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Les déficits immunitaires regroupent des pathologies héréditaires caractérisées par un
dysfonctionnement ou une absence de réponse immunitaire. Les bases moléculaires et génétiques
de plus de 100 déficits immunitaires héréditaires différents ont été découvertes au cours de la
derni¢re décennie permettant d’une part une meilleure connaissance du fonctionnement du
systéme immunitaire et d’autre part de proposer un conseil génétique et un diagnostic pré-natal.
Les déficits immunitaires héréditaires évoluent généralement vers des complications létales. Le
seul traitement curatif existant a ce jour pour les déficits immunitaires héréditaires les plus graves
est I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH).

La premiére allogreffe de CSH pour un déficit immunitaire héréditaire (Déficit
Immunitaire Combiné Sévere : SCID) a été réalisée en 1968 : il s’agissait d’une allogreffe de
moelle osseuse a partir d’un donneur intra familial génoidentique du point de vue des antigénes
d’histocompatibilité (HLA). Dans les premiéres années, seuls les patients possédant un donneur
intra familial HLA génoidentique pouvaient bénéficier de ce traitement. A partir de 1981,
I’introduction de la déplétion en lymphocytes T du greffon prévenant efficacement la survenue
de la réaction du greffon contre I’h6te (GVHD) a permis de proposer la greffe de CSH a partir de
donneurs intra-familiaux HLA partiellement identiques (haploidentiques). Enfin, I’inscription
d’un plus grand nombre de donneurs volontaires sur les fichiers a conduit a réaliser beaucoup
plus de greffes en situation HLA phénoidentique. Une étude a été publiée par 1’équipe du Pr.
Fischer en 2003, reprenant I’ensemble des allogreftes réalisées dans les déficits immunitaires
entre 1968 et 1999, recensées sur le registre européen des allogreffes dans les Déficits
Immunitaires (Antoine et al, 2003). Cette étude reprend 1082 greftes réalisées chez 919 patients
(566 chez 475 patients SCID et 512 chez 444 patients atteints de déficits immunitaires autres que
SCID). Nous ne rapporterons ici que les conclusions concernant les patients atteints de déficits
immunitaires autres que SCID, puisque seuls ceux-ci peuvent étre pris en charge sur Nancy.
L’étude montre que les allogreffes en situation HLA phénoidentique donnent des résultats au
moins aussi satisfaisants que les allogreffes génoidentiques. En revanche, la survie apres
allogreffe haploidentique est significativement plus faible. La recherche d’un donneur non
apparenté doit donc étre privilégiée par rapport a une grefte haploidentique. De plus, les résultats
des allogreffes haploidentiques ne se sont pas améliorés au cours du temps. Enfin, aucun rejet
tardif associé a une rechute de la maladie n’est survenu, apres un suivi d’au moins 20 ans.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particuliérement a trois grands
syndromes associant des déficits de I’immunité cellulaire & d’autres manifestations : le syndrome

Hyper IgM, le syndrome de Wiskott Aldrich et le syndrome de DiGeorge.
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En effet, le service du Pr Bordigoni est spécialisé dans la prise en charge de déficits immunitaires
héréditaires (DI) autres que SCID. A ce jour, ce service a la volonté de devenir Centre de
référence régional des déficits immunitaires, ce qui aurait pour conséquence que tous les patients
de la région Est, suspects de déficit immunitaire, soient adressés au Centre de Référence de
Nancy. Parallélement, le Pr. Bordigoni dirige 1’Unité de Transplantation Médullaire et de
Thérapie Cellulaire qui se situe dans les 5 premiers centres d’allogreffes frangais. En effet, le
nombre d’allogreffes de CSH toutes indications confondues (hémopathies malignes et déficits
immunitaires) réalisées au CHU de Nancy s’est considérablement accru au cours des 10 derniéres
années. Il est passé d’une vingtaine a plus de 40 allogreffes en 2006. Cette évolution correspond
a un accroissement des indications des allogreffes de CSH notamment du fait de I’avénement des
conditionnements non myéloablatifs mais également a un recrutement extra-régional des patients,
et parfois international (Maroc, Algérie, Europe de I’Est).
Parallelement a cette évolution clinique, I’activité de 1’Unité de Thérapie Cellulaire et de Tissus
(UTCT) a également évolué. De plus, la législation s’est précisée avec la publication fin 1998 de
la premiere version des Bonnes Pratiques de Thérapie Cellulaire. Ce référentiel a permis aux
différentes unités de Thérapie cellulaire de mesurer les efforts a fournir pour répondre aux
exigences de la loi. Le CHU de Nancy a fait le choix stratégique de développer cette activité en
promouvant la construction de nouveaux locaux conformes aux textes de loi. L’activité de
Thérapie cellulaire de I’'UTCT, qui avait été autorisée par 1’AFSSaPS en 2004, a été intégrée
dans les nouveaux locaux a partir de Septembre 2005 et I’AFSSaPS a renouvelé 1’autorisation de
production en Thérapie cellulaire dans ces nouveaux locaux en Juillet 2006. De plus, nous avons
développé au sein de I’UTCT, un laboratoire d’Immunologie cellulaire qui réalise des tests
fonctionnels mais également des tests spécifiques a chaque déficit immunitaire afin d’apporter
une aide contributive au diagnostic des Déficits immunitaires.

Etant données les activités réalisées au sein de I’UTCT, nous avons eu |’opportunité de
contribuer au diagnostic et au traitement de patients présentant des déficits immunitaires

héréditaires. Certains de ces cas ont fait I’objet de publications.

Ce travail s’attache, a travers trois modéles de déficits immunitaires héréditaires
différents, a montrer que la modification et 1’adaptation des protocoles d’allogreffe aux
caractéristiques propres a chaque DI, permet de prévenir les complications survenant au décours
des greffes de cellules hématopoiétiques allogéniques.

Nous nous sommes, dans un premier temps, intéress€s aux complications infectieuses

survenant apres allogreftes de CSH et plus particuliecrement en situation partiellement
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incompatible (phénoidentique ou haploidentique). Nous avons tout d’abord travaillé sur le
modeéle du syndrome lymphoprolifératif induit par le virus d’Epstein Barr (EBV). En effet, dans
la majorité des cas, les lymphomes EBV qui surviennent apres greffe de CSH sont d’origine du
donneur. Or I’EBV a la particularité de rester quiescent dans les lymphocytes B. Nous avons
donc proposé de réaliser une déplétion en lymphocytes B du greffon afin de prévenir cette
complication chez les patients atteints de Déficit Immunitaire.

Puis, nous avons travaillé sur un modele différent : celui de la cryptosporidiose chez les
patients atteints d’HIGM liée a ’X (ou HIGM I). Dans ce contexte, cette infection engendre des
complications de type cholangite sclérosante pouvant évoluer vers une insuffisance hépatique
grave. Nous avons pu montrer que la mise en ccuvre d’une allogreffe de CSH avant toute
aggravation de la cryptosporidiose permettait de corriger le déficit immunitaire et surtout de
guérir ’infection & Cryptosporidium parvum. Nous avons participé a un travail collaboratif
européen qui a €té a I’origine de 1’écriture de recommandations sur les allogreffes de CSH dans

les HIGM 1.

Nous nous sommes intéressés dans un second temps a une autre complication des
allogreffes de CSH : la réaction du greffon contre I’héte (GVHD). Cette complication est
d’autant plus importante que les incompatibilites HLA entre donneur et receveur sont élevées. La
stratégie couramment utilisée pour prévenir cette complication dans des cas d’incompatibilité
HLA importante est la déplétion en lymphocytes T du greffon, actuellement obtenue par
sélection positive CD34+. Nous illustrerons cet effet de prévention de GVHD 4 travers un cas de
greffe de CSH CD34+ chez un patient atteint du syndrome de Wiskott Aldrich (WAS). Nous
verrons grace a ce modele les limites de cette technique de sélection positive CD34. Nous
présenterons ensuite une nouvelle approche de Thérapie cellulaire ayant pour objectif de
préserver le capital en lymphocytes T du greffon en s’affranchissant de I’effet allo-réactif
responsable de la GVHD.

Enfin, nous nous sommes intéressés au modele particulier du Syndrome de DiGeorge
(DGS), et a la possibilité de n’administrer que les cellules d’intérét chez les patients atteints d’un
syndrome de DiGeorge complet (cDGS). En effet, dans cette pathologie, il a ét¢ montré que seuls
les lymphocytes T apres allogreffe présentaient un chimérisme majoritairement donneur, les
autres lignées cellulaires étant d’origine receveur. De plus ces lymphocytes T ne provenaient pas
d’une différenciation a partir des CSH injectées mais d’une expansion des lymphocytes T
présents dans le greffon. Nous avons rapporté comment il a été possible de réaliser une greffe de

cellules mononucléées du sang périphérique sans effet secondaire, en s’affranchissant du
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conditionnement. La simplification de ce protocole d’allogreffe présente 1’avantage de pouvoir
envisager de réaliser d’autres injections de cellules mononucléées du donneur en cas

d’épuisement des lymphocytes T.
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Premiére partie :
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
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Nous allons nous intéresser tout d’abord aux développements récents concernant trois
grands syndromes associant des déficits de I’Immunité cellulaire a d’autres manifestations. Selon
la cause de ces syndromes, le seul traitement curatif du Déficit Immunitaire a ce jour est la greffe
de cellules allogéniques. Ces trois grands syndromes sont :

- les Syndromes Hyper IgM appelés plus récemment les Défauts de Commutation

isotypique

- le Syndrome de Wiskott Aldrich

- le Syndrome de DiGeorge

Nous ferons un exposé des connaissances récentes sur les mécanismes de ces déficits
Immunitaires.
Puis nous nous intéresserons aux protocoles d’allogreffes qui sont aujourd’hui préconisés dans
ces trois modéles. Nous pourrons alors cibler les difficultés rencontrées dans ces protocoles

d’allogreffes en fonction du déficit immunitaire.
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I- PRESENTATION DES TROIS SYNDROMES

I-1- Syndromes Hyper IgM ou Défauts de Commutation isotypique

Syndromes hyper-IgM (ou HIGM) sont responsables d’un déficit immunitaire primitif
rare caractéris€¢ par une diminution ou une absence des IgG, IgA et IgE, un taux normal ou
augmenté d’IgM et souvent, une neutropénie associée. Le défaut de production
d’immunoglobulines rend les patients affectés sensibles aux infections bactériennes récurrentes.
Il s’agit principalement d’un déficit de I'immunité humorale mais ou des composantes de
I’immunité cellulaire peuvent étre touchées. En effet, I’interaction entre lymphocytes T et les
lymphocytes B est capitale pour la mise en place et la maturation de la réponse immunitaire
humorale.

La molécule CD40 Ligand exprimée par les lymphocytes T CD4+ activés interagit avec
son récepteur CD40 exprimé par les lymphocytes B activés par I’antigeéne, engendrant ainsi des
signaux clés pour la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, au sein des organes
lymphoides secondaires. Suite a ces signaux, des centres germinatifs sont générés. Ces centres
germinatifs constituent un microenvironnement hautement spécialis€é requis pour 1’étape de
maturation finale des lymphocytes B soit vers des cellules mémoires soit vers des plasmocytes
sécrétant des anticorps de haute affinité. Des éveénements fondamentaux pour la maturation de la
réponse humorale surviennent dans les centres germinatifs :

- les Hypermutations somatiques correspondant & une accumulation massive de
mutations dans I’exon codant pour la région variable. Ce processus a pour conséquence la
génération d’anticorps de haute affinité pour ’antigéne en permettant la sélection des cellules B
exprimant a leur surface une immunoglobuline de haute affinite.

- la Commutation isotypique qui remplace les exons codant pour la partie constante de la
chaine lourde des immunoglobulines, ce qui a pour conséquence de déterminer les fonctions
effectrices des anticorps, notamment la fixation du complément.

Ces deux évenements modifiant I’information génique sont critiques pour permettre une
réponse humorale efficace.

- la Mémorisation de la réponse immunitaire avec production de lymphocytes B
mémoires de phénotype IgM-+IgD+CD27+ permettant une réponse plus rapide lors d’une
deuxiéme présentation de 1’antigene.

Le CD40 Ligand, se lie également au CD40 exprimé par les monocytes, les cellules dendritiques,

les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules épithéliales.
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Plusieurs causes moléculaires sont aujourd’hui connues pour expliquer ces syndromes

HIGM :

- Les syndromes Hyper-IgM causés par des défauts de la voie CD40-CD40 ligand

o]

o]

Syndrome hyper-IgM lié a I’X (anciennement appelé HIGM 1) : il s’agit

d’une mutation du gene codant pour le CD40 Ligand (ou CD154).
Déficit en CD40 (anciennement appelé HIGM 3) sur les lymphocytes B et

autres cellules présentatrices d’antigénes (cellules dendritiques, monocytes).

XHM-ED, lié a I’X (dysplasie ectodermale anhydrotique)

- Les Défauts intrinseques aux cellules B en commutation isotypique et en

hypermutations somatiques :

o]

Syndrome HIGM autosomique récessif (anciennement appelé HIGM 2) : il

s’agit d’un déficit en activation-induced cytidine deaminase, une enzyme
agissant sur le transcrit lors de la génération du mRNA (mRNA editing
enzyme) et qui désamine une cytidine du mRNA d’une endonucléase
impliquée a la fois dans la commutation isotypique et dans les hypermutations
somatiques. Toutefois, AID agirait aussi directement sur I’ADN pour
désaminer une cytidine en un Uracyle. AID agirait sur les transcrits de I’ADN
double brin contenant les séquences cibles de commutation isotypique et
d’hypermutations somatiques. (Revy et al, 2000 ; Honjo et al, 2002).

Déficit en AID par mutations dans la région C-terminale : absence de

commutation isotypique mais hypermutations somatiques non touchées (Ta et
al, 2003).

Déficit en AID autosomique dominant (Imai et al, 2005).

Déficit en UNG il s’agit d’un déficit en Uracyle N glycosylase (Imai et al,
2003 a).

Autres déficits non encore définis au plan moléculaire (anciennement

appelé HIGM 4) : Le déficit moléculaire n’est pas encore identifié mais se
situerait en aval de I’AID et entrainerait un déficit en commutation isotypique

mais pas en hypermutations somatiques (Imai et al, 2003 b ; Durandy et al,
2003).
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Figure 1 : Représentation schématique de P’interaction CD40L-CD40 et de ses effets sur la

maturation de la réponse immunitaire humorale (d’aprés Notarangelo et al, 2006)

Seuls les syndromes Hyper-IgM causés par des défauts de la voie CD40-CD40 ligand
peuvent €tre traités par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Nous évoquerons dans
ce travail uniquement les trois déficits immunitaires mentionnés ci-dessus qui ont pour point

commun |’altération de la voie de signalisation CD40-CD40Ligand.

A- SYNDROME HYPER-IgM LIE A X (HIGM1)
- MUTATIONS

Le syndrome Hyper IgM lié a I’X est lié a une mutation du gene codant pour le CD40
ligand (CD40L, encore appelé Gp39 ou CD154), situé¢ en Xq26. Le CD40L est une glycoprotéine
membranaire de type II de 261 acides aminés principalement exprimée par les lymphocytes T
CD4+ activés. Le CD40L est un membre de la superfamille du TNFa (Hollenbaugh et al, 1992).
Le geéne codant pour le CD40L est constitu¢ de cinq exons et de quatre introns répartis sur 12 kb
(Villa et al, 1994; Seyama et al, 1996). La perte de la fonction du CD40L est le plus souvent
secondaire a des mutations spécifiques dans la région codant pour la protéine plutdt qu’a une

expression aberrante du geéne (Seyama ef al, 1998). Les mutations observées ont souvent pour
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conséquence un défaut d’interaction fonctionnelle entre CD40L et CD40. Les mutations

retrouvées sont les suivantes (Notarangelo ef al, 1996):

o mutations faux-sens localisées principalement (mais non exclusivement dans
la région extra-cellulaire 3’codant pour le domaine de liaison au CD40 (dans
39.5% des cas).

o délétions d’une base (16.3%)

o insertions (10.5%)

o délétions importantes (3.5%)

O mutations non-sens (18.6%)

o défaut de site d’épissage (9.3%)

Domaine Domaine extracellulaire
transmembranaire Homologue au TNF
Y — e ———
RS VS SRS G 3 W= X 2 g
1 T ¥ 261
na

> » 2 RO O

Mutation non sens
Mutation faux sens
Insertion avec décalage du cadre de lecture

Insertion sans décalage du cadre de lecture
Délétion avec décalage du cadre de lecture

Délétion sans décalage du cadre de lecture
Mutation sur site d'épissage

-------- Délétion importante

Figure 2 : Représentation schématique du géne du CD40L et des mutations identifiées chez

les patients européens atteints d’un syndrome hyper IgM lié a I’X (d’aprés Notarangelo ef al,

2006)
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Les garcons sont exclusivement touchés par cette pathologie bien qu’un déficit d’expression en
CDA40L a été décrit chez une petite fille qui présentait une forme partielle secondaire a un biais de
lyonisation du chromosome X (De Saint Basile et al, 1999). Un second cas de déficit
d’expression de CD40L chez une petite fille a été récemment rapporté dans la littérature (Imai er
al, 2006). 11 s’agit d’une translocation réciproque entre le chromosome X et le chromosome 14
avec un point de cassure se situant dans ’intron 4 du CD40L et une inactivation du chromosome
X normal. Selon les auteurs, le chomosome X ayant subi la translocation n’est pas inactivé afin
d’éviter d’inactiver le bras long du chromosome 14 et de conduire a une monosomie 14q.

Chez une minorité de patients, des mutations moins importantes, qui permettent un certain degré

de liaison au CD40, sont associées a une évolution clinique moins sévére.

- CONSEQUENCES SUR LA REPONSE IMMUNITAIRE

Le défaut d’expression du CD40L empéche la constitution d’un répertoire secondaire
d’anticorps ce qui a pour conséquences une synthése quasi-exclusive d’IgM par absence de
commutation isotypique, une absence de maturation d’affinité et une mémoire immunitaire
faible. Cependant, les lymphocytes B sont intrins€quement normaux et peuvent produire des I1gG,

IgA et IgE aprés activation in vitro par des agonistes du CD40 et les cytokines appropriées.

Le défaut d’expression de CD40L a la surface des lymphocytes T a des conséquences
également sur les interactions lymphocytes T- monocytes ou cellules dendritiques et perturbe la
réponse immunitaire cellulaire ce qui engendre une susceptibilité accrue des patients aux
infections opportunistes qui ne peuvent pas étre prévenues par injections d’immunoglobulines

intraveineuses (Durandy et a/, 2001).

Il a été rapporté, par ailleurs, que méme dans le cas de déficit complet en CD40L, des
lymphocytes B mémoires IgM+IgD+CD27+ bien que rares présentent des hypermutations
somatiques (Weller et al, 2001). La présence de ces cellules suggere que les hypermutations
somatiques peuvent se produire en 1’absence de I’interaction CD40-CD40L. Cette sous-
population B pourrait provenir de la zone marginale des cellules B de la rate qui présente le
méme phénotype. Chez la souris, il a ét¢ montré que cette sous-population B joue un réle dans la
réponse anticorps indépendante des lymphocytes T avec production d’anticorps contre les

antigénes polysaccharidiques bactériens (Martin ef al, 2000 et Fagarasan et al, 2000).

- CONSEQUENCES CLINIQUES
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Sur le plan clinique, les syndromes Hyper IgM li€s a I’X se manifestent des la premiére
année de vie par des infections récidivantes, notamment du tractus respiratoire, liées
principalement a des germes tels que Preumocystis jiroveci, Cryptosporidium parvum,
leishmanies, histoplasmes, mycobactéries, bacilles gram négatifs et virus tels que les enterovirus,
adenovirus et cytomegalovirus (Levy et al, 1997; Wilkenstein et al, 2003).

