladie en utilisant un modéle = 1500 d 150 * £ 8 E
E 8 2 . © g 754 lE g 754
- I 3 E
expérimental de GVHD aigué. 2 om0 * B :o . é O z,_f s0d
o 05 f @ 3o % 8z S
g og;’ == 2 ?% O 58 24 =E
>, EE '3
”, . o e % © ol odl
Méthodologie s oLagn
T owWT 22/ T WT 22/ C17CD BM + WT T cells
M TCD BM + IL-22-/- T cells
Modéle expérimental u::'::"l‘(_r i"T::T“’" o 3- Augmentation des lymphocytes T CONCLUSION:
ale Jour -1 4 2
déplétée) 756y ) régulateurs (Treg) & J6 post-greffe dans les Dans cette étude, nous avons montré que I'lL-
(5.10) S souris ayant recu des lymphocytes T
~Tog . 22 provenant des lymphocytes T donneurs
—_—> "/ ;} déficients en IL-22 p ) bRl y‘t‘ D
ETcells 10 participe au développement et a la sévérité de
Souris donneuses Z:V/T ‘(’;‘ ;lo'ﬁ, Souris P la GVHD aigué en contribuant & I'inflammation
C57BL/6 } receveuses B 20 a—g e
WTor ooz, (H2Y) BALBJe (H2¢) +: - locale et systémique. La diminution de la
842 10 p< 0005 sévérité de la maladie observée en absence
2% '8 —
;“g d’'IL-22 semble étre dépendante des Treg. Les
Les scores cli-rliques sont d4ét?m.|ir'|és au cours du suivi post-greffe % 4 analyses vont &tre poursuivies pour déterminer
(perte de poids, posture, intégrité et texture de la fourrure). Les =
plasmas sont dosés pour leur contenu en cytokine en ELISA a J7 post- o & l'effet de IIL-22 provenant des cellules du
. . o R & o
greffe. Les spl sont analysés en ie de flux aJ7 et J14 & & (9‘7}:@\60 L receveur. Le ciblage de I'IL-22 pourrait & terme
post-greffe pour analyser les lymphocytes T régulateurs » & Ox .
CD4+CD25+Foxp3+. RN 4 devenir une approche pour moduler la GVHD.

Journées de "'Agence
I agence dela Couturier et al, Leukemia 2013 g
biomédecine 28-29 mai 2015
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Résumeé

Les infections virales sont une cause importante de morbidité et de mortalité apres greffe de CSH
particuli rement chez | 6enfant. Le cytom®gal ovirus
virales opportunistes. Les infections dues aux virus influenza peuvent également entrainer des symptémes
clinigues s®v res. Les infections ° ad®novirus (Ad
avec une mortalit® sé6®l evant jusqud”™ 50 %iagnosticpars de
| 6utilisation des techniques de PCR ainsi gue | 6am
(au prix doOéune toxicit® non n®gligeable) ont per mi

immuns reste la seule alternative en cas de déficit immunitaire profond.
Qui ?, quand ? et comment traiter ? reste une question de premiere importance.

Léutilisation en soins courants de marqueurs biolo
pourrait répondre a ces questions.

Nos travaux depuis 2007 ont permis de 1) déterminer les « normes » des réponses immunes cellulaires
ant-CMVet-AdV chez | 6enfant (P®dron B et al. Pediatric
biomarqueurs immunologiques corrélésavecune pr ot ecti on versus un risque
AdV et CMV (El Khourouj VG et al. Biol Bone Marrow Transplant 2010 et Guérin, V et al. Bone Marrow
Transplant 2010), 3) produire et évaluer des préparations de CTL anti-AdV a visée de transfert adoptif
(AissiFRot h® et al J I mmunother 2010) et 4) doéO®vgeeffeser e
compatibles avec une immunogénicité des vaccins influenza.

Notre projet identifiera les biomarqueurs immunologiques les plus pertinents pour :
1) alléger les surveillances virologiques (onéreuses) et sursoir aux traitements préemptifs

(exposant " des complications) sur l a base de | a
prescrire précocement des infusions de CTL pour les enfants réplicatifs incapables de développer des
réponses immunes efficaces.

3) définir le timing optimal des vaccinations anti-influenza en condition de phénoidentité et/ou identité HLA
partielle.

Pour ce faire, 50 enfants consécutifs a haut risque infectieux ( gr ef f e s ph®noi dent
haploidentiques et sang de cordon) seront inclus sur une période de 18 mois avec un suivi minimum de 6

mois. Les résultats des PCR systématiques dans le sang (AdV, CMV), dans les selles (AdV),
hebdomadaires et dans les sécrétions nasales en cas de symptdémes grippal seront confrontés a la
numération de lymphocytes T- FNo + sp®ci fiques des virus CMV, AdV
cliniques.

Résultats

Jeljeli, Mohamed, Valérie Guérin-El Khourouj, Raphael Porcher, Mony Fahd, Sandrine Leveillé, Karima
Yakouben, Marie Ouachée-Chardin, et al. 2014. « Relationship between Cytomegalovirus (CMV)
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Reactivation, CMV-Driven Immunity, Overall Immune Recovery and Graft-versus-Leukaemia Effect in
Children ». British Journal of Haematology 166 (2): 229239.

Retour tableau
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Résumé

La reconstitution immunitaire aprés allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une étape
capitale qui va permettre au patient de retrouver des moyens de défense efficaces contre les agents
pathogénes et les cellules tumorales. Il est donc crucial de bien comprendre la dynamique de
reconstitution des différents composants du systéme immunitaire, afin de déterminer leur rdle respectif
dans la survenue des infections et des rechutes leucémiques, mais également dans la survenue de
mal adie du greffon contre | 6htte (GVHD).

Les cellules MAIT (Mucosal-Associated Invariant T cells) représentent une sous-population récemment
décrtede | ymphocytes T CD3+ qui e x prU3nBe nrt e sutnr eTi QR ipraw

déohistocompatibilit® non classique et non polymorp
sang circulant (1-8% des lymphocytes T CD3), et plus encore dans 16 i nt est i n et l e f
pr ®f ®r entiels de | a GVHD. A |l a diff®rence des |y
rapidement et sans stimulation antigénique préalable, notamment en présence de cellules infectées par

des agents pathogénes bact ®ri ens ou fongiques, ce qui sugg r
fonctions antimicrobiennes. Alors que la reconstitution des lymphocytes T conventionnels apres greffe est

bi en ®t udi ®e , i ndéexiste aucun@lT dtosuarne® eonsgéquancesl a r

pathologiques éventuelles associées a une anomalie quantitative ou qualitative de leur reconstitution.
Deux caractéristiques essentielles des MAIT, leur fonction antimicrobienne et leur localisation digestive
préférentielle, nous incitent tout particulierement a étudier leur contribution dans le contréle des infections
et dans |l a survenue do6ébune GVHD. Nos objectifs sont:

1/ déanalyser de mani re s®quentielle en cytom®tr.i
dans le sang circulant au cours de la 1ére année aprés allogreffe de CSH chez 60 enfants greffés dans le
Service d6H®matol ogie P®diatrique de | 6htpital Rob

2/ do®t udi er |l a corr®l attpon®denat MAl Teeentaesbnaven
ou de rechute leucémique.