De plus, ces patients sont plus fréquemment sujets a développer des néoplasies :
lymphomes et cancers, notamment digestifs. En effet, les cholangiocarcinomes, les carcinomes
hépato-cellulaires et les adénocarcinomes sont des complications fréquentes. Ces tumeurs
surviennent plus souvent quand ces patients souffrent de cryptosporidiose (70% des cas), ou
lorsqu’il y a une atteinte hépatique sévere et/ou prolongée (plus de 80% des cas). Cependant,
elles peuvent ne pas étre liées a une infection. Ceci peut s’expliquer par un mauvais controle
immunitaire du processus tumoral du fait de I’interaction défectueuse entre cellules présentatrices
d’antigeénes et lymphocytes T.

Enfin, des associations avec des pathologies auto-immunes sont fréquemment décrites
comme par exemple des arthrites, des thrombocytopénies, des anémies hémolytiques, des

hypoparathyroidies ou des néphrites.

B- DEFICIT EN CD40 (HIGM3)

Ferrari et al ont les premiers décrit trois patients de deux familles consanguines présentant un
syndrome hyper IgM avec des infections bactériennes et opportunistes comme dans le syndrome
hyper IgM lié a I’X (Ferrari et al, 2002). A ce jour, 4 familles sont décrites avec un déficit en
CD40 (Kutukculer et al, 2003 ; Notarangelo et al, observations non publi€¢es). Dans tous les cas,
la transmission est autosomique récessive. L’absence de commutation isotypique n’est pas
consécutive a un défaut d’expression de CD40 ligand. Ni les lymphocytes B, ni les monocytes

des patients n’expriment le CD40 a cause de mutations sur les deux alléles du géne du CD40.
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Figure 3 : Représentation schématique du géne du CD40 et des mutations identifi¢es chez
les patients européens atteints d’un déficit en CD40 (d’apres Notarangelo ef al, 2006)

Les conséquences sur la réponse immunitaire et le phénotype clinique des patients atteints

d’un syndrome Hyper-IgM li€ a I’X ou d’un déficit en CD 40 est identique.

C- XHM-ED : DYSPLASIE ECTODERMALE ANHYDROTIQUE LIEE A L’X

La dysplasie ectodermale anhydrotique peut résulter de mutations au niveau du géne du
récepteur de 1’ectodysplasine (DL) ou du géne de I’ectodysplasine (EDI ou EDA) et est
caractérisée par 1’absence ou I’hypoplasie des cheveux, des dents et des glandes sudatives. Ces
mutations ne sont pas associées a un déficit immunitaire. Dans le cas de la dysplasie ectodermale
anhydrotique liée a I’X, ces mutations ne sont pas impliquées et un déficit immunitaire est
associé€. Il s’agit d’un syndrome hyper-IgM lié a 1I’X avec dysplasie hypohydrotique de
’ectoderme. Sa fréquence est estimée a 1 sur 250 000 naissances de gar¢ons en vie (Orange ef al,
2004). Enfin, il existe une dysplasie ectodermale anhydrotique de transmission autosomique

dominante (AD-EDA-ID), associée a un déficit immunitaire sévére (Courtois et al, 2003).

- MUTATIONS
XHM-ED est dii & des mutations hypomorphiques du géne du modulateur essentiel du facteur
de transcription NF-kB (Nuclear Factor kB) : NEMO ou IKKY, situé en Xq28 (Zonana, et al,
2000 ; Jain ef al, 2001 ; Doffinger et al, 2001 ; Ku et al, 2005). La transmission est autosomique

récessive. Le gene NEMO est composé de 4 régions principales dont 1’une code pour un domaine
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en doigt de zinc (domaine clé des intéractions protéine-ADN) sur laquelle est retrouvée la

majorité des mutations, bien qu’il y ait quelques mutations ponctuelles sur les autres domaines

(Orstavik et al, 2006).

Q401X D40sy  C417R
; C417F
C417Y
X420W
19 COOH

L8OP  LISIR RITSP L227P A288G D3IIN E30IX
NH, | | ‘
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~
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I'10insC Exon3_é dup 811_828del  1056(-1IG>A | 1218insA
1167insC

1166_72dup

Figure 4 : Représentation schématique du géne de NEMO et des mutations identifiées chez
36 patients atteints d’un XHM-ED de par le monde (d’apres Ku et al, 2005). La région codante
s’étend de I’exon 2 & I’exon 10, avec 4 régions codant pour les domaines principaux de la protéine: domaines CC1 et

CC2 (CC : coil-coiled, codant pour 2 hélices a enroulées ’'une autour de 1’autre), domaine Leucine Zipper (LZ) et

domaine en doigt de zinc (ZF).

La mutation la plus fréquemment décrite dans la région codant pour le domaine en doigt
de zinc est C417R qui entraine un blocage complet de la production d’anticorps spécifiques
(Doffinger et al, 2001 ; Jain et al, 2001 ; Orange et al, 2004). Cependant, d’autres mutations dans
ce domaine permettent la production de certains anticorps spécifiques. Par ailleurs, les mutations
dans le domaine Leucine Zipper, laissant le domaine en doigt de zinc intact engendrent un déficit
immunitaire sans affecter le développement ectodermique. Enfin, les mutations affectant les sites

d’épissage conduiraient & un phénotype clinique plus clément (Uzel et al, 2005).
Dans I’AD-EDA-ID, c’est le géne codant pour la protéine I-kBa, inhibiteur de NFxB, qui est

muté (Ku et al, 2005). La seule mutation décrite a ce jour a pour conséquence l’absence de

phosphorylation de [-kBa et le blocage de sa dégradation secondaire (Courtois et a/, 2003).
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- CONSEQUENCES SUR LA REPONSE IMMUNITAIRE

NEMO (ou IKKYy) se lie & deux enzymes [KKa et IKK[ (deux protéines kinases) pour former
le complexe IKK. NEMO ne posséde pas d’activité enzymatique par lui-méme mais il joue le
r6le de support pour les autres JKK. La transduction du signal transmis par plusieurs couples
ligands-récepteurs est assurée par NFkB.

Si ’on s’intéresse au couple CD40L-CD40, I’interaction du ligand et de son récepteur induit
I’activation de TRAF6 (TNF receptor-associated with factor 6), protéine intracellulaire associée
au CD40, qui induit a son tour I’activité kinase du complexe IKK qui phosphoryle et dégrade
I’inhibiteur de NF-kB : I-kBa.. NF-xB ainsi libre peut €tre transloqué dans le noyau ou il initie la
transcription de plusieurs geénes cibles impliqués dans la commutation isotypique et les
hypermutations somatiques. Parmi les genes dont les produits jouent un rdéle dans la commutation
isotypique et dont ’expression n’est pas induite apres activation par le CD40L chez les patients
atteints d’XHM-ED, il y a LYLI/ (impliqué dans le recrutement d’une enzyme permettant la
recombinaison au cours de la commutation isotypique), MREIIl et RAD 50 (impliqués dans les
clivages d’ADN double brins) et LIG4 (impliqué dans la réparation de I’ADN) (Jain et al, 2004).

Le défaut d’activation du facteur NEMO dans le syndrome XHM-ED est a I’origine d’un
déficit de I’immunité humorale et cellulaire. En effet, il empéche la transcription des génes
d’immunoglobulines dans les lymphocytes B. Les taux d’immunoglobulines sont variables avec
souvent une nette diminution des IgG, une augmentation des IgM et une absence d’anticorps
anti-polysaccharides. On observe une absence compléte de cellules B mémoires et un phénotype
immature ; I[gD+CD27-. Chez les patients présentant une mutation dans le domaine en doigt de
zing, il a été observé une absence d’hypermutations somatiques et de commutation isotypique, ce
qui peut s’expliquer par le role critique de ce domaine dans 1’activation de NFkB médiée par le
CD40 (Jain et al, 2004).

L’immunité cellulaire est perturbée puisqu’il n’y a pas de sécrétion d’IL12, ni de TNFa par
les monocytes et les cellules présentatrices de 1’antigéne en réponse a une stimulation par le
lipopolysaccharide, ligand du Toll Like Receptor 4 (TLR 4). De plus, la cytotoxicit¢ NK est
perturbée. On voit que le déficit immunitaire résulte également d’une altération de 1’activation de
NEMO en réponse aux signaux transmis par les TLRs, le récepteur de I’IL1 et le récepteur du
TNFa.

En conséquence, le déficit immunitaire d’XHM-ED est une combinaison d’une perturbation

de ’immunité innée et d’une déficience de I’immunité acquise du fait d’une altération de la
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signalisation médiée par NFkB, facteur de transcription commun a plusieurs couples ligands-

récepteurs (Uzel, et al, 2005).

Dans I’AD-EDA-ID, le déficit immunitaire est beaucoup plus sévére avec une absence de
lymphocytes T mémoires et une réponse proliférative altérée des lymphocytes T au CD3 et aux

antigenes.

[’association avec une dysplasie ectodermale chez ces patients est due a un signal défectueux
via le récepteur de !’ectodysplasine (DL) exprimé sur les tissus dérivés de 1’ectoderme et
appartenant comme le CD40 a la superfamille des récepteurs de TNF, qui dépend également de

NEMO et du facteur de transcription NF-kB.

- CONSEQUENCES CLINIQUES

Les patients sont victimes d’infections récidivantes, parfois mortelles, 4 bactéries pyogenes
encapsulées (Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus). Ces
infections affectent non seulement les tissus périphériques (peau, tractus respiratoire, tractus
digestif) mais également les organes profonds (par exemple: foie, os). Des infections a
mycobactérie atypiques (par exemple : Mycobacterium avium) sont souvent retrouvées dans les 3
premiéres années de vie. Des infections virales (notamment a Herpes simplex virus ou a
Cytomégalovirus) et des infections fongiques a germes opportunistes (principalement a
Pneumocystis jiroveci) ont également été observées. Ces patients ont une prédilection pour les
méningites et les sepsis séveres. A coté du déficit immunitaire, la dysplasie ectodermique se
manifeste par une hypotrichose ou une atrichose avec des cheveux clairsemés, des malformations
dentaires (incisives coniques) engendrant un facieés caractéristique et une absence presque
compléte de sudation.

Le pronostic vital de ces patients est faible puisqu’a peu pres la moitié des patients rapportés
dans la littérature sont décédés.

L’expression clinique de ’AD-EDA-ID est encore plus sévére, du fait principalement d’un

déficit immunitaire plus étendu et plus profond.
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D- ELEMENTS BIOLOGIQUES CONTRIBUANT AU DIAGNOSTIC DES SYNDROMES
HYPER-IgM

- RECHERCHE DE L’EXPRESSION DE PROTEINES MEMBRANAIRES PAR
CYTOMETRIE EN FLUX

1. recherche de I’expression du CD40 Ligand a la surface des lymphocytes T activés
(activation courte par mitogene)

2. Recherche de I’expression du CD40 a la surface des lymphocytes B.

- TEST IN VITRO DE LA CAPACITE DES LYMPHOCYTES B ACTIVES A4
PROLIFERER ET A PRODUIRE DES IGA, IGG QU IGE APRES STIMULATION
PAR UN AGONISTE DU CD40 ET DES CYTOKINES APPROPRIEES

Selon le déficit moléculaire impliqué, le profil de réponse a ce test sera différent :

1- Déficit en CD40L : les cellules B sont capables d’induire une commutation isotypique
in vitro apres activation.

2- Déficit en CD40 : Les agonistes du CD40 sont incapables d’induire une commutation
isotypique des cellules B in vitro apres activation.

3- XHM-ED : les cellules B sont capables de fagon variable selon les patients de faire une
commutation isotypique in vitro apres activation (Durandy et al, observation non
publiée). Il en est de méme pour les hypermutations somatiques absentes chez certains
patients et retrouvées chez d’autres. Ce test n’apporte 14 qu’une contribution modérée au
diagnostic.

4- Déficit en AID autosomique récessif ou autosomique dominant : les lymphocytes B
de patients atteints d’un déficit en AID proliférent normalement mais il y a une absence

de production d’IgA, IgG ou IgE.

- PHENOTYPE DES LYMPHOCYTES B

1- Déficit en CD40L : Les lymphocytes B expriment a leur surface des IgM et des IgD.
Dans la plupart des cas, les lymphocytes B mémoires (CD27+) sont en faible proportion.
2- Déficit en CD40 : Les lymphocytes B mémoires (CD27+) sont en faible proportion.
3- XHM-ED : Défaut en cellules B mémoires (IgD-CD27+) et exces en cellules B naives
[gM+]IgD+.
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4- AID : Le nombre de cellules B circulants est normal mais les cellules B expriment
uniquement des IgM et des IgD de surface. La proportion de lymphocytes B mémoires est
normale mais ils expriment tous des IgM de surface (pas de commutation isotypique) :
CD27+.

- AUTRES CARACTERISTIQUES

La recherche de la mutation du gene impliqué permet de poser de fagon certaine le
diagnostic. Cependant, ceci n’est a ce jour réalis€ que dans quelques laboratoires, spécialisés
dans ces syndromes.

L’absence de mutations somatiques est une caractéristique des patients atteints du déficit

en AID.
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I-2- Le syndrome de Wiskott Aldrich

Le Syndrome de Wiskott Aldrich (WAS) décrit en 1937 (Wiskott, 1937) puis en 1954
(Aldrich et al, 1954) est une maladie récessive liée a I’X, rare (1/100000 naissances), se déclarant

principalement dans la petite enfance. Ce syndrome associe une thrombopénie, un eczéma et des

infections récurrentes (Sullivan et al, 1994). Ces infections récurrentes résultent d’anomalies

immunologiques affectant a la fois la réponse aux antigénes polysaccharidiques et la réponse
cellulaire. De plus, un risque accru d’autoimmunité et de cancer est associé a ce syndrome
(Dupuis Girod et al, 2003).

En 1994, le gene WASP codant pour la protéine WASp a été identifié comme le géne
déficient dans le syndrome de Wiskott Aldrich (Derry et al, 1994). La mutation du gene WASP
est également impliquée dans la Thrombopénie liée a I’X (ou XLT pour X Linked
Thrombocytopenia) un désordre congénital caractérisé par une thrombopénie et de petites

plaquettes mais n’associant pas les autres symptomes du WAS (Villa et al, 1995).

I-2-1 La protéine WASp

La protéine WASp est exprimée seulement dans le cytosol des cellules hématopoiétiques
et est directement responsable de la mobilité du cytosquelette au décours des diverses activités
cellulaires. Le role de la protéine WASp est de permettre la polymérisation de I’actine en réponse
a différents signaux, au moment et a ’endroit appropriés. L’actine posséde des propriétés
dynamiques intrinséques grace a sa capacité de former un long polymere a partir de monomeres
(Golsteyn et al, 2000).

La protéine WASp est constituée de 502 acides aminés et est caractérisée par :

- un domaine C-terminal : appelé région VCA (pour Verprolin homology,
Central, Acidic). Il s’agit du Domaine actif de la protéine qui est capable
d’activer le complexe d’Actin Related Protein 2/3 (Arp2/3) et d’initier la
formation de nouveaux filaments d’actine (Golsteyn et al, 2000).

- un domaine riche en Proline (PPPP): permet I’interaction avec diverses
protéines régulatrices notamment des protéines a domaine SH3 telles que les
Protéines tyrosines Kinases (PTK) permettant la régulation de WASp par
phosphorylation
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- un domaine CRIB (Cdc42/Rac interactive binding) d’interaction avec
Cdc42 (une GTPase): cette interaction permet d’induire les filopodes et
stimule 1’activité de WASp pour la polymérisation de 1’actine. De plus, c’est la
liaison de CRIB avec Cdc42 qui permet de faire passer la protéine WASp sous
sa forme active. Sans cette interaction, la protéine adopte une structure en
« épingle a cheveux fermée » ou le domaine VCA ne peut interagir avec le
complexe Arp2/3

- un domaine basique : qui se lie au phosphatidylinositol (4, 5) biphosphate
(PIP2) et qui agit en synergie avec Cdc42 pour activer pleinement WASp.

- un résidu tyrosine (Y291) unique cible de phosphorylation : cette
phosphorylation intervient apres la stimulation des plaquettes par le collagéne,
ou la stimulation du récepteur T (TcR), par exemple. Elle joue un réle
important dans la polymérisation de I’actine et la formation de la synapse
immunologique (Badour et a/, 2004)

- un domaine N-terminal : appelé EVHI (pour Ena/VASP homologyl). Ce
domaine se lie a la protéine WIP (WASp-interacting protein) qui stabilise les

filaments d’actine et régule la polymérisation de I’actine (Ramesh ez al, 1997).

Sa structure est représentée sur la figure ci-apres : elle existe sous une forme auto-inhibée

(A) et sous une forme active apres phosphorylation (B) :
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A WASp auto-inhibée

EVH1 +++2 CRIB

B Régulation de WASp
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Figure 5 : Mécanismes de régulation de WASp (d’aprés Bumns et al, 2004)

A : Schéma de WASp sous sa forme auto-inhibée : le domaine VCA se lie a une région comprenant la partic C-terminale du
domaine CRIB.

B : Régulation de WASp :

+++ : Région basique, PIP2 : phosphatidy! inositol (4, 5) diphosphate, PTK : Protéine tyrosine kinase, Toca 1 : transducer of
Cdc42-dependent actin assembly, 2 : domaine SH2, 3 : domaine SH3, adaptateur représente par exemple Nck, Grb2, syndapine
ou intersectine, P: Phosphate, Fléches roses: voies conduisant a la régulation, Fléches hachurées: événements de

phosphorylation, Fléches grises : interactions directes.
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Tous ces domaines conférent a WASp la capacité de répondre a différents signaux via différentes

interactions moléculaires (Ochs et al, 2006).

I1-2-2 Le géene WASP et les mutations

Le géne codant pour la protéine WASp est localisé en Xp11-22 et consiste en 12 exons
contenant 1823 paires de base. Plus de 300 mutations ont été¢ rapportées dans le géne WASP
réparties sur les 12 exons mais plus nombreuses sur les 4 premiers.

Selon Imai et al, on retrouve :

o mutations faux-sens : la protéine WASp est de taille normale mais de niveau
d’expression variable.

o mutations non-sens : la protéine WASp est soit absente soit tronquée et ne
peut étre détectée

o délétions/insertions : absence de la protéine du fait du décalage du cadre de
lecture et arrét prématuré de la transcription

o mutations du site d épissage : résultat variable sur I’expression de la protéine.

Plus récemment, Ochs et al ont rapporté I’ensemble des mutations identifiées chez 270
familles WAS (Figure 6). Depuis, d’autres mutations ont été décrites (Kim et a/, 2006; Proust et
al, 2007; Andreu et al, 2007). Parmi ces nouvelles mutations, figure celle responsable du

syndrome que Wiskott a décrit chez 3 freres en 1937 (Binder et al, 2006).
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Figure 6 : Représentation schématique du géne WASP qui code pour une protéine de 12

exons composée de S demaines principaux. Mutations identifiées chez 270 familles WAS.

Les mutations faux sens sont principalement localisées dans les exons 1 a 4. Délétions, insertions et mutations non
sens sont réparties sur toute la longueur du géne. Les mutations au niveau des sites d’épissage sont principalement

retrouvées dans les introns 6, 8, 9 et 10. Av Dec : Avec décalage du cadre de lecture, Ss Dec : sans décalage du cadre

de lecture (d’apres Ochs et al, 2006).