Le nombre absolu et la fréquence des cellules MAIT seront déterminés en cytométrie de flux 8 couleurs,
simultanément a la quantification des lymphocytes conventionnels réalisée systématiquement en routine

1, 3, 6 et 12 mois aprés greffe. Les MAIT seront identifiés par la coexpression des marqueurs CD3+,

VU7. 2+ CD161high sur -CID84+l. ymehaoeyt® s1d@D4 ongi tudina
tous les enfants étant inclus au terme de la 1ere année, le dernier point de suivi a 12 mois sera complété

a la fin de la 2éme année.

Les résultats de cette étude permettront de savoir si le suivi de la reconstitution des cellules MAIT
représente un élément de surveillance utlepour i denti fier | es patients 7 r
de rechute.
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Youssef, Ghada Ben, Marie Tourret, Marion Salou, Liana Ghazarian, Véronique Houdouin, Stanislas
Mondot, Yvonne Mburu, et al. 2018. « Ontogeny of Human Mucosal-Associated Invariant T Cells and
Related T Cell Subsets ». Journal of Experimental Medicine 215 (2): 459279.

Retour tableau
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Résumé
OBJECTIFS

L'aspergillose invasive est une infection fongique profonde extrémement grave a point de départ le plus
souvent pulmonaire survenant fréquemment chez les patients immunodéprimés comme les allogreffés de
moelle osseuse (AGMO) sous immunosuppresseurs. Le polynucléaire neutrophile (PN) constitue une des

premi res barri res de d®f ense connhsel borgaanodmet i
rtle cruci al du PN dans | e contr*le de | O0infectior
jusqud- ce jour ®tudi ® |l e fonctionnement pr ®ci s e
Aspergillus fumigatus,l e princi pal agent de | 6aspergillose inv
Léobjectif de ce projet est do®tudier au sein dbéune
le comportementdes PNvis-a-vi s d&6A. fumigatus ° diff®rents temps
réalisée au niveau fonctionnel et protéomique. L'expression des différents récepteurs de l'immunité

i mpliqgu®s dans | a reconnaissance d6A. fumigatus pa

évalués en paralléle.

Afin doéoffrir un contr!'l e robusnneeurl e(sdomndr aiclt ®e g ts
possédent des fonctions normales) seront étudiées et comparées par la suite a celles des PN du receveur

aprés greffe.

Les PN des receveurs seront étudiés :
-enpostgr ef fe pr®coce, en sortie dobéapl asi e)
- a différents temps post-greffe : 2 mois, 6 mois, et 10 mois

RESULTATS ATTENDUS

Il est attendu que la fonctionnalité en pré-greffe soit normale ; et perturbée en post-greffe précoce et au

cours des épisodes de GVH sous immunosuppresseurs. Cependant, chez les patients en rémission
compléte, il est envisageable que l'administration a long terme de traitements immunosuppresseurs,

not amment l a ciclosporine, puisse alt®rer l e fonc
traitement.

METHODOLOGIE

1. Expressional a surface du PN des diff®rents r®cepteur
reconnaissance d'A. fumigatus par le PN a savoir les récepteurs de type "Toll-likereceptor” : TLR-1, TLR-

2, TLR-4, TLR-9 ainsi que la Dectine-1. Elle sera effectuée au niveau protéique par cytométrie en flux et
transcriptionnel par gPCR.

2. Exploration fonctionnelle des PN :

Elle sera réalisée de facon originale dans des conditions de sang total par cytométrie en flux afin d'éviter
toute procédure d'isolement des PN susceptible de les activer. Elle comportera I'étude de 1) I'expression
des mol ®cul es dbéadh®rence ° la surface cellul aire,
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( FRO) , 3) la phagocytose, 4) Il a survie, ndldsmiSesen e n

jeu par | 6interaction des | igand-sB BAPKEeSYkyi I | aires a
Elle sera effectuée apres stimulation par différents antigénes aspergillaires (1,3-b-D-g| ucan, é) m
également des ligands de TLR-1, TLR-2, TLR-4 et TLR-9.

La r®ponse cytoki ni gu eetahtinflanintatbiteset réponsd Thk7 iagsaciée apumeo
activation des PN) sera évaluée en paralléle dans les mémes conditions de stimulation

3. Léapproche prot ®o mi gqu e ese bidinrensio®ellé de sy@eeDIGE &iffere®tiale c t r
in gel el ectrophoresis) ; Lébanal yse consistera = ¢
prot ®ome compl et des PN du receveur 1) en sortie
compléte a 10 mois de la greffe.

Retour tableau
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Résumé

Le conditionnement (CDT) représente une phase importante de la greffe allogénique. Nous avons
contribué a établir les conditionnements & intensité réduite (RIC) et nous avons notamment allogreffé 535
patients avec ce type de stratégie a travers des essais thérapeutiques successifs. Dans notre derniére
étude prospective randomisée, nous avons établi que les formes les plus atténuées de CDT de type
Fluda/TBI étaient associées a un taux de rechute supérieur par rapport a un RIC de type Fluda/Bu/Sal

(FBS) (HR=249(145-4. 29)) (Manuscrit soumis). Bien gqgue non
qui démontre le bon profil de tolérance de cette approche, les incidences de GVH chronique et de mortalité
toxique (NRM) restent cependant trop élevées. Dans cett e perspective, | 6 ®t |

monocentrique récente de 229 patients montre que l'augmentation de la dose de SAL de 1 a 2 jours
sbaccompagne doéune diminution significat i-058)etdes GV
(0.12-0.46) respectivement) sans impact négatif notable sur le contrdle de la maladie (manuscrit soumis).

Dans ces conditions, alors que la diminution de la NRM a été majeure, le contrble tumoral reste le

probl me r®siduel notamment pour glues dRe&h®modgatrhil ég
est une voie d'intérét, I'enjeu étant de conserver le profil favorable de faible mortalité toxique.
A partir de donn®es | ocales r®centes débune cohort

donneur HLA identique familial ou non, pour des Hémopathies Myéloides (52 patients) et Lymphoides (54
patients) aprés un conditionnement de type F5BX2S2 (Fludarabine (30mg/m?/j x

5), Busulfan IV (130 mg/m?/ x2) et Thymoglobuline (2.5mg/Kg/j x2)), les probabilités de PFS et NRM
observées a un an sont respectivement de 60% (IC95%=[50-70]) et de 20% (IC95%=[0-28]). Pour les
patients >= 55 ans et < 64 ans (groupel 81 patients) et les patients >=65 ans (groupe2 25 patients) on a
constaté aucune différence significative concernant la survie globale (OS) et la survie sans progression
(PFS) a 1 et 2 ans respectivement dans les deux groupes. Ces résultats prometteurs en termes de toxicité
dans une population jusque-la contre-indiquée a la greffe en raison des risques potentiels montrent que
le contr6le de la maladie a long terme est devenu le principal axe de travail dans ce domaine. Concernant
le contrble de la maladie nous avons conduit une étude rétrospective a Marseille et Nantes : 166 patients
(Age médian, 57 ans) atteints de maladies myéloides ont été traités avec fludarabine (5jours), busulfan IV
(BX ou busilvex) (2 a 4j) et SAL (2j), dont 106 avec 2 jours de Busilvex. 39 de ces patients avaient une
leucémie aigiie myéloide (LAM) en premiere rémission compléte (RC1), sans anomalies cytogénétiques
de mauvais pronostic (groupe a risque standard) tandis que 67 patients ont été traités pour
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myelodysplasie, LAM au-dela de la RC1 ou LAM en RC1 mais avec une cytogénétique de mauvais
pronostic (groupe a haut risque).

La PFS & 2 ans était 60% (40-76) et 46% (32-58), dans les deux groupes respectivement.

Bien que les résultats obtenus chez les patients considérés a haut risque se comparent favorablement a
ceux rapportés aprés un conditionnement myeloablatif standard (MAC) ou un conditionnement moins

i ntensi f, ils ne sont pas total ement satisfaisants

Ainsi, bien que la sécurité de la procédure allogénique ait été largement améliorée, affiner l'intensité du
conditionnement reste bien une question importante a explorer, I'objectif étant tout en maintenant le profil
de toxicité favorable, d'améliorer le contrble a long terme des maladies.

Un récent rapport confirme que des doses plus élevées de busilvex peuvent étre administrées en toute
sécurité aux patients agés >=55 ans notamment en adaptant les doses a la pharmacocinétique.

Dans cette perspective nous proposons une ®tude

F5BX4S2 par adaptation pharmacocinétique de la dose de busulfan iv. La population cible consistera en
des patients porteurs d'hémopathies dont le mauvais pronostic justifiera l'alourdissement du
conditionnement. Les donneurs seront des donneurs HLA identiques familiaux ou non. Tous les patients
©g®s de >= 55 an gathipomaligaas des madvaih @anastic candidats a une greffe
allogénique seront inclus dans cette étude, en gardant une association identique avec Fludarabine et
Thymoglobuline. Un effectif de 40 patients est jugé suffisant pour estimer un taux de PFS 60% et diminuer
la NRM & 1 an a 20%.

Résultats

Mohty, Mohamad, Florent Malard, Didier Blaise, Noel Milpied, Sabine Furst, Resa Tabrizi, Thierry
Guillaume, et al. 2015. « Reduced-Toxicity Conditioning with Fludarabine, Once-Daily Intravenous
Busulfan, and Antithymocyte Globulins Prior to Allogeneic Stem Cell Transplantation: Results of a
Multicenter Prospective Phase 2 Trial: Reduced-Toxicity Conditioning Allo-SCT ». Cancer 121 (4): 56229.

Oudin, C., P. Chevallier, S. Furst, T. Guillaume, J. E. Cheikh, J. Delaunay, L. Castagna, et al. 2014.
« Reduced-Toxicity Conditioning Prior to Allogeneic Stem Cell Transplantation Improves Outcome in
Patients with Myeloid Malignancies ». Haematologica 99 (11): 176248.
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Roéle et mécanismes immunomodulateurs des NKT invariants humains apres

allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
HERMINE Olivier - CNRS Paris
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Résumeé
Léoall ogreffe est une th®rapeutique potentiell ement
Léam®lioration des r®sultats de | 6allogreffe repos:¢

du greffon contre | &Ghilatng (I@VH)®Nt®IUtceemeprl@sed f et i m
(effet graft-versus-tumeur ou GVT). Les lymphocytes T natural killer invariants (iNKT) peuvent contrler la

GVH sans alt®rer | 6effet GVT dans de stypesaeacellulessNKmur i r
a fonctionnalité distincte sont décrits, les INKT CD4 positifs et les INKT CD4 négatifs. Nous avons montré

pr ®al abl ement qudéune meill eure reconstitution en |
J15 de prédire un risque significativement diminué de développement de GVH aigue et était un facteur

i nd®pendant significatif pr®di cti f -gtdfelpaedimnai@lduor at
risque de mortalité liée a la GVH aigue sans augmentation du risque de rechute. Sur la base de ces

donn®es, nous ®mettons | 6hypoth se que |l es | ymphoc
GVH et GVT apr s allogreffe chez | 6homme.
Léobjectif de ce projet est doé6®tudier in vitro pui !

GVH/GVT, le rble des différents sous types phénotypiques de lymphocytes iNKT (CD4+ versus CD4-) sur
la réponse allogénique et les mécanismes par lesquels les iINKT humains peuvent moduler les effets GVH
et GVT.

Les résultats attendus sont (1) la miseenévi dence déau moins un sous) typ
prépondérant dans le contrble de la réponse allogénique (réaction mixte lymphocytaire in vitro et GVH in

Vivo), (2) |l a d®t ermination doun ratio r ®gwd, &j eur |
| 6®l uci dati on des m®c ani s mes dbébaction et l eur p
i mmunol ogi ques de |l a r®ponse allog®ni que : cellule
r®gul ateurs CD4+ CD25 + Fimisdfid tle IqurTefficaatd en jechérehant l¢é ndfoment le

plus opportun de | eur administration apr s | 6all og!

(enrichissement du greffon et/ou injections différées)

Les résultats obtenus devraient conduire a la proposition de nouvelles approches de thérapie cellulaire
chez les patients allogreffés permettant de moduler les effets GVH et GVT.

Les m®t hodes utilis®es pour | es ®tudes in vitro de
a partir de donneurs sains et mises en co-cultur e dans di ff ®rentes situation
des iINKT sur la stimulation de lymphocytes T allogéniques via des CPA avec ou sans T regs. Le modele

murin de GVH humanisée sera développé au laboratoire selon des modéles décrits. Les sous types de
lymphocytes iNKT seront injectés dans ce modeéle pré-clinique en combinaison avec une greffe de cellules
mononuclées humaines (effet GVH) avec ou sans cellules leucémiques (effet GVT).