La plupart des mutations du géne WASP engendrent la perte de la fonction protéique. Il
semble cependant que la gravité de 1I’expression clinique de la maladie soit fonction de la sévérité
ou de la localisation du défaut moléculaire ou probablement de facteurs génétiques secondaires
ou de facteurs environnementaux. En effet, plusieurs équipes ont rapporté une corrélation entre
phénotype clinique et génotype (Wengler et al, 1995, Lemathieu ef a/, 1999) mais un tel lien n’a
pas été retrouvé par d’autres équipes (Schindelhauer ef al, 1996). Selon Imai et a/, 1a difficulté a
établir un lien phénotype clinique / génotype réside dans la nécessité de collecter
scrupuleusement des données cliniques au cours du temps (Imai et al, 2004). Son équipe a
travaillé sur une cohorte de 50 patients avec mutations du géne WASP présentant soit un WAS
soit un XLT. Le suivi clinique rigoureux des patients a permis de montrer une corrélation entre le
phénotype clinique, 1’étendue de la mutation et la présence ou 1’absence de WASp dans les
lignées EBV dérivées a partir des cellules des patients. L.’absence de protéine WASp entraine un

phénotype clinique sévére et au niveau moléculaire I’arrét total de la polymérisation de 1’actine
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par le complexe Arp2/3. L’expression d’une protéine tronquée est également associée a un
phénotype sévere. En revanche, la présence d’une protéine de taille normale est généralement
associée a un phénotype moins grave. Dans I’étude d’Imai ef al, les patients avec une protéine de
taille normale présentaient significativement moins d’infections, moins d’eczéma, pas de cancer
et une survie plus longue. Parmi les patients avec un phénotype d’XLT, 21/23 exprimaient une
protéine de taille normale (contre 6/27 pour le phénotype WAS). Cependant, cette corrélation
n’est pas absolue et des patients, possédant une proteine de taille normale, pouvaient présenter un
phénotype clinique sévére. Cela dépend certainement de la fonctionnalité résiduelle de la
protéine apres mutation et également de facteurs génétiques et environnementaux.

Une étude similaire a été réalisée par les €quipes de Seattle et de Brescia portant sur 262
patients (Jin et al, 2004). De nouveau, les patients qui expriment une protéine WASp de taille
normale ont un phénotype d’XLT alors que les patients qui ont une protéine WASp absente ou
tronquée ont un phénotype WAS (p < 0.001). Les auteurs montrent que la fréquence et la gravité
des infections, 1’étendue de I’eczéma et la progression vers des maladies auto-immunes et
malignes est trés étroitement corrélée avec 1’absence de protéine WASp dans les lymphocytes
des patients (seule population cellulaire analysée dans cette étude). Toutefois cette corrélation
n’est pas absolue comme dans 1’étude d’Imai ef al.

Par ailleurs, il a été montré que les mutations situées au niveau du site de liaison de
Cdc42 engendraient non pas un syndrome de Wiskott Aldrich ni un XLT mais une neutropénie
congénitale liée a I’X avec myélodysplasie (Deveiendt et al, 2001 ; Ancliff et al, 2006). Les
mutations dans cette région ont pour conséquence la perte de la capacité d’autoinhibition de la

protéine WASp et de ce fait la production d’une protéine WASp mutante constitutivement active.

I1-2-3 Les effets des mutations du géne WASP sur la fonction cellulaire (d’aprés Burns
et al, 2004)

- sur le développement et la mise en place de I’hématopoiése : Des expériences chez la
souris déficiente en protéine WASp ont montré que WASp semble importante dans la migration
des cellules progénitrices du foie feetal vers la moelle osseuse. Cependant, il ne semble pas y
avoir de défaut de I’hématopoie¢se. C’est pourquoi, les auteurs suggerent que chez les femmes
vectrices de la maladie, I’apparente inactivation aléatoire d’un chromosome X dans les
précurseurs CD34+ résulte en fait de I’incapacité de ces cellules souches qui ont un alleéle WASP
muté a migrer du foie feetal vers la moelle osseuse.

- sur la microthrombopénie : il s’agit d’un signe constant retrouvé dans toute pathologie

associée a WASp. La protéine WASp mutante est absente des plaquettes, quelque soit la
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mutation en cause et en dépit d’une expression partielle dans les autres lignées cellulaires,
probablement du fait d’une grande instabilité protéique. De plus, la destruction périphérique par
la rate favorise la thrombopénie. Cependant, il semble que les microplaquettes échappent a cette
élimination splénique. Bien que la mégacaryopoieése semble normale in vitro, le déficit en
structures du cytosquelettes (telles que les filopodes) peut entraver 1’adhésion des
mégacaryocytes sur la surface endothéliale ainsi que les projections cytoplasmiques trans-
endothéliales dans la lumiere vasculaire conduisant a la formation des pro-plaquettes. Plus
récemment, une étude chez la souris a conduit a proposer un réle inhibiteur de WASp sur la
mégacaryopoiese en empéchant la formation prématurée de pro-plaquettes au sein de la moelle
osseuse (Sabri et al, 2006).

- sur la synapse immunologique : la synapse immunologique consiste en un contact
cellulaire entre la cellule T et la cellule présentatrice de I’antigéne mettant en jeu
progressivement autour du TcR un ensemble de molécules de co-stimulation et leurs ligands.
Tous les récepteurs engagés dans la synapse immunologique se regroupent dans la zone de
contact inter-cellulaire. La formation d’une telle structure est impossible dans les cellules T
déficientes en WASp. De plus la signalisation au sein des lymphocytes T est déficiente avec des
difficultés a recruter la PKCBO et le défaut d’influx calcique apres activation T. Ceci conduit a des
réponses prolifératives anormales. Toutefois, d’autres études retrouvent une altération modérée
des réponses prolifératives chez les patients atteints de WAS (Molina et al, 1993).

- sur le développement thymique : le réle de WASp est encore mal défini. Cependant

quelques études post-mortem ont pu rapporter des hypoplasies et des involutions thymiques a des
degrés variables (Cooper ef al, 1968). Une étude sur un modele murin a montré un blocage dans
la progression entre le compartiment des doubles négatives (CD4-CDS8-) et celui des doubles
positives (CD4+CD8+) ainsi qu’une anomalie dans la prolifération des thymocytes (Zang et al,
1999). Des résultats contradictoires ont cependant €té rapportés par une autre équipe (Snapper et
al, 1998).
De plus, il semble clair que la protéine WASp joue un réle dans la prolifération des cellules T,
leur survie, leur fonction et leur mobilité. Il a en effet ét€é montré que I’interaction cdc42-WASP
est indispensable a I’effet de la chémokine SDF1 (CXCL12) sur I’induction de la polymérisation
de I’actine dans les lymphocytes T (Haddad et al, 2001). Toutefois cette interaction semble
importante pour définir la direction dans laquelle doit se faire le mouvement mais non pour la
locomotion elle-méme.

- sur les lymphocytes T régulateurs : La présence de pathologies autoimmunes dans le

WAS a conduit a se poser la question de la production et de la fonction des lymphocytes T
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régulateurs naturels (nTreg). Maillard et al, ont montré dans un modéle murin WASP-/- que la
protéine WASp joue un réle important dans I’homéostasie des nTregs (Maillard et al, 2006).
Elle intervient dans la migration des nTregs du thymus vers les organes périphériques et dans la
fonction des nTregs (défaut de production d’IL10). L’équipe de Marangoni a montré chez la
souris et chez des patients atteints de WAS que WASp jouait un réle fondamental dans
I’activation et la fonction suppressive des nTregs mais n’intervenait pas dans leur différenciation
(Marangoni et al, 2006). De plus, un défaut de production en TGFp par ces cellules a été mis en
évidence, contribuant a I’altération de la fonction suppressive des nTregs.

- sur la fonction des cellules B : les cellules B de patients atteints du syndrome de
Wiskott-Aldrich ont une mobilité et des réponses migratoires et d’adhésion diminuées. Chez la
souris, le déficit en WASp conduit & une réponse immunitaire perturbée dans la rate par
altération du recrutement des cellules B, de la formation des centres germinatifs et de la
production d’anticorps (Westerberg ef al, 2005). La réponse anticorps aux antigénes T
dépendants est diminuée alors qu’elle est totalement abolie aux antigénes T-indépendants. La
protéine WASD est cruciale pour une réponse optimale des cellules B et joue un rdle pivot dans la
réponse immunitaire humorale primaire.

- sur les cellules NK et leur activité cytotoxique : La protéine WASp est exprimée dans les
cellules NK et localisée dans la synapse immunologique activatrice avec 1’actine F.(Orange et al,
2002). Une protéine WASp fonctionnelle est nécessaire pour la cytotoxicité des cellules NK. Le
réarrangement du cytosquelette est un préalable a la mobilisation de la perforine. La
susceptibilité des patients atteints de WAS aux infections a Herpesvirus et au développement de
cancers peut en partie résulter de cette altération des fonctions des cellules NK.

- sur les cellules phagocytaires et les cellules dendritiques : les cellules dendritiques (DC)
possédent des propriétés migratoires particulieérement développées. Si la migration est contrélée
par de nombreux facteurs extrinséques comme les chémokines, la mobilit¢ des DC et leur
ancrage dans les tissus est dépendant de la régulation dynamique du cytosquelette d’actine. Les
anomalies de mobilité des cellules dendritiques peuvent avoir des conséquences trés importantes
sur la réponse immunitaire : par exemple, si les DC ne parviennent pas a migrer de la périphérie
jusqu’aux organes lymphoides secondaires, elles ne pourront pas contribuer a générer une
réponse immunitaire cellulaire spécifique. Ceci a pu étre démontré dans un modeéle murin

(Noronha et al, 2005).
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Figure 7: Défauts migratoires des lignées déficientes en WASp (d’aprés Burns ef al, 2004)

1-2-4 Les conséquences cliniques

1-2-4-1- Anomalies plaquettaires

Les manifestations cliniques de thrombopénie étaient présentes chez 84% des patients
d’une large cohorte de WAS étudiée rétrospectivement (Sullivan et al, 1994) : pétéchies et
purpura (78%), hématémese et méléna (28%), épistaxis (16%) et saignements gingivaux (6%).
Des hémorragies intra-craniennes ont €té observées dans 2% des cas. Le déficit fonctionnel
plaquettaire, la thrombopénie (5 a 50 10°1) et le petit volume plaquettaire (entre 3.8 a 5 fl;
normale : 7.1 a 10.5 fl) sont systématiquement retrouvés chez les patients avec une mutation du
géne WASP. La transfusion plaquettaire est généralement efficace avec une bonne recirculation

plaquettaire et une élimination normale. Par ailleurs, I’étude de Mullen portant sur 62 patients
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atteints de WAS souligne 1’efficacité de la splénectomie qui permet de résorber la thrombopénie
et d’augmenter la médiane de survie des patients de 4 ans a 25 ans (Mullen ef al, 1993).

1-2-4-2- Eczéma

La présence d’un eczéma séveére ou non est rapportée chez 81 % des patients WAS
(Sullivan et al, 1994). En revanche les patients atteints d’XLT peuvent présenter un eczéma léger
et transitoire ou pas d’eczéma du tout. Les antigénes bactériens semblent jouer un réle important
dans la persistance d’eczémas chroniques, car le traitement par antibiotiques systémiques
contribue largement a faire régresser cet eczéma (Ochs et a/, 1998). On peut toutefois noter qu’il
est trés difficile de prendre en considération ce signe clinique chez le jeune enfant, étant donné la

fréquence d’eczémas dans cette population.

1-2-4-3- Infections

Les infections du tractus respiratoire sont fréquentes et comprennent : des otites (78% des
patients WAS) des sinusites (24%) des pneumonies (45%) (Sullivan ef al, 1994).

Dans la méme étude, sont rapportés des sepsis (24%), des méningites (7%) et des
diarrhées infectieuses (13%).

Les infections virales séveres sont moins fréquentes mais on retrouve notamment la
varicelle avec des manifestations systémiques séveres ou des infections a Herpes simplex virus
chez 12% des patients WAS.

Les infections a Pneumocystis jiroveci sont peu fréquentes (9% des patients WAS) ainsi
que les infections fongiques (10% des patients WAS) qui sont principalement représentées par
des infections a Candida.

Les patients présentant un phénotype WAS non sévere ressemblant & I’XLT présentent

peu ou pas d’infections séveres (Ochs ef al, 1998).

1-2-4-4- Le déficit Immunitaire

La gravité du déficit immunitaire peut varier d’une famille a I’autre. Il touche a la fois les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Au cours de I’enfance le nombre de lymphocytes circulants
est normal. La lymphopénie apparait progressivement a partir de 6 a § ans.

Sur le plan humoral, on note des taux d’IgG normaux, d’IgM diminués et d’IgA et d’IgE
augmentés. La réponse anticorps est normale vis-a-vis de certains antigénes mais insuffisantes
vis-a-vis d’autres notamment vis-a-vis des antigénes polysaccharidiques.

L’altération de la fonction T est suggérée par une réponse nettement altérée mais non

abolie de la réponse proliférative aux mitogeénes ou aux cellules allogéniques. En revanche, la
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réponse au periodate est totalement abolie et constitue un outil simple de diagnostic d’'un WAS
(Siminovitch et al, 1995) (cf rubrique éléments biologiques diagnostiques). De plus, les tests
cutanés d’hypersensibilité retardée sont anormaux dans 90 % des cas.

Les polynucléaires neutrophiles présentent des fonctions normales mais répondent

insuffisamment aux agents chémotactiques (Ochs et al, 1998).

1-2-4-5- Les manifestations auto-immunes

Les manifestations auto-immunes sont observées chez 40 % des patients. La
manifestation la plus fréquente est I’anémie hémolytique, puis la thrombopénie autoimmune, la
vasculite, la maladie rénale, le purpura d’Henoch-Schonlein, et la maladie inflammatoire du tube
digestif.

Plus rarement sont retrouvées d’autres manifestations auto-immunes telles que la

neutropénie, la dermatomyosite ou ’uvéite (Sullivan et al, 1994).

1-2-4-6- Cancers

Les cancers apparaissent généralement aprés I’age de 20 ans, méme s’ils peuvent parfois
survenir dans I’enfance (Cotelingam et al, 1985). Les cancers les plus fréquents sont des
lymphomes B induits par le virus d’Epstein Barr, ce qui suggére un lien direct avec les déficit
immunitaire (Ochs et al, 2006). Dans 1’étude rétrospective de Sullivan, 13% des patients WAS
présentaient un cancer et I’age moyen d’apparition du cancer était de 9,5 ans. Ces cancers étaient
principalement des cancers lymphoréticulaires a 1’exception de 3 cas sur 21. Le pronostic de ces
cancers est trés mauvais : 1 patient sur 21 en vie a 2 ans du diagnostic.

Dans le cas de I’XLT, les données sont insuffisantes pour prédire I’incidence des cancers

mais leur fréquence est plus faible que dans le WAS.
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1-2-5 Eléments biologiques diagnostiques

1-2-5-1 Anomalies plaquettaires

L’observation morphologique des plaquettes a la recherche de la microthrombopénie au

cours d’un hémogramme est une étape essentielle du diagnostic (Latger Cannard et al, 2005).

1-2-5-2 Le TTL au periodate

Contrairement aux Tests de transformation lymphocytaire (TTL) réalisés avec des
mitogenes classiques (Phytohémagglutinine PHA, Phorbol Myristate Acétate et lonomycine
PMA-iono, Pokewed PWM, etc ...) qui sont perturbés dans la moitié¢ des cas de WAS, la réponse
proliférative au periodate est totalement abolie (Sullivan et al, 1994 ; Siminovitch et al, 1995).
Ce test s’appuie sur une littérature ancienne et controversée faisant référence a une expression
altérée de la glycoprotéine membranaire CD43 & la surface des lymphocytes (Greer er al, 1989 ;
Remold-O’Donnel ef al/, 1984). La molécule CD43 est une sialoglycoprotéine fortement O-
glycosylée qui joue une réle de molécule anti-adhésion et qui exerce un réle protecteur sur les
lymphocytes circulants. Chez les patients atteints de WAS, la perte de la molécule CD43 a la
surface des lymphocytes T prédispose les cellules a des réactions d’adhésion, a des réactions
d’activation et a I’élimination prématurée de la circulation. De plus, il semble que CD43 délivre
aux lymphocytes T un signal de co-stimulation dans le contexte de la synapse immunologique
(Remold-O’Donnel et al, 1996). Le lien entre le déficit en protéine WASp et le défaut
d’expression de CD43 n’est pas évident. Cependant, 1I’absence de WASp affecte ’ancrage et la
présentation de molécules a la surface des cellules. Toutefois, depuis la mise en évidence de
WASp, le réle de CD43 dans le WAS n’a plus été€ étudié. Cependant, le TTL au periodate
apporte une contribution au diagnostic, souvent difficile a poser, de WAS. C’est pourquoi nous
nous sommes intéresses a ce test.

Le periodate est un agent mitogénique qui cible les résidus sialiques terminaux sur les
glycoprotéines membranaires comme le CD43 (Greer et al, 1989). Chez les patients atteints de
WAS, cette réponse proliférative au periodate est totalement abolie alors que la prolifération aux
mitogénes classiques est diminuée ou normale mais non abolie. L’équipe de Siminovitch et al a
montré que cette abolition de la réponse proliférative T au periodate était spécifique des patients
atteints de WAS. Elle peut étre retrouvée chez les patients atteints de SCID mais elle est alors
accompagnée d’une abolition ou d’une diminution trés marquée de la réponse proliférative aux

autres mitogenes.
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Nous avons mis au point ce test dans le laboratoire d’Immunologie de ’'UTCT et avons

pu réaliser le diagnostic de deux patients atteints de WAS.

1-2-5-3 La recherche de ’expression de la protéine WASP au sein des lymphocytes

par la technique de cytométrie en flux

Cette technique a été développée par Yamada er al et recherche l’expression de la

protéine WASP dans les lymphocytes T apres perméabilisation (Yamada ar al, 1999).
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Figure 8: Analyse par Cytométrie en Flux de I’expression de la protéine WASp dans les
lymphocytes du sang périphérique aprés perméabilisation.

Utilisation d’un anticorps polyclonal 503 de lapin puis d’un second anticorps anti-lapin. Le premier graphe montre
une expression normale de WASp dans les cellules d’un témoin normal. Le second montre une absence d’expression
de WASp dans le cas d’une délétion avec décalage du cadre de lecture et arrét prématuré de la transcription. Le
troisiéme montre une expression diminuée de WASp dans le cas d’une mutation faux sens. (d’aprés Ochs ef al,

2006).
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1-2-5-4 1.’étude de la mutation du géne WASP

C’est la seule fagon de poser un diagnostic définitif. Cette étude s’avere indispensable
pour affirmer le diagnostic surtout dans les formes atypiques de WAS ou la protéine est présente

(Ochs et al, 1998).
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I-3- Syndrome de DiGeorge et la délétion 22q11

Le Syndrome de DiGeorge (DGS) résulte d’une altération du développement
embryonnaire des troisieme et quatrieme arcs branchiaux. L’expression clinique de ce syndrome
est extrémement hétérogene associant notamment un défaut au niveau du thymus, des
parathyroides et des anomalies du tronc cardiaque. Ces organes et tissus sont embryologiquement
issus de cellules de la créte neurale dans la région rhomboencéphalique postérieure. Selon le
degré de déficit immunitaire engendré par 1’aplasie thymique, on parle de syndrome de DiGeorge
partiel ou complet.