Résultats

Coman, Tereza, Julien Ros s ibjnidichael Dlessiot] RaohelRigraunltj Joel B e t |
Babdor, et al. 2018. « Human CD4- invariant NKT lymphocytes regulate graft versus host disease ».
Oncolmmunology 7 (11): e1470735. https://doi.org/10.1080/2162402X.2018.1470735.
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clinigue «GRAPA»)
IVANOVIC Zoran - EFS
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Résumeé

Dans | e | aboratoire R&D en I ng®nierie Cellulaire

déexpansion ex vivo " partir des cellules CD34 de
volume sbav re tr s efficace (amplification cellul ai
fois et des progéniteurs engagés de 150 fois, sans perte de la capacité de greffe a court et a long terme

des cellules souches. Cette technique développ®e ~ | 6®chel l e clinique par

cellulaire repr®sente | a base doun PHRC nomm® ¢ GR

atteints de pathologies myélo-prolifératives en contexte allogénique (investigateur principal professeur
Noél Milpied). Les résultats obtenus avec les 7 premiers patients sont trés encourageants et démontrent

avec un recul de presgue 2 ans une reconstitution |
Encouragés par ces résultats, nousavonsenvi sag® | a possibilit® déutilis
(USP) rejet®es " cause de |l eur richesse cellulaire
encore | defficacit® de notre proc®dauvue¢oddaedphansipamn s

un greffon valide. De méme, une USP riche pourra étre utilisée aprés son expansion ex vivo pour greffer
deux patients. Pour arriver a ce but, nous proposons de compléter notre culture par deux facteurs

potentiellement synergigue s en termes ddéamplification des prog®n
1. Ajouter au « cocktail » une cytokine (IL-6 ) dont | 6effet positif devrait
imite | 6hypoxie par plusieurs aspects

2. Ajouter du TEPA, un chélateur du cuivre, qui pourrait compléter les propriétés antioxydatives de notre

milieu HPO1.

Ce choix est en |ligne directe avec | 6i d®e qui nous
vivo efficace : compensation doéounlloypéO@xypyp@mnatiac
renouvelement des cellules souches (notre concept « oxygen stem cell paradigm »)

Une s®rie déexp®riences pour examiner ces 3 condit]i
USP au moins. De plus, en paralléle avec une culture de durée « standard » (12 jours), une culture de

durée prolongée (21 jours) sera testée pour toutes les conditions.

Les effets seront suivis au niveau des progéniteurs (cultures en méthyl-cellulose) et au niveau de 2
populations de cellules souches a court et long terme par greffe dite « primaire » et « secondaire a des
souris NOG/Scid, la».)

La (les) condition(s) les plus prometteuse(s) seront transférées au grade clinique.

Résultats

Duchez, Pascale, Laura Rodriguez, Jean Chevaleyre, Veronique Lapostolle, Marija Vlaski, Philippe Brunet
de la Grange, et Zoran Ivanovic. 2015. « Interleukin-6 Enhances the Activity of in Vivo Long-Term
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L’IL-6 augmente les capacités de reconstitution a long terme des cellules souches hématopoiétiques dans

université
“BORDEAUX

/EFS\

AQUITAINE - LIMOUSIN

des cultures d’expansion ex-vivo congues pour induire une réponse “similaire a I’hypoxie”.

Pascale Duchez, 2 Laura Rodriguez,'? Jean Chevaleyre,’2 Veronique Conrad,"2 Marija Viaski,"? Philippe Brunet de la

1 Etablissement Frangais du Sang Aquitaine-Limousin, Bordeaux, France;

2 UMR 5164 CNRS/Université de Bordeaux, Bordeaux, France.

Introduction :

ge, "2 Zoran I i

Nous utilisons un milieu HRMC (Hypoxic Response Mimicking Cultures), milieu sans sérum, sans produit animal, avec anti-oxydant, supplémenté en cytokines
stabilisatrices de HIF-1a et permettant I' autorenouvellement et 'engagement des Cellules Souches Hématopotétiques (CSH).

Puisque I'lL-6 agit en synergie avec la concentration physiologique en O2 (1%) pour maintenir les populations de CSH primitives, nous avons émis I' hypothése que
son ajout aux cultures HRMC produirait le méme effet, méme a la concentration atmosphérique de 20% d'oxygene.

Methodes :

Les cellules en HRMC ont été exposées a 20% et 5% d'O2 avec et sans IL-6. Le nombre des progéniteurs engagés (CFU-GM, BFU-E, CFU-Mix, and CFU-Mk) a été
évalué ainsi que la capacité de repopulation hématopoiétique des CSH a court et a long terme en utilisant le modeéle de souris NSG in vivo (greffes primaires et

secondaires successivement).

Résultats :

Fig 1
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Fig. 3. La repopulation a long terme des cellules souches
hématopoiétiques en culture a 10 jours est estimée sur la prise
de greffe des cellules humaines dans la moelle des souris
es 8 aprés la greffe (16
semaines aprés l'injection des souris primaires receveuses).
A. Le chimérisme : pourcentage de cellules humaines CD45+
dans la moelle des souris). Chaque point représente une souris.
La ligne en pointillée rep la limite de positivité (établie sur
la base des souris qui sont conditionnées mais n'ont pas regu de
cellules le jour de I' B de souris p
pour le CD45 humain. C. La totalité des progéniteurs
par femur i.e. Colony-
Forming Cells (CFU-GM=BFU-E+CFU-Mix). *p<0.05, **p<0.001;
La différence entre les valeurs est testée par le test de Mann-
Whitney (seules les souris “positives” sont prises en
considération). Chaque point représente une souris. D. La
fréquence des souris “positives” pour les CFC d'origine humaine
, les significativités sont recherchées par le test x2..
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L' ajout d'IL-6 aux cultures HRMC exposées a 20% d'O2 n' a eu d'impact significatif ni sur les progéniteurs engagés ni sur la capacité de repopulation a court terme in-
vivo (les resultats de la greffe “primaire” des souris ne sont pas montrés).
En revanche la présence d'IL-6 a amélioré a la fois la fréquence et la capacité proliférative individuelle des populations les plus primitives mises en évidence par la
production de progéniteurs engagés d’origine humaine dans la moelle osseuse des souris de seconde génération.

Conclusion

Il est possible d'améliorer encore notre procédure d’expansion basée sur les cultures HRMC exp

a une cor ion atmosphérique en O2 simplement par

I'ajout d'IL-6 au cocktail de cytokines afin d’améliorer le maintien des CSH les plus primitives sans impact négatif sur les population CSH moins primitives et les

progéniteurs engagés.

Retour tableau
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Injection de cellules apoptotiques en allogreffe de cellules hématopoiétiques,

du laboratoire au lit du patient
PERRUCHE Sylvain - EFS Besancgon
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Résumeé

Ce proj et sOéinscrit dans | e d®vel oppement de strat ®gdg
| 6utilisation de | eucocytes apoptotiques, ~ partir
strat®gie sbébapplique 7 opdétduds (ATCH)eaprds eonditiennement prréegiefies h ®
r®duit. En effet, nous souhaitons d®velopper un ess
les patients agés éligibles pour une ACH déplétée en lymphocytes T et B aprés conditionnent pré-greffe

all ®g ®. Cette approche sera consolid®e en parall |
moelle osseuse afin de valider gue | 6injection de

favorise | a prise dohooytegT et B, flue cettedafppoth® ¢stRcongpatibld ayem pn
conditionnement pré-greffe réduit de type irradiation corporelle totale 2 Gy associée a un traitement par

fludarabine, et enfin, que | 6injectionGdke dell AEH
favorise | a survenue de |l a maladie du greffon cont
comprendre |l e rtle des cellules dendritigues plasm
tolérance dépendantsdescellule s apopt otiques. Nous avons pu montr
apoptotiques induisait les pDC a favoriser une polarisation de lymphocytes T régulateurs (Treg). Le TGF-

b nbdest pas |l e seul facteur i mpl i qle®@aitehem des pD&ipard u c t

TGF-b recombinant favorise alors wune polarisation |
le/les facteurs impliqués (TSP-1, TSLP, MFGE-8 ¢) dans <cette dichotomie grcC
des surnageants de macrophages cultivés avec des cellules apoptotiques. La voie de signalisation et

| 6acti vath odnandsu |ITeGF pDC sembl ent essentielles. Nous
transgéniques déficients soit en récepteur lau TGF-b s oi t en i nt ®@egtrtianret UVaSc t(i}
TGFb | atent) , respectivement. De plus, la stimul at.
TGF-b par | es pDC mais pas | a phosphorylation du f ac
élément de la voie de signalisaton du TLR9, tel quél RF7, interagit a
fixation sur la région promotrice du TGF-b . Nous allons ®tudier ces inte

déi mmunopr ®cipitation (I P) mais aussi débhiovHEnkh, bteeque hr ot
la co-culture de cellules apoptotiques avec les pDC ne prévienne pas leur activation par le CpG ODN, ceci

néexclut pas ces derni res néinfluencent pas direc:
des cellules apoptotiques seront étudiéesparRT-PCR. Ce projet sbdéinscrit donc
t h®r apies cellulaires innovantes telles que | 6inje
cette approche démontrée en ACH, cette stratégie pourra étreapp | i qu®e ~ dbéautres pa
d®crit dans diff®rents mod | es exp®rimentaux (arth
l es travaux fondamentaux de ce projet permettront
t ol ®r a mpastaneetdu TG6-b dans cette population particuli r

systéme immunitaire et sa réponse.
Retour tableau
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RETIERE Christelle - EFS Pays de la Loire
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Résumé

L6i mplication des cellules Natur al Killer (NK) all.
leucémiques apres greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), permettant de favoriser le
pronostic clinique du receveur. Les fonctions cellulaires NK sont régulées par une balance de signaux
inhibiteurs et activateurs qui impliquent de nombreux récepteurs dont les KIR, une famille de 14 génes qui
codent pour des r®cepteurs inhibiteurs et activateu
|l 6all or®activit® cellulaire NK m®di ®e par |l es KIR i
les investigations sur les KIR activateurs dans le contexte de la greffe de CSH ont été menées
principalement sur un plan immunogénétique. Notre objectif est donc de contribuer & une meilleure
connaissance du réle des principaux KIR activateurs dans le role anti-leucémique des cellules NK. Nous
avons en effet contribué ces derniéres années a une meilleure connaissance des ligands des KIR

activateurs et mi eux do®f i ni |l es r gles dbéallor ®ac
| 6environnement H Ld& KIR. A natrecormaissanag, de rdleideycasrKIR activateurs dans

la fonction antileuc®mique des cellules NK nbéa pas
Notre objectif est do®t udi er l es fonctions <cell ul

caractérisés vis-a-vis de différentes cellules leucémiques in vitro par cytométrie de flux 4 couleurs, et ex
vivo dans le contexte de la greffe de CSH.

Ce travail sbeffectuera au sein de notre ®quipe de
services doh ®Huade dldntegquieontdbweront & nous fournir différents types de cellules
leucémiques caractérisées et diagnostiquer précisément la pathologie du patient. Parallelement a cette

®t ude m®cani stique, nous ®t udi er on sute Hahd lengoraexte dedhe s K
greffe de CSH en fonction de la nature de la leucémie. Cette étude basée sur les analyses biostatistiques
sera r®alis®e " partir des donn®es obtenues dans |
allogéniquesdeCSH r ®al i s®e ° partir de 254 couples donneur
publication supervisée par notre équipe (K. Gagne, BBMT 2009). Nous souhaitons ainsi revisiter les
donn®es g®notypiques KIR et HL Aeursdurle®@dleahtileacémidqué Lemp a c t
|l aboratoires participants, | 6 Ag e RT€®nt doené lew ac®idpou®d e ¢
gue ces données puissent étre ré-évaluées dans cet objectif. Cette étude statistique sera menée par la

société Methodomics avec laquelle nous avons précédemment collaboré. Cette étude dans son ensemble

doi t nous permettre de -leucémigue d&\KEIaadtieateursl egprimép eheztle a n't
donneur dans le contexte de la greffe de CSH au regard de la nature de la leucémie.

Résultats

David, G., Z. Djaoud, C. Willem, N. Legrand, P. Rettman, K. Gagne, A. Cesbron, et C. Retiere. 2013.
« Large Spectrum of HLA-C Recognition by Killer Ig-like Receptor (KIR)2DL2 and KIR2DL3 and Restricted
C1 Specificity of KIR2DS2: Dominant Impact of KIR2DL2/KIR2DS2 on KIR2D NK Cell Repertoire
Formation ». The Journal of Immunology 191 (9): 4778238.

Djaoud, Zakia, Gaélle David, Céline Bressollette, Catherine Willem, Pauline Rettman, Katia Gagne,
Nolwenn Legrand, et al. 2013. « Amplified NKG2C+ NK Cells in Cytomegalovirus (CMV) Infection
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Preferentially Express Killer Cell Ig-like Receptor 2DL: Functional Impact in Controlling CMV-Infected
Dendritic Cells ». The Journal of Immunology 191 (5): 27082.6.

Gagne, Katia, Catherine Willem, Nolwenn Legrand, Zakia Djaoud, Gaélle David, Pauline Rettman, Céline
Bressollette-Bodin, et al. 2013. « Both the Nature of KIR3DL1 Alleles and the KIR3DL1/S1 Allele
Combination Affect the KIR3DL1 NK-Cell Repertoire in the French Population ». European Journal of
Immunology 43 (4): 108528.

Rettman, Pauline, Catherine Willem, Gaélle David, Raphaélle Riou, Nolwenn Legrand, Julie Esbelin, Anne
Cesbron, David Senitzer, Katia Gagne, et Christelle Retiere. 2016. « New Insights on the Natural Killer
Cell Repertoire from a Thorough Analysis of Cord Blood Cells ». Journal of Leukocyte Biology 100 (3):
471779.
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Modifiees par Photochimi¢GMP)
CHAPEROT Laurence - EFS
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Résumeé

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est une immunothérapie cellulaire autologue basée sur

| 6injection de cellules mononucl @&tdises damdedraittmefteless par
l ymphomes T cutan®s, en pr®vention ou traitement di
du greffon contre | 6htte apr s greffe de cellul es
améliorées par 61 CMP ont pour point commun doéi mpliquer de
gudelles soient monocl onales (cas des | ymphomes T
transplantations). Quelles que stoidkentmdduwsl drndlitaadtii

immunitaire vis a vis des cellules T « pathogénes » responsables des manifestations cliniques, mais les
mécanismes de cette immunomodulation sont encore mal connus.