Ce syndrome est aujourd’hui inclus dans une entité beaucoup plus large : incluant
également le syndrome velocardiofacial (VCFS) qui associe des anomalies cardiaques et des
dysmorphies faciales. Actuellement, les similitudes et les recoupements phénotypiques entre le
DGS et le VCES ainsi que leur association avec la délétion 22q11.2 conduit a les regrouper sous
I’entité plus générale de Syndrome de la délétion 22q11.2. A noter que le regroupement de
maladies qui impliquent une délétion 22q11.2 a également été appelé CATCH 22, un acronyme
des caractéristiques principales de ces syndromes (Cardiac defects, Abnormal facies, Thymic

hypoplasia/aplasia, Cleft palate, Hypocalcemia, deletion 22q11).

1-3-1 Les mutations

Le syndrome de la délétion 22q11.2 est le plus fréquent des syndromes de microdélétion
avec une incidence estimée de 1/4000 naissances vivantes. Une délétion de 3 millions de paires
de bases (MDb) est retrouvée a 1’état hétérozygote chez 90% des patients et une délétion de 1.5 Mb
chez 7 % des patients avec délétion 22q11.2 (Edelmann et al, 1999). La plupart de ces délétions
incluent la perte d’un ensemble de geénes définissant la région critique minimale du syndrome de
DiGeorge : cette région critique minimale est restreinte & 250 kb et comprend 24 a 30 genes.
Certains de ces génes sont candidats pour expliquer le phénotype observé chez les patients
atteints du syndrome de DiGeorge. L’un d’entre eux est HIRA, codant pour une protéine
analogue aux protéines répresseurs de genes d’histone identifiées chez la levure Saccharomyces
cerevisiae (Wilming et al, 1997). Cependant, chez la souris haplo-insuffisante pour ce gene,

aucune anomalie n’a été observée. On peut toutefois imaginer que 1’haplo-insuffisance d’un
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méme gene n’ait pas la méme traduction phénotypique chez I’homme et chez la souris (Lipinski
et al, 1999). Le second gene candidat est UFDIL codant pour une protéine analogue a celle
impliquée dans la dégradation des protéines ubiquitinées chez la levure. Il a été montré que
I’haplo-insuffisance de UFDIL chez la souris entrainait le méme défaut cardiaque et crano-facial
que dans le syndrome de DiGeorge (Schinke et al, 1999). Cependant, ces données sont assez
controversées (Lipinski ez al, 1999).

Plus récemment, une mutation du géne 7BX/ a été retrouvée chez deux patients atteints d’un
syndrome de DiGeorge complet sans délétion 22q11.2 (Yagi et al, 2003}. TBX] se trouve dans la
région 22q11.2 et code pour un facteur de transcription requis pour le développement cardiaque.
Ce gene semble étre le meilleur candidat, 7BX/ étant délété dans tous les cas de délétion 22q11.2
et le phénotype du modéle murin mutant étant similaire a celui observé chez les patients atteints
du syndrome de DiGeorge (Baldini et al, 2003). De plus, comme nous 1’avons vu, 2 patients
atteints d’un syndrome de DiGeorge sans délétion 22q11 ont une mutation du gene 7BX/ (Yagi

et al, 2003 }.

Dans certains cas de Syndrome de DiGeorge une hémizygotie pour 10p13 est parfois

retrouvée (Daw ef al, 1999).

I-3-2 Les conséquences sur la Réponse Immunitaire

Le déficit immunitaire est une des composantes du syndrome de DiGeorge retrouvée de
fagon variable selon les patients. Il est secondaire a I’aplasie ou 1’hypoplasie thymique, organe
fondamental dans le développement des lymphocytes T (Jawad ef al, 2001). Cependant, seuls les
patients atteints d’un syndrome de DiGeorge complet avec absence du thymus présentent un
déficit marqué de I’immunité cellulaire. Pour les autres, le déficit de I’immunité cellulaire est
beaucoup moins marqué. En effet, ce déficit immunitaire est maintenant étudié¢ depuis 50 ans et a
pour caractéristique d’étre extrémement variable : de 1’absence de lymphocytes T lors d’aplasie
thymique compléte a un nombre de lymphocytes T normal. La fonction des lymphocytes T est
préservée, méme si les tests de prolifération aux mitogenes sont souvent diminués lorsque le
nombre de lymphocytes T est faible (Bastian et al, 1989). Des déficits en IgA, des

hypogammaglobulinémies et des défauts de production d’anticorps fonctionnels ont été décrits
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occasionnellement et semblent étre secondaires au déficit en lymphocytes T (Junker, et al, 1995 ;

Smith et al, 1998; Gennery et al, 2002).

1-3-2-1 Rappel sur le réle du thymus dans la maturation des lymphocytes T (Spits et
al, 2002)

Le réle du thymus est de permettre la maturation des lymphocytes T c'est-a-dire
1’acquisition d’un récepteur T (TcR) fonctionnel capable de reconnaitre les peptides antigéniques
étrangers lorsqu’ils sont présentés dans le contexte HLA du soi. Le r6le du thymus est également
d’assurer 1’élimination de clones T autoréactifs.

Les thymocytes arrivent de la moelle osseuse dans la zone corticale du thymus. Ils sont & ce stade
triples négatifs CD3- CD4- CD8-. La premiére étape de la maturation des lymphocytes T se situe
dans la recombinaison des génes qui codent pour les chaines a et f du TcR. De nombreux
thymocytes sont €liminés a ce stade car ils ne parviennent pas a effectuer des réarrangements
productifs. Lorsqu’un TcR fonctionnel est exprimé & la surface du thymocyte (devenu double
positif a ce stade : CD4+CD8+), il rencontre alors les molécules HLA du soi a la surface des
cellules épithéliales corticales. Seuls les thymocytes possédant un TcR capable de reconnaitre les
molécules HLA du soi passent cette étape nommee la sé€lection positive. La derniére €tape de
sélection située dans la zone cortico-médullaire consiste en la présentation aux TcR de peptides
du soi (tous ceux présents dans le thymus) dans le contexte HLA du soi. A ce stade, tous les
thymocytes sont voués a I’apoptose. Seuls ceux dont le TcR ne rencontre pas de ligand passeront
cette étape appelée sélection négative. En revanche, tous les thymocytes dont le TcR reconnait un
peptide du soi sont éliminés. Les thymocytes ayant passé cette derniere étape de sélection se
retrouvent dans la zone médullaire du thymus et perdent soit le CD4 soit le CD8 pour devenir
simples positifs. IIs sont alors préts a quitter le thymus pour rejoindre les organes lymphoides
secondaires lieux de la réponse immunitaire. Ces lymphocytes T qui sortent tout juste du thymus
sont appelés des « nouveaux émigrants thymiques » et présentent dans leur noyau une petite
portion d’ADN circulaire provenant de la recombinaison des génes du TcR appelée TREC (T-
cell receptor rearrangement excision circles) qu’ils vont perdre au cours des divisions cellulaires.

La présence de ces TREC est le témoin d’une production thymique.

1-3-2-2 Origine du déficit immunitaire dans le syndrome de DiGeorge.

Chez les patients atteints d’un syndrome de DiGeorge complet, le thymus est souvent
absent et I’immunité cellulaire fortement altérée. En revanche, chez les patients atteints d’un

syndrome de DiGeorge partiel, I’impact variable sur I’'immunité cellulaire est probablement di a
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la migration anormale des structures thymiques au cours de I’embryogéneése (Sediva et al, 2005).
Une étude rétrospective a d’ailleurs été réalisée chez des enfants présentant les caractéristiques
d’un syndrome de DiGeorge et a pu montrer des localisations aberrantes du tissu thymique,
principalement au niveau du rétro-pharynx (Shah er al, 2001). Chez les patients atteints de
DiGeorge partiel il semble trés probable que le thymus ne soit pas absent mais plut6t localisé de
facon aberrante. L’absence de thymus ou la localisation aberrante du thymus entraine des
perturbations plus ou moins graves de la thymopoiése a I’origine des perturbations de I’immunité
cellulaire. L’équipe de Sediva et al, a réalisé une étude sur 34 enfants atteints d’un syndrome de
DiGeorge partiel. Ils n’ont pas pu mettre en évidence de localisation aberrante des structures
thymiques faute de technique simple de détection in vivo. Cependant, cette équipe a pu observer
les signes d’un développement progressif mais retardé des cellules T. Ces résultats laissent
penser que les structures thymiques résiduelles, méme localisées de fagon aberrantes restent en
partie fonctionnelles. Une autre hypothese est que le thymus, bien qu’important n’est pas
indispensable dans le développement des lymphocytes T, comme cela a pu étre montré
récemment chez la souris (Martinic et a/, 2003). Cependant, cette derniere hypothese ne permet
pas d’expliquer I’absence totale de lymphocytes T observée chez certains patients atteints d’un

syndrome de DiGeorge complet.

1-3-2-3 Caractéristiques du déficit immunitaire dans le syndrome de DiGeorge.

Nous allons analyser successivement le déficit immunitaire cellulaire et le déficit immunitaire
humoral et nous envisagerons pour chacun le phénotype complet puis le phénotype partiel du
syndrome de DiGeorge.

1-3-2-3-1 : Le déficit immunitaire cellulaire

A- Le cDGS

Les patients atteints de cDGS présentent une lymphopénie T majeure liée a
’absence de thymus. Il n’est pas rare que cette lymphopénie T soit masquée par une production
de lymphocytes T n’ayant pas maturé dans le thymus. L’analyse de ces lymphocytes T révele un
caractére oligoclonal, résultant d’une expansion périphérique d’un nombre limité de clones T et
pouvant conduire a une expression clinique comparable & celle du syndrome d’Ommen (Pirovano
et al, 2003). Ces cas posent le probleme du diagnostic différentiel notamment avec le pDGS, car
ils nécessitent un traitement par greffe de cellules allogéniques ou par grefte de tissus thymiques
(Markert et al, 2004). L’observation de tels cas, appelés cDGS atypiques, a conduit a redéfinir les

critéres biologiques permettant de poser le diagnostic de cDGS.
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Markert et al rapportent, en 2004, les cas de S patients atteints de cDGS
présentant des taux de lymphocytes T normaux ou diminués, mais évoluant favorablement dans
le temps, associés a des réponses prolifératives normales ou diminuées mais la encore évoluant
parfois favorablement avec le temps. Les auteurs suggerent alors que les ¢cDGS soient définis a
I’aide de paramétres biologiques rendant compte de 1’absence ou de la faiblesse du rendement
thymique : les lymphocytes T naifs co-exprimant CD45RA et CD62L et les TRECs. En effet, les
5 patients présentés dans cette étude ont des lymphocytes T circulants capables de répondre aux
mitogénes. En revanche, le taux de CD3+ CD45RA+ CD62L+ est inférieur 4 50/mm> et les
TRECs < 1000/10° cellules T (réalisé chez 3 patients sur 5 ou aucun TRECs n’a été détecté).
Pirovano et al rapportent le cas d’un enfant atteint de cDGS présentant un nombre de TRECs trés
faible comparé a la moyenne des TRECs décelés chez 10 enfants en bonne santé du méme 4ge :
2213 TRECs/10° lymphocytes versus 196 689 TRECs/10° lymphocytes (Pirovano ef al, 2003).
Ce chiffre est supérieur au critére donné par Markert et al, mais reste toutefois tres faible.

Les publications antérieures aux travaux de Markert et de Pirovano ne prennent en
compte pour la définition du ¢cDGS que le taux de lymphocytes T CD4+ et ’absence de réponse
proliférative a la PHA. Ces seuls critéres peuvent ne pas €tre réunis chez certains patients atteints
de ¢cDGS atypique, comme nous 1’avons vu précédemment, et a ’opposé peuvent conduire a
poser abusivement le diagnostic de cDGS. L’équipe de Bastian avait proposé en 1989 les critéres
biologiques suivants de définition du ¢cDGS :

- CD4+< 400/mm3
et - Index de Transformation a la PHA < 10.

Les auteurs ont décrit une cohorte de 18 patients atteints de DGS (Bastian ef al, 1989). Parmi
eux, 4 patients montrant un profond déficit en lymphocytes T persistant dans le temps ont été
étiquetés cDGS. Cependant, au regard des publications actuelles, la proportion de ¢cDGS parait
trés élevée. Le nombre de lymphocytes CD4+ est extrémement diminué chez ces 4 patients, alors
que le nombre de lymphocytes CD8+ est peu altéré. Sur le plan fonctionnel, 1’étude de la
prolifération aux mitogénes in vitro montre une fonction altérée (index de transformation avec la
PHA < 10) persistante dans le temps.

La méme année, Muller et al, ont également décrit une population de 16 enfants, 13 atteints de
pDGS et 3 de ¢cDGS (Muller et al, 1989). A nouveau, la proportion de cDGS parait
excessivement élevée. Un seul patient atteint de cDGS a été étudié et les pourcentages retrouvés
et le nombre de lymphocytes pour chacune des sous populations étaient normaux. En revanche,
la réponse proliférative a la PHA des enfants atteints de cDGS était significativement plus faible

que celle de ceux atteints de pDGS (p<0.02).
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Collard et al en 1999 ont décrit le cas d’un enfant atteint de ¢cDGS. La population CD3+ a été
analysée de J5 (0/mm?) 4 J167 (604/mm’), les cellules étant exclusivement CD4+ & J167 du fait
probablement d’une expansion oligoclonale. La réponse proliférative aux différents mitogénes

était extrémement faible.

Dans les études récentes, 1’analyse du répertoire a été rapportée par deux équipes
dans le cDGS. Collard et al ont étudi¢ dans le cadre d’un cas clinique les familles TCR V@ 1 4 10
et ont observé une expression restreinte des réarrangements du TCR au sein de chaque famille
(Collard et al, 1999). Dans un autre cas clinique, le profil inhabituel du répertoire V[ est décrit
avec expansion de certaines familles (notamment TCR VP 14) et au contraire contraction
d’autres (notamment TCRV[8) (Pirovano ef al, 2003). Les auteurs confirment la présence de

cellules T mono/oligoclonales.

B- Le pDGS

Le nombre de lymphocytes T et leur fonction

Plusieurs études ont été réalisées sur des patients atteints de pDGS. L’équipe de
Sullivan a suivi 19 patients de la naissance a 1’age d’un an et a montré que le nombre de
lymphocytes T était souvent plus faible que chez les sujets contrdle a la naissance mais non
significativement différent a4 1 an (Sullivan et al, 1999). La réponse proliférative a la PHA était
largement préservée. Puis, la méme équipe a rapporté une étude portant sur 195 patients répartis
en 4 tranches d’age différents (0-6mois, 6-38 mois, 38-109 mois, et > 109 mois). Dans chaque
tranche d’age, le nombre de lymphocytes T était plus faible que les valeurs contréles normales.
Cependant, le déclin au cours du temps du nombre de lymphocytes T était plus lent que dans le
groupe contréle (Jawad et al, 2001). Ces résultats sont confirmés par 1’équipe de Chinen qui a
réalisé une analyse des lymphocytes T sur 45 enfants atteints de pDGS de 1 mois a 10 ans. Le
nombre de lymphocytes T s’est révélé inférieur aux contréles quelques soit 1’age mais la
diminution avec le temps était plus faible que chez les contrdles. De plus, la réponse proliférative
aux mitogénes était normale pour 41 patients, diminuée initialement pour 4 patients puis se
normalisant dans le temps pour 2 patients qui ont pu étre recontr6lés (Chinen et al, 2003).
L’équipe de Sediva rapporte une étude portant sur 34 enfants atteints de pDGS suivis de la
naissance a 19 ans. Le nombre de lymphocytes CD3+ est initialement significativement diminué
par rapport aux valeurs normales pour 1’age mais se normalise habituellement vers 24 a 36 mois

(Sediva et al, 2005). Par ailleurs, les auteurs retrouvent une prolifération spontanée et a la PHA
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augmentée chez les enfants de moins de 24 mois par rapport aux contrdles. Au-dela de I’age de 2

ans, cette différence n’apparait plus.
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Figure 9: Déclin des lymphocytes T CD3+ avec I’age chez les patients et les contréles. Le
nombre de lymphocytes T CD3+ est plus faible chez les patients, quelque soit I’4ge mais ont une vitesse de déclin
plus lente que chez les contrdles (d’apres Piliero et al, 2004)

Parmi les études plus anciennes, Bastian et al décrivent pour 14 patients atteints
de pDGS, que le nombre de lymphocytes T était initialement normal sauf dans 2 cas qui se sont
normalisés avec le temps. Sur le plan fonctionnel, aucune altération n’a été mise en évidence et la
fonction est restée normale aprés 12 mois de suivi (Bastian et al, 1989). Muller et al observent
dans la moitié des cas d’une série de 13 patients atteints de pDGS une diminution du pourcentage
de lymphocytes CD3+ ainsi que du pourcentage de CD4+. Le pourcentage de CD8+ n’est pas
altéré a I’exception d’un patient et le rapport CD4/CDS est inversé chez 2 patients. Ces résultats
ne sont pas retrouvés par Durandy ef a/ qui montrent a la méme époque que les lymphocytes T
CD8+ des nouveaux nés et des enfants atteints de pDGS ont une différenciation retardée dans le
temps (Durandy et al, 1986). Les discordances viennent peut-étre du fait que les données sont

exprimées en pourcentage et non en valeur absolue dans 1’étude de Muller ef al.

Les lymphocytes T immatures et les TRECs

L’équipe de Pierdominici et al, a réalisé une trés belle étude chez 9 patients

atteints de pDGS. Ils retrouvent une fréquence de cellules T CD4+ naives CD45RA+CD62L+
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significativement diminuée par rapport a des témoins sains de méme age : 59 +/- 15% vs 74 +/-
10% (p = 0.01) et parallelement une augmentation significative de la fréquence des cellules T
CD4+ mémoires (CD45RA-CD62L+ et CD45RA-CD62L-) : 40 +/- 15% vs 25 +/- 10% (p =
0.01) (Pierdominici et al, 2003). En revanche, parmi les lymphocytes T CDS8+, seule la
population mémoire est retrouvée significativement augmentée : 28 +/- 16% vs 14 +/- 7% (p =
0.02). L’étude des TRECs révele des taux de TRECs significativement plus faibles chez les
patients pDGS que chez les contréles du méme age, tant sur la population CD4+ (45 +/- 31 vs
210 +/- 80 copies/100ng d’ADN) que CD8+ (57 +/- 33 vs 190 +/- 95 copies/100ng d’ADN).
Cependant, (méme si les unités ne sont pas les mémes que ci-dessus), on s’apercoit que la
proportion de TRECs retrouvée chez les pDGS par rapport aux contrdles est bien supérieure a ce
qui est retrouvé chez les cDGS (30 a 38% vs 1%). L’équipe de Sullivan rapporte des résultats
similaires dans une étude portant sur 409 patients avec délétion 22q11.2 et de phénotype pDGS.
Les auteurs décrivent un déclin accru des lymphocytes T CD4+ naifs CD4+CD45RA+au cours

du temps comparé au groupe t€émoin (Piliero et al, 2004).
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Figure 10: Expression des CD45RO et CD45RA au sein des lymphocytes T CD4+ chez les
patients et les contréles. L’accumulation de cellules CD45RO est considérablement accélérée chez les patients
(A) par rapport aux contrdles (B) (d’apres Piliero et al, 2004)

L’analyse des TRECs au sein de la population CD4+CD45RA+ a montré une
diminution par rapport au groupe témoin du nombre de TRECs : 7491 TRECs/pg d’ADN vs
19594 TRECs/ug d’ADN (p = 0.0017) (soit environ 38% du témoin). Enfin, dans 1’étude de
Cancrini et al, portant sur 7 enfants atteints de pDGS, une diminution du nombre de cellules T

CD4+CD45RA+ est retrouvée chez 3 enfants sur 7 (Cancrini et al, 2005). De fagon trés
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surprenante, les taux de TRECs sont particuliérement affectés chez tous les patients et sont
comparables pour la population CD4+ a ceux des cDGS présentés par Markert et al:
e dans la population CD4+ : < 50 TRECs/10° lymphocytes T CD4+ (vs 29 242
TRECs/10° lymphocytes T CD4+ dans le groupe témoin) (< 1%)
e dans la population CD8+ : de < 50 a 3984 TRECs/10° lymphocytes T CD8+
(vs 20 760 TRECs/ 10° lymphocytes T CD8+ dans le groupe témoin) (de < 1%
a 19%)

L analyse de répertoire VB des récepteurs T

L’analyse du répertoire V[3 des récepteurs T chez les patients atteints de pDGS est
variable selon les études. Sediva et al, rapportent chez 34 enfants un répertoire T polyclonal
(étudié par cytométrie en flux) et signalent une légere augmentation du pourcentage de V3 16 et
une légere diminution du pourcentage de VB 2, 17 et 18 (Sediva et al, 2005).

En revanche, 3 autres auteurs montrent des altérations majeures du répertoire T. Pierdominici et
al, décrivent par analyse en cytométrie en flux des altérations plus importantes au sein des CD8+
que des CD4+ :

e une expansion des sous familles VB 7.2, 11 et 13.1 au sein des CD4+ et

aucune délétion de sous familles

e une expansion des sous familles VB 1 et 11 au sein des CD8+ et une délétion

des sous familles V3 7.2 chez un patient et V3 18 chez un autre (Pierdominici

et al, 2003).
L’étude des CDR3 montre que le répertoire est restreint pour 54% des sous familles V[3 des
CD4+ et pour 60% des sous familles VB des CD8+. De méme, Sullivan et al rapportent une
analyse des CDR3 sur 7 patients sans distinction entre les populations CD4+ et CD8+, révélant
un nombre de sous familles oligoclonales 2 fois plus important que dans le groupe contréle (5.3
vs 2.4, p = 0.179) et un nombre de familles VP manquantes 10 fois plus élevé que dans le groupe
contréle (2.7 vs 0.3, p = 0.0008) (Sullivan et al, 2004). Enfin, Cancrini et al, décrivent un
répertoire T avec profil polyclonal normal au sein des CD4+ sauf chez 3 patients sur 7 ou
apparaissent des altérations de certaines familles (10%, ou 21% ou 23% d’altérations selon les
patients) (Cancrini et al, 2005). En revanche, le répertoire T est trés perturbé au sein des CD8+
chez tous les patients (de 74% a 100% d’altérations selon les patients). Cependant, apres 1 a 2
ans, le pourcentage de familles altérées diminue. A noter qu’une plus grande expansion (mais

non significative) a été observée dans la sous population CD8+ chez les patients ayant eu des
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infections récurrentes. Toutefois, les auteurs concluent que le répertoire altéré des CD8+ refléte
un défaut au niveau du développement des lymphocytes T et n’est pas secondaire a des

stimulations antigéniques conduisant & des expansions clonales.

L’analyse de la longueur des Télomeres

Un seul auteur rapporte ce type d’étude chez des patients atteints de pDGS. Le
rendement thymique étant diminué chez ces patients, le maintien dans le temps d’un nombre de
lymphocytes T dans les limites de la normale peut €tre lié a une expansion accrue des clones T.
En effet, les auteurs montrent chez 7 patients une longueur moyenne des téloméres au sein de la
population CD4+CD45RA+ significativement plus faible que dans un groupe témoin d’age
équivalent (7.8 kb en moyenne vs 9.0 kb en moyenne chez les témoins, p = 0.05) (Piliero et al,

2004). Cette différence correspond approximativement a 5 divisions cellulaires.

En conclusion, toutes ces données révelent un défaut de production thymique des
lymphocytes T (partiel dans le pDGS et complet dans le cDGS). Ce défaut est compensé par une
prolifération accrue de certains clones de lymphocytes T (expansion clonale) afin de maintenir un
nombre de lymphocytes T légerement plus faible que chez les témoins sains. Nous avons vu
cependant que dans les pDGS la conversion des lymphocytes T naifs en lymphocytes T
mémoires est accrue avec 1’dge, de méme que la délétion de certaines familles V. Ceci peut
avoir des conséquences fonctionnelles puisque les réponses T secondaires sont perturbées chez
les sujets adultes soit a cause du répertoire T perturbé, soit a cause de té€lomeres trop courts ne
permettant plus la division cellulaire. Ainsi, les patients les plus agés ont un nombre de
lymphocytes T qui parait normal mais une fonction proliférative et une diversité du répertoire

altérée (Sullivan et al, 2004).

1-3-2-3-2 : Le déficit immunitaire humoral

Le déficit immunitaire humoral est généralement considéré comme secondaire au déficit
cellulaire.

A-Le cDGS

Les Immunoglobulines sérigues

Les auteurs s’accordent a dire que le taux d’IgG n’est pas informatif car il s’agit
dans un premier temps le plus souvent d’une transmission materno-feetale puis, les patients sont
sous substitution d’Ig IV principalement dans les cDGS. Il est alors difficile de se faire une idée

précise de la variation des autres isotypes (Pirovano ef al, 2003 ; Collard et al, 1999). Toutefois,
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parmi les cas cliniques décrits dans la littérature, on retrouve des patients atteints de ¢cDGS avec
des taux d’immunoglobulines normaux quelque soit 1’isotype (Al-Tamemi et al, 2006). En
revanche, Muller et a/, ont pu montrer que les patients atteints de cDGS présentaient un SD-score
négatif pour tous les isotypes a ’exception des IgG certainement d’origine maternelle. (Le SD
score permet de comparer les taux d’Immunoglobulines indépendamment de 1’4ge, les valeurs
normales se situant entre -2 et +2, une valeur a 0 représentant le 50°™ percentile pour un age
donné).

Les anticorps SDéCiﬁ(]LléS

Bastian et al, montrent que sur les 4 enfants atteints d’un ¢cDGS, aucun ne peut
produire des anticorps spécifiques et ils suggérent en 1989 que 1’étude de cette réponse
spécifique est certainement tres utile pour contribuer a la caractérisation du DGS (Bastian et al,
1989). Parall¢lement, Muller et al, ont étudié la réponse anticorps a la BSA (Bovine serum
albumin) et ont montré I’absence d’activité¢ anti-BSA chez les 3 patients atteints de cDGS
(Muller et al, 1989). Nous avons nous-mémes décrit le cas d’un enfant atteint de cDGS qui ne

produisait pas d’anticorps aprés vaccinations répétées (Bensoussan et a/, 2002).

B- Le pDGS

Les Immunoglobulines sérigues

Parmi les patients atteints de pDGS, 6 patients sur 13 présentaient des scores
positifs pour tous les isotypes, 2 pour tous les isotypes sauf les IgE, 2 pour IgA et IgG mais des
scores négatifs pour IgM et IgE (Muller et al, 1989). Plus récemment, Sediva et al, ont confirmé
que chez les patients atteints de pDGS, le déficit humoral n’était pas profond. IIs ont toutefois
observé une petite diminution des IgA chez 12 patients sur 34 et une petite diminution des IgM
chez 11 patients sur 34 (Sediva et al, 2005). Ce déficit ne s’est pas amandé¢ au cours du suivi de

72 mois pour 5 enfants.
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Figure 11: Evolution en fonction de I’age des IgG, IgA et IgM. Les valeurs normales par dge plus ou
moins 2 DS sont représentées par les lignes (d’apres Sediva ef al, 2005)

Les anticorps spécifiques

Dans le cas des pDGS, les réponses spécifiques sont variables d’un individu a
I’autre. Certains auteurs rapportent dans leur série 4 patients sur 13 qui produisent des taux
éleves d’anticorps spécifiques (Muller et al, 1989). De la méme fagon, dans une autre étude 3

enfants sur 7 sont incapables de produire des anticorps spécifiques aprés vaccination (Cancrini et

al, 2005).

I-3-3 Les conséquences cliniques
La présentation clinique des patients présentant une délétion 22ql11.2 est extrémement

variable d’un patient a 1’autre. Sullivan, en 2004, a réalis¢ une synthese de toutes les

présentations cliniques décrites dans la littérature a ce jour qui sont reprises dans le tableau 2.
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Présentation clinique Fréquence
(“0)
Anomalies cardiaques 49-83
Tétralogie de Fallot 17-22
Arc aortique interrompu 14-15
Défaut ventriculo-septal 13-14
Tronc artériel commun 7-9
Hypocalcémie 17-60
Déficit en hormone de croissance 4
Anomalies palatines 69-100
Fente palatine 9-11
Fente palatine sous muqueuse 5-16
Insuffisance vélopharyngée 27-32
Luette bifide 5
Anomalies rénales 36-37
Absent/dysplasique 17
Obstruction 10
Reflux 4
Anomalies ophtalmologiques 7-70
Vaisseaux rétiniens tortueux 58
Embryotoxons postérieurs 69
Anomalies dentaires : sorties retardées, etc.. 2.5
Anomalies squelettiques 17-19
Anomalies vertébrales 19
Anomalies des extrémités inférieures 15
Retard d’élocution 79-84
Comportement/problémes psychiatriques 9-50
Hyperactivité, défaut d’attention 25
Schizophrénie 6-30

Tableau 1 : Manifestations cliniques pouvant étre retrouvées chez les patients atteints du

syndrome de la délétion 22q11.2 (d’aprés Sullivan, 2004)

Toutefois, les principaux signes cliniques décrits chez les patients atteints de DGS sont
présentés par Muller et al en 1988. Tous les enfants étudiés (16/16) présentent des anomalies
faciales caractéristiques : implantation basse des oreilles, lévre supérieure en avant accentuée par
un petit menton. Des anomalies cardiaques sont également décrites chez 14/16 patients (défaut
ventriculaire, tétralogie de Fallot et tronc artériel commun). L’hypocalcémie, consécutive a un
hypoparathyroidisme a ét€ rapportée chez 11/16 enfants. Tous les enfants de cette étude
présentent un retard psychomoteur modéré a sévere et des difficultés dans I’apprentissage.
L’absence ou I’hypoplasie thymique a déja été largement discutée dans le chapitre précédent

ainsi que ses effets sur la réponse immunitaire. Les conséquences directes sont les risques
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infectieux associes, le développement de maladie autoimmune a plus long terme et

potentiellement de pathologie tumorale (Sullivan et al, 2004).

I-3-4 Les éléments biologiques diagnostiques contribuant a poser le diagnostic de
cDGS

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, il n’est pas toujours aisé de poser le
diagnostic de ¢cDGS. Or, une fois ce diagnostic posé, il est nécessaire de proposer aux patients
sans délai un traitement soit par injection de cellules allogéniques soit par greffe de tissus
thymiques.

Il semble clair aprés la revue bibliographique que nous venons de faire que seule la mise en
évidence d’une altération majeure de la production de nouveaux émigrants thymiques permet de
poser le diagnostic de cDGS.

1-3-4-1 Mise en évidence de nouveaux émigrants thymiques

La technique initialement utilis€e et toujours d’actualité est la technique des TRECs (T-
cell receptor rearrangement excision circles). Cette technique n’est pas réalisée dans tous les
laboratoires et est actuellement supplantée par une technique de cytométrie en flux utilisant le
marquage : CD31+CD45RA+/CD4+ (Kimming et al, 2002).

1-3-4-2 Analyse des sous populations lvmphocytaires T par cytométrie en flux

1-3-4-3 Tests de transformations lymphocytaires

Ces deux derniers éléments ont été largement évoqués précédemment et leurs limites

clairement démontrées.
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II- APPROCHES THERAPEUTIQUES DE CES
SYNDROMES PAR ALLOGREFFE DE CELLULES
SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) se situent, pour la majorité, dans la moelle
des os plats (vertebres, cotes, sternum, bassin), des os longs (fémur...), et circulent, pour un petit
nombre, dans le sang. Elles présentent un antigéne témoin de leur immaturité, ’antigéne CD34.
Les CSH sont des précurseurs de tous les types cellulaires du tissu sanguin. Leur durée de vie est
indéterminée. Elles sont définies comme pluripotentes (car trop matures pour étre totipotentes),
et quiescentes, car lors de la mitose, une des cellules filles se différencie, et I’autre reste au stade

immature pour renouveler le stock de CSH.

L’allogreffe de CSH permet de remplacer, par des CSH normales provenant d’un donneur
sain, un tissu hématopoiétique déficient (cas des Déficits Immunitaires), ou envahi par des
cellules malignes. Cependant les réactions d’alloréactivité bi-directionnelles imposent de
respecter une compatibilité sur le plan des antigénes majeurs d’histocompatibilité (HLA) de
classe I (A, B, C) et de classe II (DR et DQ). Les antigénes HLA DP sont pris en considération
pour des malades a haut risque de rejet. Les typages HLA réalisés initialement par techniques
sérologiques se sont considérablement affinés ces derni¢éres années par 1’apport des techniques de

Biologie Moléculaire et sont devenus des typages de Haute Résolution.

Les différents types de donneurs & partir desquels il est possible de réaliser une allogreffe
sont soit :

- des donneurs génoidentiques présentant une compatibilit¢ HLA compléte avec le
receveur. Cependant, seuls 25 a 30% des patients nécessitant une greffe disposent d’un donneur
génoidentique.

- des donneurs phénoidentiques : Ce sont des donneurs non apparentés recensés sur un
fichier de donneurs volontaires de moelle osseuse (DVMO) ou un fichier de sang de cordon. Les
DVMO sont inscrits dans un registre national consultable par tous les pays du monde, par
I’intermédiaire d’un organisme de tutelle (1’Agence de BioMédecine en France). Les antigénes
HLA du donneur doivent étre les plus proches possibles de ceux du malade. La compatibilité

retenue le plus fréquemment pour le choix d’un DVMO est 10/10°™ voire 9/10°™ (c’est a dire 10
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antigenes ou 9 HLA 1dentiques entre donneur et receveur) et pour le choix d’un sang de cordon
entre 4/6°™ et 6/6°™ (seule une identité A, B et DR est recherchée).
- des donneurs haploidentiques : Ce sont les donneurs intra-familiaux (pére ou mére) qui

possedent un haplotype HLA différent du receveur.

Les différents types de greffons a partir desquels il est possible de réaliser une allogreffe
sont soit :

- La Moelle Osseuse

Il s’agit de la source principale de CSH pour les greffes allogéniques. L’aspiration se fait
sous anesthésie générale au niveau des crétes iliaques postérieures (antérieures et du sternum si
nécessaire), sur anticoagulant. La moelle osseuse (MO) est ensuite traitée par filtration pour
¢éliminer les particules osseuses et graisseuses, et éventuellement par centrifugation pour
concentrer les cellules mononucléées (CMN). Un greffon de bonne qualité contient environ 2.10°
cellules nucléées totales / kg de poids du receveur.

- Les cellules souches périphériques :

Les cellules souches périphériques (CSP) sont trés souvent utilisées dans les greftes
autologues et de plus en plus dans des allogreftes. Des facteurs de croissance sont administrés au
donneur pour favoriser la mobilisation et la sortie des progéniteurs hématopoiétiques de la MO
vers le sang. Le G-CSF est le facteur le plus fréquemment utilisé. Il a une action sur les
polynucléaires neutrophiles qui vont produirent des enzymes permettant de cliver les liaisons
entre les CSH et leur environnement médullaire. Les CD34+ migrent alors pour se retrouver dans
le sang. Cette méthode de collection des cellules CD34+ ne nécessite pas d’anesthésie générale.
La totalité du volume sanguin du donneur est traité au moins 2 fois, et réinjecté en circuit fermé.

- Le sang de cordon ou sang placentaire :

Cette source de CSH est utilisée dans les greffes allogéniques. Le sang contenu dans le
placenta et recueilli a travers la veine ombilicale du cordon est riche en CSH. Ces cellules
présentent une immaturité immunitaire relative diminuant les risques de réaction du greffon

contre I’héte (GVHD).

La disparité au niveau de antigénes Majeurs ou mineurs HLA peut étre a ’origine de la
réaction d’alloréactivité qui peut s’exercer dans les 2 sens et engendrer des effets délétéres (rejet
ou GVHD), mais aussi I’effet thérapeutique du greffon dans le cas d’hémopathies malignes

(réaction du greffon contre la leucémie, GVL) ou dans le cas de tumeurs solides (réaction du
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greffon contre la tumeur : GVT). Nous ne décrirons que les réactions de rejet et de GVHD ainsi
que leurs conséquences cliniques mais pas I’effet GVL qui ne concerne pas les allogreffes

réalisées dans les Déficits Immunitaires Héréditaires.

1) Le rejet :

Les CSH injectées ne parviennent pas a s’établir de facon permanente chez le receveur.
Le rejet est médié par les lymphocytes T du receveur selon un mécanisme d’alloréactivité directe.
Le rejet peut étre causé par 1’'injection d’une dose insuffisante de CSH qui ne parviennent pas
prendre le dessus sur un nombre trop ¢levé de cellules immunocompétentes chez le receveur.
Afin de limiter I’impact des cellules immunitaires du receveur et les risques de rejet du greffon,
le patient regoit avant la greffe un conditionnement de greffe.

Pour diminuer les risques de rejet, différentes stratégies de conditionnements sont
possibles ; le conditionnement myéloablatif, et le conditionnement non myéloablatif.

- Le conditionnement myéloablatif (MA)

Le conditionnement MA vise a détruire la moelle du receveur afin d’éliminer les cellules
du receveur. Les stratégies misent en ceuvre pour atteindre ce degré d’immunodéficience sont le
plus souvent la chimiothérapie, la radiothérapie et 1’administration d’immunosuppresseurs.
L’équipe du Pr A. Fischer a Necker a également utilisé en complément des anticorps
monoclonaux dirigés contre les molécules d’adhésion LFA1 et CD2 (de J-3 a J+10 de la grefte)
ayant pour effet de diminuer les réactions d’alloréactivité. En effet, les premiéres interactions
entre lymphocytes T et cellules présentatrices d’antigéne se font par le biais des molécules
d’adhésion. Ce n’est que dans un second temps qu’entre en jeu le récepteur T. C’est pourquoi
Iutilisation de ces anticorps anti-molécules d’adhésion permet de prévenir efficacement le rejet
de greffe.

Les cellules immunocompétentes du malade sont également €éliminées, ce qui diminue les
risques de rejet. Le receveur est dans un état d’immunodéficience compléte, ce qui permet aux
cellules du donneur de s’implanter plus facilement chez le receveur. Cependant la toxicité du
conditionnement est forte et dans certains cas irréversible. De plus, il a été clairement montré que
dans les Hémopathies malignes, 1’effet thérapeutique de 1’allogreffe n’était pas lié au
conditionnement mais bien a I’effet GVL du greffon. C’est pourquoi sont apparus dans la fin des
années 1990 des conditionnements moins toxiques ayant pour but de favoriser la tolérance du
receveur vis-a-vis du greffon afin que ’effet GVL puisse s’exercer. Ces conditionnements ont été

utilisés également dans les allogreffes réalisées dans d’autres indications que les Hémopathies
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malignes comme par exemple dans les Déficits Immunitaires Héréditaires, du fait de leur
moindre toxicité.

- Le conditionnement non myéloablatif (NMA)

L’objectif d’un conditionnement NMA n’est pas la destruction de la MO, mais,
théoriquement, 1’induction d’un état de tolérance immunologique du receveur vis a vis du
greffon. Ainsi, les doses de chimiothérapie ou de radiothérapie myéloablatives utilisées sont trés
réduites, ce qui a pour corollaire de diminuer considérablement la toxicité du conditionnement.
Toutefois, on peut souligner qu’il existe plusieurs niveaux de conditionnements entre les
conditionnements MA et les conditionnements NMA avec des degrés de myélablation plus ou
moins importants. Dans les conditionnements NMA, I’immunomodulation est obtenue par la
Fludarabine et le Sérum anti-lymphocytaire (SAL). On peut toutefois noter que I’effet du SAL
persistant plusieurs jours apres administration, il exerce un effet de déplétion T in vivo sur le

greffon et contribue aussi a la prévention de la GVHD.