Lhypoth se que nous f ai s o oeflulesscortenagtwee glaatité €levéende f u s i
lymphocytes T pathogénes modifiés photochimiquement va entrainer une intervention spécifique et ciblée

du syst me i mmunitaire, en |lien avec | 6hypoth se ®i
desmodéles doé6®tude in vitro | e t rAxdetcellales mbnonBdé&es induiP s or
| apoptose de | 6ensemble des cellules trait®es (Ily

chaque type cellulaire, mais plus rapide pour les lymphocytes T activés que pour les autres cellules.

Le projet de recherche aura donc pour objectif de comprendre in vitro comment les lymphocytes T
pathog nes participent -  6i nducti on ddune mor t
immunomodulation spécifique des lymphocytes T « pathogenes ». Nous analyserons en détail les signaux
de danger émis par les cellules T traitées par PUVA et la maniére dont ces signaux sont régulés et
influencent les cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages qui vont interagir avec elles.
Parall | ement, pui sgue nous pensons que | es |l ymphc
i mmunomodul ateur de | 8681 CMP, nous proposons une opti
doses de produit cellulaire enrichi en lymphocytes T pathogénes triés puis amplifiés in vitro, et congelés,
qui permettrait de rendre le traitement plus supportable pour les patients. Ce procédé permettrait de
réduire les inconvénients de cytaphéréses multiples, et constituerait une optimisation certaine du

traitement tout en confirmant | dhypoth se avanc®e.
déamplification in vitro des | ymphocytes T allor®
transfert vers la clinique, et évalueronsinvi t ro | 6ef f et i mmunomodul at eur d:
par PUVA, en comparaison avec | 6effet de cellules |
Une meill eure connaissance des m®cani smes dobéaction
champasppdléi cati on de cette th®rapeutique, ai nsi guob
r®sul tats permettent de di minuer l e nombre doéaph®il
supporter, et pourra étre plus largement propose€, en particulier pour traiter les GVHD complications des
greffes de moell e osseuse chez | 6enfant.

Résultats

Coppard, Céline, Dalil Hannani, Marion Humbert, Virginie Gauthier, Joel Plumas, Etienne Merlin,
Francoise Gabert, et Laurence Chaperot. 2019. « In Vitro PUVA Treatment Triggers Calreticulin Exposition
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and HMGBL1 Release by Dying T Lymphocytes in GVHD: New Insights in Extracorporeal Photopheresis ».
Journal of Clinical Apheresis 34 (4): 45040.

Poster

UNIVERSITE
Grenoble
i Alpes

~+ Resting T cells NT
= Resting T cells PUVA
-+ Activated T cells NT
= Activated T cells PUVA

Retour tableau
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de sang placentaire
DI CRISTOFARO Julie - Université Aix-Marseille
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Résumeé

Les greffes allogéniques de cellules souches hématopoiétiques utilisent des greffons obtenus de donneurs
apparent ®s ou non apparent ®s, pr ® ev®s par aph®r s
ponctions multiples des crétes iliaques sous anesthésie générale, ou collect®s apr s

enfant en bonne santé par ponction des veines ombilicales et recueil du sang placentaire.

Les registres de donneurs volontaires non apparentés et les banques de sangs placentaires répertorient

une fréquence élevée de phénotype HLA caractéristiques des populations Européennes ; la conséquence

en est la difficult® doéidentifier un donneur HL A
totalement ou partiellement compatible pour les patients issus de communautésautre s que dbéascel
Europ®enne, ce qui soul ve une gquestion ®thique et

A |1 dint®rieur m° me des populations dites caucasi e
fréquence des alléles et des haplotypes HLA, en fonction de la région géographigue au sein de laquelle
le registre (« centre donneur ») ou la banque de sangs placentaires sont implantés. Un des objectifs
actuel s de | 6Agence de | a Biom®decine et du tR®s e
ddbaugmenter | e nombre, la qualit® (en terme de nom
aussi la diversité génétique des USP collectées et conservées par les banques de sang placentaires
Francaises : pour cette raison, de nouvelles banques ont récemment été créées, en association avec leurs
maternités de proximité ; la banque de sangs placentaires de Marseille a redémarré son activité arrétée

en 2003, avec | 6objectif de tirer avant age wvhguesbass
de migrations pour contribuer tout particuli remeni
Au-dela des aspects médicaux et biologiques, le recrutement de diverses communautés héritieres de

comportements sociaux, culturels et religieux différent s , soul vent l es qQquestion
| 6acceptation du don. Le premier objectif de ce pr
montrent un int®r°t dans | 6enrichissement ajitéraslde t at i
gualification des UPS en fonction de ces zones g®o0

évaluée par le recueil du lieu de naissance des grands parents.

Le second objectif, sociologique, est de construire les messages et les actions les plus adaptés et les plus
pertinents pour améliorer le recrutement des populations les plus intéressantes en termes
déenrichissement des registres et de qual i fouplati o
permettront de définir leursattent es en ter mes de communication et d:¢

Ce projet propose ®gal ement doéexplorer l es aspect
activit®s de banking en |lien avec | 6origine g®ogr a
sélection des donneuses sur la base de leur origine géographique ou encore la pertinence et la faisabilité

de faire évoluer les pratiques de banking et dans le cadre de la coopération internationale en particulier

en région Méditerranéenne.

Résultats

Bordoni, C, J Magalon, C Gilbertas, M Gamerre, P Le Coz, M Berthomieu, C Chabannon, J Di Cristofaro,
et C Picard. 2015. « Cord blood collection and banking from a population with highly diverse geographic
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origins increase HLA diversity in the registry and do not lower the proportion of validated cord blood units:
experience of the Marseille cord blood bank ». Bone Marrow Transplantation 50 (4): 531235.

Poster

- Appel d’offres

Lorigine géographique et I'enrichissement de la banque de sang placentaire
ne sont pas corrélés avec les critéres de qualification des USP a la banque
de Marseille

C. Bordoni?, J. Magalon?, C. Gilbertas 3, M. Gamerre 3, M. Berthomieu 4, C. Chabannon?, J. Di Cristofaro !, C. Picard 2

1UMR7268 ADES AMU CNRS EFS, Marseille; 2Laboratoire d'immunogénétique, Etablissement Francais du Sang Alpes Méditerranée; 3Maternité, Hopital de la
Conception, AP-HM, Marseille; *Unité de thérapie cellulaire, Institut Paoli-Calmettes, Marseille

Objectifs
En plus du contenu en cellule des unités de sang placentaire, un
probléme majeur pour la mise en banque des USP, soulevé par plusieurs
auteurs, est dans I'enrichissement en diversité du registre HLA. Ceci
implique que les USP doivent étre collectées dans des maternités
caractérisées par une diversité d’origine géographique des femmes quiy
accouchent. Une étude précédente, menée sur 328 USP de la maternité
de Marseille, a montré que 60% des USP avait au moins un haplotype
d’origine non-Européenne et que 92% et 59% de ces USP enrichissaient
les registres de sang de cordon et de moelle osseuse.
Il n’y avait aucune différence pour les standards de qualification
(volume , TNCC, et CD34*) concernant I'enrichissement du registre ou
l'origine de I'haplotype. Cependant, plusieurs études a partir de banque
d’USP américaine suggerent que I'éthnicité affecte la proportion d’USP
ayant une numération cellulaire élevée.
Le but de notre étude était de déterminer si, dans notre contexte
local, l'origine géographique et I'enrichissement du registre sont
corrélés avec les critéres de qualifation des USP.

Méthodologie

Population étudiée: Etude menée a la maternité de Marseille entre
Mars 2012 et Ao(t 2013, incluant:
* 106 USP disqualifiées (dUSP) avec un TNCC < 140x107,
e 136 USP qualifiées,
* 2691 donneurs non-apparentés provenant de la méme zone

géographique.
Les volumes d’USP (mL) ont été enregistrés a la maternité. Le TNCC a
été réalisé sur les USP avant « techniquage » et congélation en
utilisant un analyseur hématologique.
Origine des haplotypes putatifs: Le génotypage semi-allélique HLA-A,
HLA-B et allélique HLA-DRB1 a été réalisé.
Pour déduire I'information sur 'origine ancestrale des USP banquées ou
des dUSP et leur potentiel d’enrichissement de la diversité HLA, nous
avons appliqué un algorithme qui permet de déterminer les haplotypes
putatifs des parents.
L'origine des USP et des dUSP a été déduite en confrontant leur
haplotype avec les données disponibles et publiées par Maiers et
collaborateurs en 2007.
Enrichissement des registres: Lenregistrement des registres
internationaux de donneurs non-apparentés et d'USP a été évaluée en
utilisant la base de données internationale des donneurs de moelle
osseuse en simulant la recherche d’un receveur potentiel. Une USP était
considérée comme enrichissant le registre avec une phénotype non-
référencé quand aucune correspondance 6/6 avec une USP ou un
donneur non-apparenté était identifiée dans les registres respectifs, en
considérant une résolution semi-allélique pour le HLA-A, HLA-B et

allélique pour le HLA-DRB1.

LES JOURNEES

DE I ’TAGENCE
oeLA BIOMEDECINE

Résultats

71% des dUSP et 75% des USP présentaient 2 haplotypes non-
européens.

Les dUSP et les USP enrichissaient les registres d’USP et de
moelle osseuse dans la méme proportion (73.6% et 26.5% vs
62.5% et 24.3%, respectivement, p=NS).

Pas de différence statistique observée pour les critéres de
qualification entre toutes les dUSP présentant 2 haplotypes
d’origine européenne et au moins 1 haplotype d’origine non-
européenne, ni pour I'enrichissement du registre.

Registre USP Origine géographique

duspP

) B
Enrichissante (78) (28) (18) (88)

Critdres de qualification moyenne SO moyenne D moyenne SO moyenne D

Volume avant congélation (mL) 88 69145 0 | 70135 834 6997 %02 69145

Numération TNC avant congélation (x107) 105 65137 105 56137

Répartition TNC n %) n ) p  n K n (%) »

56-90x107 20 256 6 2 oss s 8 | 2 2
90-105 20 256 6 2 4
105124 16 205 10 3 s 2
128137 2 269 6 2a o 4 2 23 2
inconnu 1 13 [ [ 0

Conclusions

Notre étude suggére que le nombre d’USP mises en banque
n’est pas affecté par l'origine géographique de I'haplotype dans
la région de Marseille. Ainsi, I'augmentation de la diversité en
HLA du registre ne se fait pas au dépens de la qualité des USP
ou des taux de validation.

Le contexte génétique local et aussi le mode de prélevement
des USP peuvent expliquer les différences observées avec les
autres études.

‘/E@. ADES %4

Centre universitaire
des Saints-Péres
PARIS René Descartes

18819 MAI 2017
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Biomarqueurs épigéneétique en greffe de cellules souches hématopoiétiques :

implication dans les complications pgseffe
GOODHARDT Michele - Université Paris Diderot
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Résumeé

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (GCSH) demeure le traitement de choix pour un grand
nombre doéh®mopathies malignes et non malignes ain
évolution favorable de cette thérapie est conditionnée par plusieurs facteurs, dont la source et la qualité

des cellules souches. Dans ce context e, appara’t p
fonctions des CSH qui pourrait °tre " | 06origine dol

aprés greffe. Les études de notre groupe sur les CSH de moelle osseuse humaine ont montré que cette

perte de fonction des CSH est associée a des modifications épigénétiques et plus particulierement au
niveau de Il a trim®thylation de | 6hi s tasen 8UVIIIL, quiH3 K9
catalyse cette modification.

Objectif : Léobjectif de ce travail est de d®ter mi |
et de SUV39H1 sont des biomarqueurs prédictifs de la fonctionnalité des CSH et par conséquent, de

| éGolution post-greffe. Pour cela nous réaliserons (i) une étude biologique pour étendre et valider les
propriétés fonctionnelles de SUV39H1 et de H3K9me3 aux autres types de CSH: cordon et PBSC ; et (ii)

une étude clinico-biologique prospective pourcorréler | e ni veau dbéexpression de
avec | 6dincidence et | a s®v®rit® des complications
biomarqueurs.

Résultats attendus : Cette étude devrait permettre la validation de biomarqueurs épigénétiques de la

fonctionnalit® des CSH et do6®tablir ainsi des crit
épigénétiques étant réversibles, il serait envisageable a terme de pouvoir intervenir sur la fonction des
CSH avec des agents pharmac ol ogi ques agi ssant sur l a chromat.i

greffes des CSH.

Méthodologie: Nous comparerons le profil des modifications des histones dans les CSH CD34+CD38- de
sang de cordon et de sang p®ri psh@®radargude sdee xdp@rrieaurrc
pr®cipitation de | a chromatine (ChlIP). Pour chaque
SUV39H1 par RT-PCR quantitative et le niveau de H3K9me3 par cytométrie de flux. Ces parametres

seront comparés au potentiel de différenciation des CSH analysées en paralléle par des expériences de

di ff®renciation i n vit rbmlogigues post-grgffa.d6 aux donn®es cl i ni

Résultats

Djeghloul, Dounia, Klaudia Kuranda, Isabelle Kuzniak, Daniela Barbieri, Irina Naguibneva, Caroline
Choisy, Jean-Christophe Bories, et al. 2016. « Age-Associated Decrease of the Histone Methyltransferase
SUV39H1 in HSC Perturbs Heterochromatin and B Lymphoid Differentiation ». Stem Cell Reports 6 (6):
97044.
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Une thérapie cellulaire T adoptive dans la greffe des cellules hématopoiétique

souche de sang placentaire
MALLONE Roberto - INSERM Paris
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Résumeé

OBJECTIFS.