2 ) La réaction du greffon contre I’hote :

La réaction du greffon contre ’héte (GVHD) aigué qui survient dans les 3 premiers mois
post-greffe est une réaction des lymphocytes T immunocompétents du greffon contre les tissus
du receveur. Les tissus cibles sont principalement la peau, le tube digestif, le foie et le tissu
hématopoiétique. Il existe également une forme chronique de GVHD qui survient apres J100 et
peut toucher tous les organes et les tissus.

Les éléments déclencheurs de cette réaction sont la disparit¢ HLA, et la sécrétion de
cytokines.

Pour prévenir la GVHD, il est d’usage d’administrer des immunosuppresseurs
(ciclosporine, corticoides...). Dans les cas d’incompatibilit¢ HLA importante (notamment en

situation haploidentique), il est nécessaire de dépléter ex vivo le greffon en lymphocytes T.

La conséquence principale de ces réactions d’alloréactivité est la lenteur de la
reconstitution immunitaire. Elle est en effet liée aux disparités HLA entre donneur et receveur, au
conditionnement du patient, au type de greffon et a la survenue d’une GVHD nécessitant
I’utilisation d’immunosuppresseurs. De plus, une fois greffés, les lymphocytes doivent étre
éduqués au sein du thymus du malade, qui est involué chez I’adulte, et peut étre endommagé par
la chimiothérapie.

Pendant la période du conditionnement et dans les premiers mois post-greffe, le patient

traverse une phase d’immunodéficience aigué, ce qui augmente les risques d’infections
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opportunistes. Les infections sont les principales complications post-greffes. Les virus sont
décrits comme étant les plus fréquents agents infectieux suivis par les bactéries et les
champignons. Un an post-greffe, environ 68 % des greffés en CSP, et 65 % de greffés en MO ont
déja subi un épisode infectieux (viral, bactérien ou fongique). Parmi les virus, sont fréquemment
mis en cause le Cytomégalovirus (CMV), le virus d’Epstein Barr (EBV) et 1’Adénovirus (ADV).
L’arsenal thérapeutique a disposition se révele parfois insuffisant notamment dans les infections
a EBV et dans les adénoviroses, rendant ces infections létales dans un contexte

d’immunodépression majeure.
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II-1- Etat de la littérature sur la greffe de CSH dans les
Syndromes hyper IgM

Parmi tous les déficits moléculaires décrits a 1’origine du syndrome Hyper IgM, seul le
déficit en CD40L est susceptible d’étre traité par allogreffe de CSH, a ce jour. Toutefois, le
déficit en CD40, présentant le méme tableau clinique que le déficit en CD40L, mais beaucoup
plus rare est également un bon candidat pour I’allogreffe de CSH. Enfin, il a été récemment
rapporté la premiére allogreffe de CSH permettant de traiter le déficit immunitaire chez un enfant
atteint d’une dysplasie ectodermale anhydrotique de transmission autosomique dominante (AD-
EDA-ID) (Dupuis-Girod et al, 2007). Nous reprendrons cet article et discuterons les perspectives
de traitement du déficit immunitaire par allogreffes de CSH qui s’ouvrent pour XHM-ED.

Tous les patients atteints d’un déficit en CD40L regoivent un traitement de substitution par
des Immunoglobulines intra-veineuses (IVIG), une antibioprophylaxie contre les infections a
Prneumocystis jiroveci et du G-CSF pour les neutropénies séveres symptomatiques (Levy et al,
1997). Cependant, ce traitement substitutif se révele souvent insuffisant a long terme et
I’apparition d’une atteinte hépatique, souvent corrélée a la présence de Cryptosporidium parvum

est de trés mauvais pronostic.

II-1-1- Greffe de CSH dans les Syndromes Hyper IgM avec déficit en CD40L

II-1-1-1 Allogreffes de Moelle osseuse (MO) avec conditionnement myéloablatif

La premiére allogreffe de MO pour un deficit en CD40L a été réalisée en 1993 par Fasth en
situation génoidentique avec conditionnement myéloablatif (Fasth er al, 1993). Puis une
deuxiéme expérience est rapportée en 1995 par 1’équipe de Necker ou la greffe de MO
génoidentique a été proposée a un enfant de 7 ans ayant des antécédents d’infection a
Preumocystis jiroveci et ayant une histoire familiale sévere de ce déficit immunitaire (Thomas et
al, 1995). Un conditionnement myéloablatif composé¢ de Busulfan 20 mgkg et
cyclophosphamide 200 mg/kg a été administré. La prévention de la GVHD a été assurée par
I’association ciclosporine et méthotrexate court. La grefte s’est déroulée sans complication et a
permis la résolution du déficit en CD40L. Plusieurs autres expériences isolées de greffe
génoidentique ont ensuite été rapportées dans la littérature, préconisant le méme conditionnement
et la méme prophylaxie de la GVHD que précédemment (Bordigoni e al, 1998 ; Kato et al,
1999 ; Kawai et al, 1999 et Duplantier et a/, 2001). Dans tous les cas, la greffe a été proposée
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Auteurs Donneur n Contexte clinique Condition- Prophylaxie Greffon Survie Chimérisme GVHD Cause de décés Commentaires
nement GVHD Globale
Fasth et al, 1993 Géno 1 MA T-déplétion MO 0 100% D GVHD GVHD chronique Correction du  déficit  en
(1 Ag MM) chronique CD40L
Thomas et al, Géno 1 - ATCD infections : MA (Bu-Cy) CSA + MTX court MO 1 100% D 0 Correction  du  déficit  en
1995 _ Preumocysiis jiroveci CD40L. Arrét des problémes
- Histoire familiale infectieux.
Buckley et al, Géno 2 MO 172 Peu d’informations sur ces
1996 patients.
Haplo 3 1/3
Bordigoni ez al Géno 1 - Infections opportunistes MA (Bu-Cy) CSA + MTX MO 1 0 Correction du  déficit en
1998 - Cholangite sclérosante ] CD40L, de la cholangite
- Maladie inflammatoire chronique sclérosante et de la maladie
inflammatoire.
Scholl et al, Géno 1 - Neutropénie sévére MA (ICT-Cy) CSA + MTX court MO 1 >95% D r Correction du  déficit  en
1998 - Infections fréquentes résolutive CD40L et de la newtropénie
sous cortic. sévere.
Kato et al, Géno 1 - Neutropénie sévére MA (Bu-Cy) CSA + MTX court MO 1 100% D 0 Correction du  déficit  en
- Infections opportunistes +SAL CD40L
1999 - Histoire familiale
Kawai et al, Géno 1 MA (Bu-Cy) CSA + MTX court MO 1 100% D 1 Correction du  déficit  en
1999 CD40L
Duplantier et a/, Géno 1 - Infections fréquentes MA (Bu-Cy) CSA + MTX court MO 1 >90% D 0 Correction  du  déficit  en
2001 (70% B, 90% T, 95% PNN) CD40L
Khawaja et al, Géno 2 - ATCD infections : MA (Bu-Cy) CSA MO 0 100% D : 172 IV:2/2  -Défaillance hépatique - Une atteinte hépatique avec
Pneumcystis jiroveci : 2/2 Dose de Bu plus non évaluable : 1/2 GVHD: 222 infect® «a  Cryptosporidium
2001 Cryptosporidium parvum : 2/2 . : i H A = i
Attei P o faible (infection a  parvum Jactewr de risque
- Atteinte hépatique avancée : 2/2 e . f 3
, Cryptosporidium Parvum) majeur pour ['allogreffe de
Phéno 5 - ATCD infections : MA (Bu-Cy) : 5/6 CSA MO 4/6 o . CSH.
Prewmocysiis jiroveci : ' oléti 100% D : 4/6 HE: U6 - Adénovirose invasive : 1/6 - Décés d'atteinte hépati
ysiis jiroveci : 5/5 +anti-LFAL : 1/5 + T—depleuon . X v Adénovirose invasive : eces d atteinte hepatique
Cryptosporidium parvum : 2/ NMA (Fluda-Mel- sélection CD3 - 4/6 Partiel : 2/6 - cryptosporidiose : 1/6 sévére malgré un
- Anteinte hépatique avancée : | SaL): 1/6 CAMPATH : 2/6 qu déces des patients les plus  conditionnement NMA chez |
’ ages. patient.
Leone et al, Géno 1 - ATCD infections : MA (Bu-Thio- CSA MO 1 100% D 0 Correction du déficit en
Pneumocystis jiroveci
2002 Fluda-Cy) CD40L
Genery et al, Géno 14 MA (Bu-Cy : 11/14 CSA :33/38 MO 26/38 100% R : 4/38 >4 12/38 d’infections : - Une atteinte pulmonaire avt
2004 e Bu-Thio-Fluda-Cy:1/14) +MTX court : 10/33 (68%) de . infection 53 greffe:  Jjaible swrvie post
- ATCD infections : + MMF : 1/33 A . . - 2
Preumocystis jiroveci - 16/38 NMA (Fluda-Met+- : 1.2a93 Chimérisme complet ou Cryptosporidium  Parvum : greffe. o
Cryptosporidium parvum : 19/38 SAL): 2714 Autres (MMF seul. ans partiel : 34/38 6/12 - Incompaubilit¢  HLA
Phéno 24 - Aueine hépatique : 20138 MA (Buou ICT-Cy- tacrolimus erc..) : 5/38 _CMV disséminé : 3/12 /'e:'ullat..v de vgrgﬁ'e moins bons
cholang:t_e scler_osame 21220 SAL ou antiLFA1+/- >11:9 _ Adénovirose - 1/12 qit en. smzmlo:{ ;_;l{e,nmdennque
cholangite + cirrhose : 3/20 anti-CD2) : 20124 + T déplétion : 12/24 - Aspergillose : 2/12 sans incompatibilite HLA.
autres: 5/20 NMA - 4124
H / 2 Cholangite sclérosante : 2:2 NMA CSA + cortic. : 1/2 MO 2/2 100% D Ooul Correction du  déficit en
Amrggg()e, al’ Pheno 2 - ATCD wansplantat® hépatique :1/2 (Fluda-Mel+/-SAL) : 272 Tacrolimus + cortic : 1/2 ° résolutive CD40L
- Cryptosporidium parvum : 1/2 sous cortic Conditionnement NMA: succes
Jacobsohn et al, Géno 2 - AgCD infw?;,ns : " NMA CSA CSP 212 100% D : 1/2 0 Correction du  déficit en
2004 ryplosporidium parvum : 2/2 (Fluda-Mel+/-SAL) Chimérisme mixte stable: CD40L
- Cholangiopathie.

/{402 50% D sur les T)

Conditionnement NMA.: succés

Tableau 4 : Tableau de synthése des principales expériences d’allogreffes dans le déficit en CD40L publiées depuis 1993
n: Nombre. Géno: Génoidentique. Phéno: Phénoidentique. M4 : Conditionnement myéloablatif. NMA : Conditionnement non myéloablatif. Bu : Busulfan. Cy:
Cyclophosphamide. SAL : Sérum anti-lymphocytaire. Thio : Thiotépa. ICT : Irradiation corporelle totale. Fluda : Fludarabine. Me/ : Melphalan. CS4 : Ciclosporine. MTX :

Méthotrexate. MMF : Mycophénolate Mofetil. Cortic. :

Cytomegalovirus.

corticoides. MO : Moelle osseuse. CSP: Cellules souches périphériques. D : Donneur. R: Receveur. CMV :



aux patients (agé de 8 mois a 11 ans selon les études) devant un tableau clinique grave lié soit a
des infections opportunistes séveres (pneumonie a Preumocystis jiroveci, par exemple), soit a
une cholangite sclérosante, soit a une maladie inflammatoire chronique et sévere des intestins.
Toutes ces allogreffes ont été un succes avec prise de greffe et résolution du déficit en CD40L,
absence de complication post-greffe et reconstitution immunitaire compléte. Une autre équipe a
rapporté un cas clinique d’allogreffe de MO génoidentique avec un conditionnement
my¢loablatif différent : ICT (Irradiation corporelle totale) 12Gy et Cyclophosphamide 4500
mg/m? (Scholl et al, 1998). Le choix de I’irradiation par rapport a I’utilisation du Busulfan a été
motivé par la difficulté, selon les auteurs, a maintenir des taux constants de Busulfan chez les
patients pédiatriques afin d’obtenir une myéloablation avec une toxicité acceptable. Le recours a
’allogreffe a été préconisé ici car le patient présentait une neutropénie sévére chronique et des
infections fréquentes. Un autre cas a é€té publié€ par Leone ef al en 2002, ou une allogreffe de MO
a été réalisée chez un enfant qui avait présenté une infection a Pneumocystis jiroveci.

Des expériences un peu différentes ont également été rapportées dans la littérature. Dans une
étude de survie de la greffe de MO pour déficit immunitaire, 6 patients atteints de déficit en
CD40L ont été inclus (Buckley et al, 1996). Deux d’entre eux ont recu une allogreffe de MO
génoidentique et 3 d’entre eux ont regu une allogreffe intra-familiale haplo-identique. Dans
chacun des deux groupes il n’y a qu’un survivant. Malheureusement, nous n’avons pas plus de
détail sur ces allogreffes. L’équipe de Khawaja a rapporté le cas de 8 enfants atteints de déficit en
CD40L dont 7 ont été allogreffés apres un conditionnement myé€loablatif identique a celui
proposé€ par 1’équipe du Pr A. Fischer a Necker mais avec une dose de Busulfan un peu plus
faible (16 mg/kg) (Khawaja et al, 2001). Un patient a recu en plus des anticorps anti-LFA1. Pour
2 patients sur 7, ’allogreffe a été réalis¢e avec de la MO totale en situation génoidentique et pour
5 sur 7 avec de la MO d’origine phénoidentique ayant subi une déplétion en lymphocytes T soit
par CAMPATH soit par sélection positive CD34+. Quatre patients sont en vie et en bonne santé
et 3 sont décédés : 2 du groupe génoidentique et 1 du groupe phénoidentique. Le point commun
entre ces 3 patients était une pathologie hépatique avancée avec présence de Cryprosporidium
parvum chez 2 d’entre eux. Cette étude a souligné que I’existence d’une atteinte hépatique avant
la greffe semblait étre un facteur de risque de 1’allogreffe de CSH dans cette indication plus
important que le degré d’incompatibilit¢ HLA entre donneur et receveur. La méme équipe a
publié plus récemment une étude européenne reprenant toutes les allogreftes de MO réalisée
entre 1993 et 2002, a laquelle nous avons participé€ et qui est présenté dans la partie Résultats
(Gennery et al, 2004). Trente huit cas sont repris dont 15 d’entre eux avaient d¢ja été publiés. La

source de MO était génoidentique dans 14 cas, phénoidentique provenant d’un donneur fichier
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dans 22 cas (dont 15 10/10 et 7 9/10) et phénoidentique provenant d’un donneur intra-familial
dans 2 cas. Douze greffons ont été déplétés en lymphocytes T. La majorité des patients a regu un
conditionnement myé¢loablatif, tel qu’il a déja été présenté précédemment ; seuls 6 patients avec
atteinte hépatique préalable ont regu un conditionnement non my¢loablatif. Sur ces 38 patients,
68% sont en vie et 58% sont guéris (3 patients ont eu une reconstitution autologue). Les 12 décés
observés (32%) sont associés a des infections : & Cryptosporidium parvum (6 patients) pré-
existant a la greffe et ayant fait I’objet d’une prophylaxie lors de la greffe dans la majorité des
cas, a CMV (3 patients), a Adenovirus (1 patient) et a Aspergillus (2 patients). Sur les 12 patients
décédés, 8 présentaient une maladie hépatique avant la greffe comparé & 12 sur 26 patients en
vie. Cependant dans cette étude, seuls deux parameétres se sont révélés statistiquement
significatifs :

- une atteinte pulmonaire pré-existant a la greffe est associée a une faible survie (p =
0.0002). En revanche, une pneumonie a Pneumocystis jiroveci n’augmente pas la
mortalité. Les auteurs suggerent qu’une atteinte pulmonaire est prédictive d’infections
virales ou fongiques latentes.

- les allogreffes réalisées en situation d’incompatibilité d’un antigéne HLA donnent de
moins bons résultats que les allogreffes phénoidentiques sans incompatibilité HLA (4
décés et une reconstitution autologue sur 7 dans le premier cas vs 3 déces et 2

reconstitutions autologues dans le second cas, p = 0.02)

1I-1-1-2 Allogreffes avec conditionnement non myéloablatif

Les premieres allogreffes avec conditionnement non myéloablatif ont été rapportées dans
une étude portant sur 8 patients atteints de déficit immunitaire dont 2 d’un déficit en CD40L
(Amrolia et al, 2000). Tous les deux présentaient une cholangite sclérosante avant la greffe. Le
cas de I’un d’entre eux a été rapporté en détail dans une autre publication que nous reprenons ici
(Hadzic et al, 2000). Le diagnostic de syndrome hyper IgM avait été posé chez un enfant a 1’age
de 3 ans, dans le contexte d’un frere décédé d’une pneumonie & Preumocystis jiroveci. Les
fonctions hépatiques de I’enfant é€taient initialement normales mais ont commencé a se détériorer
vers 1’age de 5 ans. A 1’age de 10 ans, une biopsie hépatique a suggéré une cholangite sclérosante
et deux ans plus tard une cholangiopathie intra et extra- hépatique a €té mise en évidence. Une
allogreffe de MO n’a pas pu étre proposée en ’absence de donneur génoidentique. A 1’age de 18
ans, 1’état clinique du patient s’est considérablement détérioré ce qui a conduit a proposer une

transplantation hépatique. Trente quatre jours apres la transplantation hépatique, une allogreffe
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de MO phénoidentique a été réalisée aprés un conditionnement non myéloablatif : Fludarabine
150 mg/m? et Melphalan 100 mg/m?. La prophylaxie de la GVHD comprenait du sérum anti-
lymphocytaire, de la méthylprednisolone et de la ciclosporine. Le patient est sorti du secteur de
grefte a J118 dans de bonnes conditions cliniques et son état a continué¢ de s’améliorer. Le
deuxiéme patient a été greffé a 1’dge de 11 ans et a développé 15 jours apres la greffe une
cryptosporidiose qui s’est résolue avec la prise de greffe et [’administration de
paromomycine/azithromycine. Les deux patients ont parfaitement évolué cliniquement et
biologiquement.

Sur la base de cette expérience, 6 patients de 1’étude européenne ont regu un
conditionnement non my¢loablatif (Gennery et al, 2004) car ils présentaient une atteinte
hépatique avant la greffe. Les résultats ne sont pas statistiquement différents des patients ayant
recu un conditionnement my¢loablatif avec atteinte hépatique : 3 patients en vie / 6 vs 8/12,
respectivement.

Parallélement, une autre équipe a publié le cas de deux patients avec cholangiopathie
diagnostiquée sur biopsie hépatique et antécédent d’infection a Cryptosporidium parvum, ayant
éte traités par allogreffe de CSP aprés conditionnement non myéloablatif (Jacobsohn et al, 2004).
Un chimérisme mixte stable chez 1’un des patients et un chimérisme complet chez ’autre ont

permis la correction du déficit en CD40L et parallélement la résolution de la cholangiopathie.