La greffe de cellules souches h®matopou®ti ques (GC
sang placentaire (USP) est de plus en plus utilisée. Un inconvénient commun a toutes les approches de
GCSH est | 6 ®t at de d®f i ci treconstitmionnimrhuaiiaire.e Lesqginfactionp r ® ¢

intercurrentes pendant cette période (EBV, CMV, AdV) peuvent étre fatales. Lorsque les CSH proviennent

des donneurs adultes, le transfert secondaire de lymphocytes du donneur stimulés in vitro par des
antigenes(Ags) vVviraux peut °tre utilis® afin dbéaugmente
option nbest pas disponible pour Il es greffes d6USP
limitée en quantité.

Nous avons réecemment développé une technique dite "accelerated co-cultured dendritic cells" (acDC) qui

per met de g®n®rer des cellules T (CD4+ et CD8+) spR@G
de sang (1-2 millions de cellules par Ag). Le principe de cette techniqueestd 8i ndui re direct

la diff® rentiation des pr®curseurs des DC, " partir
court terme en pr®sence des Ags dbéint®r°t. Ceci
spécifigues de ces Ags en sti mul ant |l eurs pr®curseur s, quaoi
avantages majeurs de cette technigue sont son effic
réduits en sang (Martinuzzi et al., Blood 2011; brevet déposé par Inserm-Transfert). Ces caractéristiques
rendent la technique acDC bien adaptée pour développer des thérapies cellulaires T adoptives pour les
receveurs dobébune greffe USP. Nous proposons donc doé
METHODOLOGIE.
Nousnous concentrerons sur | e mod | e ad®novirus (Ad
contrtler, en particulier chez | es enfant s, faut e
seront obtenus aupr s aé¢ ISa hioabangueade sl 6 G ®icte
examinerons | 6induction de DC dans |l es cultures de
stimulation et | 6expansion des cellules T sp®ctsfiqgl
d®crits dans | a |itt®rature. Loexpansion des cellu
doéI-FN polyfonctionnalit®) et par des t®tram res HI
sp®ci fiques de | 6 Ad\kuite caractériségirRvitr®@pow® leur effieacie a lyserelas cibles
pul s®es avec | es peptides AdV ou i nf-eactivitteespounleuesc | 6
propriétés fonctionnelles corrélées avec une efficacité clinique (polyfonctionnalit®, haut e avi di t «
RESULTATS ATTENDUS.

Cette approche utilise des réactifs compatibles avec les Good Manufacturing Practices et, en cas de
succes, pourrait étre rapidement appliquée en clinique afin de traiter les infections intercurrentes chez les
receveurs dobéune greffe dOUSP.
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Résultats

Kuranda, Klaudia, Sophie Caillat-Zucman, Sylvaine You, et Roberto Mallone. 2019. « In Vitro Expansion

of Anti-viral T Cells from Cord Blood by Accelerated Co-cultured Dendritic Cells ». Molecular Therapy -
Methods & Clinical Development 13 (juin): 11220.

Brevet : Mallone, Roberto, Sophie CAILLAT-ZUCMAN, et Klaudia KURANDA. 2016. Procédés de
pr®paration de cellules t sp®cifiqgues de | dantig n
World Intellectual Property Organization WO2016180852A1, filed 11 mai 2016, et issued 17 novembre

2016. https://patents.google.com/patent/\WW02016180852A1/fr.
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Production de lymphocytes T amtrus pouimmunothérapie adoptive apres

allogreffe de CSH : protocole clinique
BENSOUSSAN Daniéle - CHU de Nancy

Retour tableau

Résumé

Les infections & virus d'Epstein Barr (EBV), cytomegalovirus (CMV) ou Adénovirus (ADV) représentent

Il un des effets secondaires maj eur s de |l 6all ogr e
Léincidence est variable selon | e degr® de compat
nombreux traitements anti-viraux sont maintenant disponibles pour le CMV, il existe un anticorps
monoclonal efficace contre 'EBV (anticorpsanti-CD2 0 : Ri t ux i ma b-Hrpl praconisé&dontre u 6 u r
I'ADV (cidofovir : Vistide®). Le suivi régulier de la charge virale de ces 3 virus apres allogreffe de CSH

permet d'initier ces traitements de fagcon pré-emptive et de traiter ainsi les patients au stade d'infection, en

| "' absence de tout signe clinique. Cependant, | eu
reconstitution immunitaire spécifique et I'évolution vers le stade "maladie" est particulierement redoutée.

De plus, ils ne sont pas dénués de toxicité nécessitant un arrét prématuré du traitement ou la diminution

de la dose.

En cas do6®chec des traitements m®direraapdgeménemorelles.c e s
Léalternative th®rapeutiqgue pouvant °tre alors pro
et al, 2006, 2010, 2012, Kolb et al, 2010, Leen et al, 2006). Il s'agit de produire par une technique
immunomagnétique des lymphocytes T cytotoxigues anti-viraux (CTL anti-viraux). Notre équipe a initié un
protocole clinigue multicentrique, actuellement en cours, consistant en la production de lymphocytes T
cytotoxiques anti-ADV (CTL anti-ADV) a partir de cellules du donneur de CSH ( | euk ap h®r s e)
ddbune technique rapide de grade clinique (Cytokine
Biotec) afin de proposer une alternative thérapeutique aux patients en échec de traitement par cidofovir.

Les résultats préliminaires nous conduisent a élargir les indications a deux autres virus responsables

dodi nf e c tgrefferesauxmpatients ayant recu une allogreffe de sang placentaire.

Nous proposons un protocole pilote -TC| ayanbpmow ohjectif q u e
déinclure 12 patients sur une dur ®e maxi male de 2
en ®chec doun -virat @hivéntonnmelncorreceementi mené, apres une allogreffe de CSH
génoidentique ou non apparentée 9/10 ou 10/10éme identique ou une allogreffe de sang placentaire et

chez lesquels [ 6imnunat® sp®cifique adebt pas recc
| 6absence de toxicit® et plus particuli remenfoude
déune GVH chronigue extensiveewiustddratgg rhaamd i losn mMdiug
Les objectifs secondaires sont | 6®volution de | a cl

chez le patient.

Résultats

Qian, C., Y. Wang, L. Reppel, M. D6oaveni , A . C/aanhPpecdie | | i
T-Cell Transfer from HSCT Donor for the Treatment of Viral Infections or Diseases after HSCT ». Bone
Marrow Transplantation 53 (2): 11422.
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