La question principale que souléve cette revue bibliographique est de savoir quel est le
moment optimal pour proposer ’allogreffe de CSH. En effet, beaucoup de patients atteints d’un
déficit en CD40L vivent pratiquement normalement sous traitement substitutif. Toutefois, le
succes des allogreffes de CSH en 1’absence d’atteinte hépatique est de 72% selon 1’étude
curopéenne (Gennery et al, 2004). Les auteurs proposent d’administrer le traitement substitutif et
de surveiller étroitement les parameétres hépatiques afin d’étre en mesure de proposer la greffe
avant que I’atteinte hépatique ne soit trop importante. Parmi les paramétres a observer la
recherche de Cryptosporidium parvum, fréquemment mis en cause doit étre réalisée et nécessite
des outils sensibles de détection précoce comme la PCR. Dans ces situations, il pourrait €tre
intéressant de proposer un conditionnement non myéloablatif. Une alternative a cette attitude
serait de proposer la greffe trés tot avant toute atteinte hépatique avec un conditionnement
my¢loablatif. L’administration d’un traitement ou d’une prophylaxie vis-a-vis du
Cryptosporidium parvum peut également étre discutée en considérant toutefois le bénéfice

apporté.
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A ce jour, les études ne contiennent pas suffisamment de patients pour déterminer quelle est
la stratégie optimale. C’est pourquoi, il est nécessaire de réaliser des études a I’échelle

européenne.

II-1-2- Greffe de CSH dans les Dysplasies ectodermales Anhydrotiques avec déficit

immunitaire

Le faible pronostic vital des enfants atteints de cette pathologie conduit a se poser la
question du rationnel d’un traitement du déficit immunitaire par allogreffe de CSH. La premiére
expérience d’une allogreffe de CSH chez un enfant atteint d’un AD-EDA-ID a été rapportée
récemment et a été un succes (Dupuis-Girod et al, 2007). Devant la sévérité du déficit
immunitaire, I’enfant a été allogreffé a I’age d’un an en situation haploidentique avec la moelle
osseuse de sa mere. Un conditionnement myéloablatif composé de Busulfan (20 mg/kg) et de
Cyclophosphamide (200 mg/kg) a ¢€te¢ administré. Le greffon médullaire a été déplété en
lymphocytes T par sélection positive CD34+ et le nombre de cellules injecté de 7.5 10® CD34/kg
et de 3.5 10° CD3/kg. L’enfant a également regu des anticorps anti-LFA1 et anti-CD2 au décours
de la greffe afin de prévenir le rejet et la GVHD. Apres la greffe, 1’état clinique du patient s’est
considérablement amélioré avec disparition de tous les signes digestifs et 1’arrét de la nutrition
parentérale. La récupération immunitaire a été compléte et les signes cliniques secondaires au
déficit immunitaire se sont résolus. Les auteurs rapportent un suivi de 7 ans pour ce patient avec
absence de GVHD, un chimérisme complet et une récupération immunitaire stables dans le
temps. En revanche, la greffe n’a pas évité la survenue des signes cliniques liés aux anomalies de
développement de la dysplasie ectodermale anhydrotique. Les auteurs concluent que 1’allogreffe
de CSH doit étre considérée comme le traitement de choix pour I’AD-EDA-ID mais
probablement aussi pour XHM-ED, malgré une expérience peu encourageante d’une allogreffe
réalisée chez un enfant atteint d’un déficit en NEMO et décédé 11 jours apres allogreffe d’une
maladie veino-occlusive liée a la toxicité du conditionnement. Toutefois, les auteurs suggérent de
mener des études pilotes afin de déterminer si les patients atteints d’XHM-ED et présentant un

phénotype clinique séveére peuvent étre traités par allogreffe de CSH.
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II-1-3-Recommandations du groupe de travail sur les DI de IP’EBMT pour les

allogreffes dans les syndromes Hyper IgM avec déficit en CD40 Ligand.

Ces recommandations ont été¢ proposées en Septembre 2003 lors d’une « Working Party »
sous 1’égide de P"EBMT (European Bone Marrow Transplantation) et de I’ESID (European
Society of Immunodeficiency) par I’équipe Graham Davies et Andrew Gennery. Elles ont ensuite
été révisées et formalisées en 2004 puis déposées sur le site de I’ESID. Elles ont été retranscrites

en frangais ci-apreés.

II-1-2-1 Prise en charge optimale des nouveaux cas diagnostiqués

Les auteurs recommandent une attention toute particuliére sur les points suivants lors de la

prise en charge d’un patient chez lequel est diagnostiqué un déficit en CD40L.

- Mise en place d’une prophylaxie de la pneumonie a Pneumocystis jiroveci

- Administration d’Immunoglobulines par voie Intra-veineuse (IVIG)

- Détection des infections a Cryptosporidium parvum (par PCR)

- Utilisation d’eau bouillie ou filtrée

- Administration éventuelle d’une prophylaxie anti-microbienne

- Surveillance réguliere d’une éventuelle atteinte des organes.

- Réalisation du groupe HLA du patient.

11-1-2-2 Surveillance réguliére d’une éventuelle atteinte hépatique

Comme nous I’avons vu précédemment, le degré de I’atteinte hépatique conditionne le
succes de 1’allogreffe.
- Dosages réguliers des enzymes hépatiques : transaminases et Gamma GT.
- Echographie hépatique au moins une fois par an.
- Recherche de Cryptosporidium parvum dans les selles
- Si besoin poursuivre les investigations avec :
- une cholangio-IRM

- une biopsie hépatique

I1-1-2-3 Quand réaliser ’allogreffe de CSH ?

Pour les auteurs, cela dépend du type de donneur disponible pour le patient.
- En présence d’un donneur intrafamilial génoidentique au patient, 1’allogreffe doit €tre

réalisée au diagnostic et en ’absence de toute complication.
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En présence d’un donneur non apparenté compatible 10/10 allélique, 1’allogreffe peut
étre réalisée au diagnostic et de toute facon dés la survenue des premieres
complications.

En présence d’un donneur non apparenté partiellement incompatible, I’allogreffe ne
doit étre réalisée qu’a partir du moment ou les premieres complications surviennent.
En présence d’un donneur haploidentique, les auteurs des recommandations n’en ont
aucune expérience et suggerent qu'une telle alternative ne soit considérée que s’il y a

une atteinte évolutive d’un organe.

I1-1-2-4 Le Conditionnement

En I’absence d’atteinte organique, il est possible de choisir soit un conditionnement
my¢loablatif (Busulphan et Cyclophosphamide) soit un conditionnement non
myéloablatif (Fludarabine, Melphalan, Sérum anti-lymphocytaire ou CAMPATH
(Alemtuzumab))

En présence d’une atteinte organique avérée (touchant le plus souvent les poumons et/
le foie), les auteurs recommandent exclusivement un conditionnement non

myéloablatif.

II-1-2-5 La déplétion lymphocytaire T

La deplétion T a été utilis€ée avec succes dans de nombreux cas. Cependant, les
auteurs déconseillent ce traitement du greffon si possible du fait d’un risque
d’évolution incontrdlée d’infection a Cryptosporidium parvum.

Ce type de traitement doit étre réservé dans le cas ou une allogreffe en situation

haploidentique est envisagée.

1I-1-2-6 Prophylaxie vis-a-vis des infections & Cryptosporidium parvum au décours de

la procédure d’allogreffe de CSH

Les auteurs précisent que cette prophylaxie n’a pas fait la prevue de son efficacité
jusqu’alors dans les allogreffes de CSH
Trois molécules peuvent étre utilisées

o Azithromycine

o Nitazoxamide
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o Paromomycine, potentiellement ototoxique et pouvant étre absorbé par le
tractus gastro-intestinal si une mucite survient.
L’Azithromycine et le Nitazoxamide ont une plus faible toxicité : il est possible
d’observer une altération des transaminases avec le Nitazoxamide.
Les auteurs proposent I’attitude thérapeutique suivante :
o enl’absence de Cryptosporidium parvum (PCR negative) : Azithromycine seul
o en présence de Cryptosporidium parvum (ou avec des antécédents d’infection
a Cryptosporidium parvum : Azithromycine associée a une autre molécule
o Adjonction d’une troisieme molécule si une cryptosporidiose manifeste

survient.

I1-1-2-7 Complications pouvant conduire 3 envisager une allogreffe de CSH

- Anomalies histologiques ou radiologiques hépatiques en faveur d’une cholangite
sclérosante

- Atteinte pulmonaire a type de bronchiectasies

- Entéropathie

- Neutropénie réfractaire

- Excrétion persistante de Cryptosporidium parvum

- Infection a Toxoplasme
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II-2- Etat de la littérature sur la greffe de Cellules Souches
Hématopoiétiques dans les Syndromes de Wiskott Aldrich

L’espérance de vie des enfants atteints de WAS en [’absence de traitement était
initialement inférieure a 3 ans. (Wiskott et al, 1937 ; Aldrich et al, 1954). L’apport de différentes
thérapeutiques a permis de considérablement accroitre ce chiffre.

La splénectomie permet d’augmenter le taux de plaquettes et de réduire le risque
hémorragique. Cependant, le risque de déces par infection est augmenté. C’est pourquoi il est
nécessaire d’associer a ce geste une antibiothérapie prophylactique tout au long de la vie du
patient (Ochs et al, 1998, Bums et al, 2004). L’administration de gammaglobulines intra-
veineuses (IVIG) est également préconisée car les patients atteints de WAS ne développent pas
d’anticorps vis-a-vis des antigénes polysaccharidiques.

Cependant, le seul traitement définitif du WAS est la greffe de CSH que nous allons
détailler ci-apres.

En 2003, Conley et al ont examiné les pratiques thérapeutiques de toutes les équipes
européennes et américaines ayant pris en charge des patients atteints de WAS (Conley et al,
2003). Le choix thérapeutique le plus couramment utilisé par les centres prenant en charge plus
de 10 patients atteints de WAS est la greffe de CSH en situation génoidentique lorsqu’un
donneur familial est disponible. Sinon, pour les autres centres, ou si aucun donneur n’est
possible, la splénectomie est envisagée notamment si les saignements sont importants ou si le
taux de plaquettes est inférieur a 20 000/mm®. En 1993, une étude a clairement montré le
bénéfice de la splénectomie (Mullen et al, 1993). Sur une étude incluant 62 cas, ils ont montré
que la médiane de survie du groupe de patients sans splénectomie était de 4 ans alors qu’elle était
augmentée a 25 ans dans le groupe avec splénectomie. De plus, elle permettait de résorber
complétement la thrombopénie (27,88 G/I en moyenne avant splénectomie et 262,80 G/l en
moyenne apres splénectomie). Cependant, le risque de déces par infection apres splénectomie
persiste méme s’il a été considérablement diminué avec 1’addition de la antibiothérapie
prophylactique (5 patients/32 présentant une infection sous prophylaxie vs 7patients/7 présentant
une infection sans antibiothérapie prophylactique).

Toutefois, cette méme étude, permet clairement de démontrer en terme de survie le
bénéfice de la greffe de CSH génoidentique intra-familiale sur la splénectomie et sur la greffe de

CSH phénoidentique.
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Figure 12: Courbes de survie de Kaplan Meier en fonction du traitement administré.
Proportion de patients survivant par année d’age. La survie du groupe « Splénectomie seule » est significativement
plus élevée que celle du groupe « Pas de splénectomie, Pas d’allogreffe » (p< 0.0001) et que la survie du groupe
« Allogreffe de MO phénoidentique » (p=0.0111). La survie du groupe « Allogreffe de MO génoidentique » est
significativement plus élevée qu celle du groupe « Allogreffe de MO phénoidentique » (p<0.0005) et que celle du
groupe « Splénectomie seule » (p=0.0268). (d’aprés Mullen et al, 1993)

Il est clair que méme si la splénectomie apporte un gain en terme de survie, seule la greffe
de CSH génoidentique permet de guérir la maladie, comme nous 1’avons mentionné plus haut.
Cependant, les pratiques de greffe ayant considérablement évolué nous allons analyser a travers
la littérature de ces derniéres années ce qu’il est aujourd’hui possible de proposer a des patients
qui ne possédent pas de donneur génoidentique. De plus, nous verrons I’impact de la
splénectomie sur la survenue des complications aprés greffe de CSH et discuterons le rationnel

de ce geste chez des patients susceptibles de recevoir une allogreffe de CSH.

11-2-1- Greffe de CSH (Tableau 4)

Dans les années 1990, plusieurs études ont comparé les résultats de greffes génoidentiques
avec des greffes en situation haploidentique. L’équipe d’O’Reilly a publié les résultats de 17
patients atteints de WAS dont 11 ont recu une allogreffe génoidentique et 6 une allogreffe
haploidentique (Brochstein es al, 1991). Tous les patients ont regu un conditionnement
myeéloablatif composé de I’association Busulfan et cyclophosphamide en situation génoidentique
et de TBI avec haute dose de cytarabine en situation haploidentique. Parmi les 11 patients ayant
regu une allogreffe génoidentique, 10 sont en vie et vont bien 28 a 145 mois post-greffe. Un
patient est décédé d’une GVH chronique et d’une pneumopathie interstiticlle 8 CMV dans les 10
mois qui ont suivi la greffe. En revanche, sur les 6 patients ayant regu une greffe haploidentique,

un seul est en vie 52 mois post-greffe. Les causes de déces sont les lymphomes (3 cas), la GVH
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chronique extensive (1 cas) et une pancytopénie progressive associée a une infection a Candida
(1 cas). Les auteurs concluent que lorsqu’un donneur génoidentique existe, la greffe de CSH
représente le traitement de choix du WAS. En revanche, les résultats obtenus en situation
haploidentique ne sont pas concluants. L’équipe du Pr A. Fischer a Necker a publi€ ses résultats
en 1996 et parvient a la méme conclusion (Ozsahin et al, 1996). Sur 28 allogreffes réalisées, 10
’ont été en situation génoidentique, 17 en situation haploidentique et 1 en situation
phénoidentique. Le conditionnement a été pour tous composé de Busulfan et cyclophosphamide
(sauf pour les greffes antérieures 4 1981 ou I'ICT a été utilisée a la place du Busulfan). Dans le
contexte des greffes haploidentiques, ou les patients ont regu un greffon déplété en lymphocytes
T, le conditionnement a été renforcé avec du sérum anti-lymphocytaire ou des anticorps anti-
LFA1 seuls ou associés a des anticorps anti-CD2. Sur les 10 patients ayant regu une allogreffe
génoidentique, 8 sont en vie a long terme et 2 sont décédés (parmi ceux ayant regu une ICT), ’'un
d’une GVHD grade IV et I’autre d’un encéphalite virale. En revanche, sur les 16 patients ayant
regu une greffe haploidentique, seuls 6 sont en vie. Ces patients sont décédés d’infection
(notamment lymphome EBV induit) du fait d’un déficit immunitaire prolongé post-grefte.
Toutefois, cette étude souligne le biais de sélection des patients : tous les patients possédant un
donneur génoidentique sont allogreffés indépendamment du degré de gravité du syndrome de
WAS, alors que seuls ceux présentant des complications importantes du WAS sont orientés vers
une greffe haploidentique.

A partir des années 2000, les publications sur les allogreffes en situation phénoidentique se
sont multipliées. En effet, les progrés réalisés dans la compatibilit¢ HLA entre Donneur et
receveur (typage de haute résolution), dans le choix des greffons ainsi que dans le choix des
conditionnements ont contribué a I’amélioration des résultats, notamment dans le WAS. L’équipe
de Filipovitch rapporte I’expérience de 20 années d’allogreffes dans le WAS portant sur 170
patients du registre américain (Filipovitch et a/, 2001). Cinquante cinq patients ont recu une
allogreffe génoidentique, 48 une allogreffe haploidentique et 67 une allogreffe phénoidentique.
La plupart des patients avait moins de 5 ans (79%). La majorité des patients ont recu un
conditionnement sans ICT (1/4 des patients recevant un greffon haploidentique ou
phénoidentique ont eu de I’ICT dans leur conditionnement). La prévention de la GVHD a été
assurée par I’administration de méthotrexate ou de ciclosporine ou des deux, associées dans 54%
des greffes haploidentiques et dans 17% des greffes phénoidentiques a la déplétion en
lymphocytes T du greffon. Les résultats en terme de survie sont variables selon le type de
donneur : 87% en situation génoidentique, 52 % en situation haploidentique et 71 % en situation

phénoidentique. Toutefois, le taux de survie des patients de moins de 5 ans allogreffés en
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situation phénoidentique n’est pas différent de celui des patients allogreffés en situation

génoidentique.
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Figure 13: Probabilité¢ de

ANNEES POST GREFFE

survie de 170 patients ayant recu une allogreffe de MO pour un

syndrome de Wiskott Aldrich par type de donneur et par age. Il n’y a pas de différence significativement
entre le taux de survie des patients allogreffés en situation génoidentique et celui des enfants de moins de 5 ans
allogreffés en situation phénoidentique. Un taux de survie significativement plus faible est retrouvé dans le groupe

« donneur haploidentique » et dans le groupe « donneur phénoidentique-patients >5ans) (d’apres Filipovitch et al,

2001)

Les causes de déces des patients sont différentes selon le type de greffe : principalement

infectieuses et malignes (lymphomes EBV induits) en situation haploidentique et majoritairement

liées a la GVHD en situation phénoidentique.

Causes de décés Donneur Donneur Donneur
Génoidentique Haploidentique  phénoidentique

Non prise de greffe 1 4 1
Cancers 0 5 1
GVHD +/- Pneumopathie 0 4 7
interstitielle

Pneumopathie interstitielle 1 0 2
Infection 1 6 3
Défaillance multiviscérale 1 1 2
Hémorragie 2 0 2
Inconnue ou manquante 1 3 2

Tableau 2 : Causes de décés aprés allogreffe de MO pour syndrome de Wiskott Aldrich
(d’apres Filipovitch et al, 2001).

L’équipe d’Imai rapporte une expérience d’allogreffes portant sur 15 patients : (Imai et al,

2004). Une greffe a été

réalisée avec un donneur génoidentique, une avec un donneur
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haploidentique et 13 en situation phénoidentique (dont 3 a partir de sangs placentaires). Tous les
patients sont en vie en moyenne a 2.2 ans a ’exception d’un seul décédé d’un lymphome EBV-
induit. Chez deux patients sur trois ayant rejeté leur greffon, une deuxieme greffe a été un succes.
Peu de détails sont donnés sur les conditions de greffe dans cette étude mais on peut toutefois
observer les bons résultats obtenus principalement en situation phénoidentique. Toutefois, une
¢tude récente publiée par cette méme équipe rapporte leurs 20 ans d’expérience d’allogreffes
dans les déficits immunitaires héréditaires (Tsuji ef al, 2006). Onze patients atteints de WAS sont
inclus dans cette étude. Deux ont été allogreffés en situation génoidentique, 4 en situation
haploidentique et 6 en situation phénoidentique (dont 2 sangs placentaires). La majorité des
patients ont regu un conditionnement composé de Busulfan et cyclophosphamide, complété dans
les situations phénoidentiques par du sérum anti-lymphocytaire. Cinq patients ont re¢u de I’ICT a
la place du Busulfan. La prévention de la GVHD a été assurée par 1’association ciclosporine-
méthotrexate. De plus, les patients allogreffés en situation haploidentique ont regu un greffon
dépléte en lymphocytes T. Huit patients sur 11 sont en vie (apres 98 a 5109 jours): 2/2 en
situation génoidentique, 5/6 en situation phénoidentique (un patient allogreffé avec un sang
placentaire est décédé d’une microangiopathie thrombotique.) et 2/4 en situation haploidentique.
Les auteurs suggerent un réle bénéfique du sérum anti-lymphocytaire dans le conditionnement.
Cependant, des études prospectives portant sur un plus grand nombre de patients seraient
nécessaires pour le confirmer.

Une autre étude rapporte 3 allogreffes phénoidentiques avec sang placentaire (2 avec une
identité HLA 4/6 et 1 avec une identité HLA 5/6) (Knutsen et al, 2003). Les patients ont re¢u un
conditionnement composé de Busulfan, cyclophosphamide et sérum anti-lymphocytaire. La
prévention de la GVHD a été assurée par 1’association Ciclosporine et corticoides. Les 3
allogreffes ont été un succes. Seul 1 patient a développé une GVHD de grade 11 résolutive apres
addition d’anti-IL2R. Une reconstitution hématologique et immunologique a été observée chez
les 3 patients.

Une étude récente fait état d’une série japonaise de 57 patients, d’age médian 1.6 ans,
atteints de WAS allogreffés en situation génoidentique (11 patients/57), haploidentique (10/57) et
phénoidentique (21/57 avec de la MO et 15/57 avec un sang placentaire) (Kobayashi et al, 2006).
Les patients ont tous regu un conditionnement composé de Busulfan et cyclophosphamide et
complété avec du SAL pour 20 d’entre eux. Les auteurs montrent une survie globale a 5 ans de
81.8% en situation génoidentique et de 80% en situation phénoidentique que le greffon soit de la
MO ou un sang placentaire. En revanche, la survie globale a 5 ans en situation haploidentique est

de 38%. Les auteurs recommandent d’allogreffer les patients qui ne disposent pas d’un donneur
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génoidentique, en situation phénoidentique indifféremment avec de MO ou un sang placentaire.
Dans cette étude, comme dans celle de Filipovitch et al, les patients de plus de 5 ans présentent
une survie globale significativement inférieure a celle des enfants de moins de 5 ans. Les auteurs
suggerent de ne pas attendre pour allogreffer les patients une fois le diagnostic de WAS posé.
L’utilisation de sangs placentaires immédiatement disponibles contribue a réduire le temps de
latence entre le diagnostic et la greffe.

Une autre étude récente rapporte 1’expérience du centre de Brescia ou ont été allogreffés 23
patients atteints de WAS (Pai et al, 2006). Quatre patients ont €té allogreffés en situation
génoidentique, 2 en situation haploidentique et 16 en situation phénoidentique. Tous ont regu,
aprés administration d’un conditionnement myéloablatif, un greffon de MO, a I’exception d’un
patient qui a regu un sang placentaire génoidentique. La survie globale de tous les patients est de
78.2% (suivi de 3 mois a 132 mois) et des patients allogreffés en situation phénoidentique est de
81.2%. Les patients allogreffés en situation haploidentique sont décédés. Les auteurs soulignent
la trés bonne tolérance des allogreffes phénoidentiques avec survenue de GVHD dans 5 cas sur
16, toutes de grade I ou II. Ils montrent également que 6 patients (allogréffés en situation
phénoidentique) sur les 18 en vie présentent un chimérisme mixte stable : 4 sur toutes les lignées
sanguines et 2 sur la lignée myéloide exclusivement. De plus, lorsqu’une reconstitution
autologue survient dans la lignée myéloide, elle est accompagnée d’une mauvaise reconstitution
plaquettaire. Cette observation conduit les auteurs & souligner que les conditionnements non
myéloablatifs peuvent s’avérer insuffisants pour traiter correctement la thrombopénie.

Enfin, une étude collaborative de ’ESID et de ’EBMT fait état du suivi au long cours de 96
patients allogreffés pour un WAS et en vie 2 ans apres la greffe (Oszahin ef al, révision positive a
Blood). Quarante cinq patients ont été allogreffés en situation génoidentique, 19 en situation
haploidentique et 32 en situation phénoidentique. Les patients ont regu, aprés un
conditionnement myéloablatif (85 cas/96), un greffon de MO, de CSP (13 cas) ou de sang
placentaire (3 cas). La survie sans événement a 7 ans est de 88% dans le groupe génoidentique,
55% dans le groupe haploidentique et 71% dans le groupe phénoidentique. Des manifestations
autoimmunes indépendantes de toute GVHD chronique ont été observées dans 20% des cas et
ont été corrélées a un chimérisme mixte post-greffe. Par ailleurs, cette ¢tude montre que la
survenue d’infections séveres apres greffe est associée a la splénectomie. Cette observation
conduit les auteurs a contre-indiquer la splénectomie chez les patients susceptibles de recevoir
une allogreffe de CSH.

Deux expériences isolées ont été rapportées : I’une sur I’utilisation de CSP génoidentiques a

la place de la MO et ’autre sur 1’utilisation d’une « Mégadose » de CD34+ a partir de CSP
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phénoidentiques 9/10 (Hongeng et al, 1999 ; Schwinger et al, 2000). Dans cette deuxieme
expérience, le patient a recu 24.5 10° CD34/kg et 110* CD3/kg. Ces deux expériences
d’utilisation de CSP a la place de la MO ont été€ des succes.

Nous avons vu jusqu’ici I’importance d’utiliser un conditionnement myéloablatif du fait de
la forte immunité résiduelle chez les receveurs pouvant entraver la prise de la greffe. De plus les
études récentes semblent montrer qu’un chimérisme mixte (souvent obtenu aprés un
conditionnement non myéloablatif) est associé a une mauvaise reconstitution plaquettaire et a
une incidence élevée de survenue de manifestations autoimmunes. Toutefois, nous avons
retrouve dans la littérature une expérience d’allogreffe avec conditionnement non myéloablatif
chez un patient de 26 ans, atteint de WAS et ayant de lourds antécédents infectieux ainsi qu’une
atteinte pulmonaire (Longhurst et al/, 2002). Le conditionnement était constitué de CAMPATH
1H, de Fludarabine et de Cyclophosphamide. Un chimérisme mixte stable a été observé sur les
lymphocytes T ainsi qu’un chimérisme majoritairement receveur sur les polynucléaires.
Toutefois, la restauration de I’immunité et la résolution du déficit immunitaire ont été obtenues

chez ce patient sans complication majeure post-greffe.

En conclusion de cette revue bibliographique sur les allogreffes dans le WAS on peut retenir
les points suivants :

- 11 est important d’allogreffer le plus tot possible, les patients, une fois le diagnostic posé,
les résultats des allogreffes en terme de survie étant meilleurs avant I’age de 5 ans.

- 1l est préférable de ne pas réaliser de splénectomie chez un patient susceptible d’étre
allogrefté, ce geste étant associé a la survenue d’infections apres allogreffe de CSH.

- Un conditionnement my¢€loablatif semble préférable du fait de la forte immunité résiduelle
chez les patients d’une part et du fait des complications liées a la présence d’un chimérisme
mixte aprés greffe (mauvaise reconstitution plaquettaire et manifestations autoimmunes). Les
conditionnements non myéloablatifs ne doivent étre réservés qu’a des situations cliniques
particuliéres.

- Les allogreffes en situation génoidentiques et phénoidentiques présentent aujourd’hui les
mémes taux de succés avec des survies globales comparables. Lorsqu’un donneur familial
génoidentique n’est pas disponible, la recherche d’un donneur phénoidentique doit étre
rapidement entreprise. En effet, toutes les études s’accordent a montrer le bénéfice d’une greffe
avec donneur phénoidentique sur une greffe avec un donneur intra familial haploidentique.

- Le type de greffon peut étre indifféremment de 1la MO des CSP ou du sang placentaire. La

plus grande expérience est avec de la MO.
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A ce jour, plusieurs équipes s’intéressent a la Thérapie Génique dans le WAS. Comme dans
le SCID li¢ a I’X, les cellules transduites par la protéine WASP ont un avantage de survie par
rapport aux cellules déficientes en WASP. Des études pré-cliniques ont montré qu’une
transduction rétrovirale ou lentivirale permet de corriger le déficit chez la souris Knock out pour
WASP ainsi que dans des lignées cellulaires humaines avec une augmentation de la
polymérisation de 1’actine et la correction au plan fonctionnel des cellules T apres transduction
(Strom et al, 2003 ; Dupré et al, 2006). L’intérét de cette stratégie serait d’apporter des CSH
d’origine autologue, évitant ainsi les complications notamment infectieuses et la GVHD

retrouvées en situation phénoidentique et surtout haploidentique.
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Auteurs Donneur n Conditionnement Prophylaxie Greffon Survie Globale Chimérisme GVHD Cause de déces Commentaires
GVHD Mixte
Brochstein et al, Géno 11 MA (Bu-Cy) MO 10/11 ¢GVHD et Pneumopathie
1991 (28 a 145 mois) Interstitielle
Haplo 6 MA (ICT-Cytarabine) MO 1/6 ey
(52 mois) Pancytopénie : |
Oszahin et al, Géno 10 MA (Bu-Cy) MO 8/10 2/10 -4 Encéphalite vir. :] Mauvais résultats des
1996 ICT-Cy avant1981 (1.5 a 16.5 ans) GVHD : | allogreffes haploidentigues
Haplo 17 g . Infections vir. : 8
p . SA&,: E\il:i-_CL};:)AH/_ T-déplétion MO 6/15 5/12 évaluables S-S Thrombopénie -
. Anti-CD2
Phéno 1 T-déplétion MO 11
Filipovitch et al, Géno 85 MA (Bu-Cy) ou CSA et/ou MTX MO 87% >It: 16% majoritairement Taux de swurvie des patients
2001 ICT: 4/55 allogreffés  en  situation
phénoidentique avant 5 ans
identique a celui aprés greffe
CSA et/ou MTX +T- : waznlique pres gre
MA (Bu-Cy) ou AR o >I1: 30% Infections génoidentique
Haplo 48 ICT - 11748 déplétion : 26 MO 52%
CSA et/ou MTX >11: 56% GVHD
Phéno 67 MA (Bu-Cy) ou T Todénlétion - 1% -
ICT - 14767 T-déplétion : 11 MO <5 ans: 87%
> S5ans : 24%
Tsuji et al, Géno 2 MA (Bu-Cy) CSA et/ou MTX MO 2/2 >0 Réle bénéfigue du SAL a
2006 confirmer dans une étude
prospective.
MA (Bu-Cy ou ICT-Cy ) + T-déplétion MO 24 20 Infections vir. : 2
Haplo 4
Microangiopathie
5 +SAL MO : 4/6 5/6 >11:2/6 thrombotique : |
Phéno CB:2/6
Knutsen et al, Phéno MA (Bu-Cy -SAL) CSA + Corticoides CB 3/3 EIEN CB: bons resultats. Risque
2005 transmission EBY diminué.
Kobayashi et al, Géno 11 MA (Bu-Cy) CSA et/ou MTX MO et 81.8% >11:3 14 décés au total Meillewre  survie quand
2006 +SAL:2 CSP (5 ans) allogreffe avant 5 ans.
Infections : 9 - Trés bons résultats  des
GVHD:3 allogreffes  phénoidentiques
>4 Saignements : | MO ou CB.
Haplo 10 MA (Bu-Cy) ou ICT: 3 CSA et/ou MTX MO et 37.5% Microangiopathie
+SAL: | (5 ans) thrombotique : ]
CSP >N 14
I . 0,
Phéno 36 MA (Bu-Cy) ou ICT: 10 CSA et/ou MTX MO : ?l 80%
FSAL: 17 CB:15 (5 ans)
Pai et al, Géno 4 MA (Bu-Cy) CSA MO 100% 0 >I: 0 Chimérisme mixte associé a
2006 CB:1/4 (3 a 132 mois) wne  faible  reconstitution
MA (Bu-Cy) CSA p[aqt:et{t{i:‘a
Haplo 2 + Thio/Campath + T-déplétion MO 0 non évaluable -0 Infections vir. - Efficacité des
. >l nfections vir. : 1 conditionnements NMA sur la
6 ou + Thio/SAL. Hémorr. cérébr : ! thrombopénie ?
Phéno 1 ~
I\_/:/;/(\liu (l:g) CSA MO 81.2% 6/13 >0 Infections vir. : 3

(3 a 132 mois)




Oszahin et al, Géno 45 MA (Bu-Cy) CSA et/ou MTX MO 88% 4 ¢GVHD : 2 - Corrélation entre chimérisme
(Révision positive CB:3 (7ans) mixte el manofestations
\ autoimmunes.
a B]OOd) MA (Bu-Cy) c¢GVHD : 2 Corrélation entre
- /i S .
Haplo 19 +SALou Anti-LFAI+/- CSA eviou MTX MO 55% 5 3 décss tandifs - Pt infections post
Anti-CD2 : 13 + T-déplétion CSP (7ans) ¢GVHD : 3 infections : 2
Addison : 1
MA (Bu-Cy) CSA etlou MTX MO 1% 9
Phéno 32 +SAL ou Anti-LFA1+/- + T-déplétion : 5 CSp (7 ans)
Anti-CD2 : 25
Longhurst et al, Phéno 1 NMA CSA MO 11 1 ! Restauration de I'Immunité
stable

2002

Fluda+Campath+Cy

Tableau 3 : Tableau de synthéses des principales expériences d’allogreffes dans le WAS publiées depuis 1991

n : Nombre. Géno : Génoidentique. Phéno : Phénoidentique. Haplo : Haploidentique. MA : Conditionnement myéloablatif. NMA : Conditionnement non myéloablatif. Bu :
Busulfan. Cy : Cyclophosphamide. SAL : Sérum anti-lymphocytaire. Thio : Thiotépa. ICT : Irradiation corporelle totale. Fluda : Fludarabine. CS4 : Ciclosporine. MTX :
Méthotrexate. MO : Moelle osseuse. CSP : Cellules souches périphériques. CB : Sang placentaire. /nfections vir : Infections virales. Hémorr cerebr : Hémorragie cérébrale.
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I1-2-2- Recommandations du groupe de travail sur les DI de UVEBMT pour les

allogreffes dans les syndromes de Wiskott Aldrich.

Ces recommandations (communes a trois autres déficits immunitaires: le Déficit
immunitaire combiné, le Déficit en adhésion leucocytaire et le Déficit en Purine nucléoside
phosphorylase) ont été proposées également en Septembre 2003 lors d’une « Working Party »
sous 1’égide de ’EBMT (European Bone Marrow Transplantation) et de I’ESID (European
Society of Immunodeficiency) par I’équipe Wilhelm Friedrich. Elles ont ensuite été révisées et
formalisées en 2004 puis déposées sur le site de ’ESID. Elles ont été retranscrites en frangais ci-

apres.

[1-2-2-1 Donneur Génoidentique intra-familial

- Conditionnement par Busulfan (16 a 20mg/kg en dose totale selon I’age de J-10 a J-7) et
Cyclophosphamide (50 mg/kg/j pendant 4 jours de J -5 4 -J2)

- Pasde déplétion T du greffon

- Pas d’administration de serum anti-lymphocytaire

- Ciclosporine seule (sans Méthotrexate associ€) en prévention de la GVHD

[1-2-2-2 Donneur non apparenté ou intra-familial

- Option 1:  Sans déplétion T

e Conditionnement par Busulfan (16 2 20mg/kg en dose totale selon 1’age) puis
Cyclophosphamide (50 mg/kg/j pendant 4 jours)
e Administration de sérum anti-lymphocytaire

e Prévention de la GVHD par Ciclosporine et Méthotrexate

- Option 2:  Avec déplétion T

e Conditionnement pas Busulfan (16 a 20mg/kg en dose totale selon [’age),
Fludarabine (40mg/m?*/j pendant 4 jours) et Cyclophosphamide (60 mg/kg/j

pendant 2 jours).

e Administration de sérum anti-lymphocytaire (2,5 mg/kg/j pendant 4 jours, total
10 mg/kg)
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e Prévention de la GVHD par la déplétion T. Pas d’addition de Ciclosporine ou de
Meéthotrexate.

- Option 3:  Conditionnement non myéloablatif

[1-2-2-3 Donneur Haploidentique intra-familial

e Conditionnement pas Busulfan (16 a 20mg/kg en dose totale selon 1’age),
Fludarabine (40mg/m?/j pendant 4 jours) et Cyclophosphamide (60 mg/kg/]

pendant 2 jours).

e Administration de sérum anti-lymphocytaire (2,5 mg/kg/j pendant 4 jours, total

10 mg/kg)
e Prévention de la GVHD par déplétion T. Pas d’addition de Ciclosporine ou de

Méthotrexate.
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I1-3- Etat de la littérature sur la greffe de Cellules souches
hématopoiétiques dans le Syndromes de DiGeorge

Dans ce chapitre, nous ferons une syntheése de la littérature sur la greffe de cellules
hématopoiétiques allogéniques mais également sur la greffe de tissus thymiques prélevés aprés la
naissance et cultivés in vitro avant implantation. Ces traitements n’ont été pratiqués que chez des
patients atteints d’un déficit immunitaire profond ne se corrigeant pas avec le temps et qualifiés
de cDGS. Les patients atteints de pDGS ne nécessitent pas de tels traitements.

La premiere allogreffe de moelle osseuse (MO) fut rapportée dans la littérature en 1987 et
réalisée chez une petite fille atteinte de cDGS, agée de 7 mois environ (Goldsobel et al, 1987).
Le donneur était un frére de la patiente, présentant une incompatibilité HLA-DR. Le nombre de
cellules nucléées totales (CNT) injectées était de 1.2 109/kg. Aucun conditionnement ni aucune
prophylaxie de la GVHD n’ont été administrés. La prise du greffon n’a été observée que sur les
lymphocytes T (100% XY) alors que sur les autres populations les cellules étaient 100% receveur
(par exemple les lymphocytes B). L’évolution clinique de la patiente a été trés favorable et les
fonctions immunitaires in vitro se sont considérablement améliorées. Nous avons pu avoir des
informations cliniques récentes sur la patiente : elle est agée de 24 ans, en bonne santé avec
quelques infections parfois sévéres (une pneumonie I’année passée). Au plan immunitaire, elle a
des taux protecteurs d’anticorps anti-pneumococciques, un ratio CD4/CD8 : 1, et un répertoire T
avec des CDR3 de taille restreinte comparé au témoin.

La deuxiéme allogreffe de MO a été rapportée en 1989 et il s’agissait d’un cas identique a
celui décrit précédemment : une petite fille atteinte de cDGS, agée de 5 mois allogreffée avec son
frére génoidentique, en 1’absence de tout conditionnement et de toute prévention de la GVHD
(Borzy et al, 1989). La prise de greffe n’a été objectivée que sur les lymphocytes T (100% XY)
mais pas sur les autres populations cellulaires (par exemple Lymphocytes B 100% XX).
L’évolution clinique et 1a reconstitution immunitaire périphérique ont €té 1a aussi spectaculaires.

Cinq autres allogreffes de MO ont été rapportées dans la littérature mais sans détail
(Buckley et al, 1994).

Puis en 1998, est rapportée le 8™ cas d’allogreffe de MO dans la littérature. Il s’agit cette
fois d’un garcon de 13 mois, allogreffé avec son frére génoidentique et recevant 8 108 CNT/kg
(Matsumoto et al, 1998). L’enfant a regu un conditionnement constitué uniquement de sérum
anti-lymphocytaire afin de prévenir tout risque de rejet du fait de la présence d’un faible
pourcentage de lymphocytes T résiduels chez le receveur. La prophylaxie de la GVH a été

assurée par 1’association ciclosporine A et méthotrexate court. Cependant, aucune prise n’a pu
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étre objectivée a la suite de cette allogreffe (chimérisme 100 % receveur a J55). Une deuxiéme
allogreftfe a alors été réalisée lorsque I’enfant avait 19 mois, avec le méme donneur, et une dose
de 610% CNT/kg a été réinjectée. Un conditionnement plus fort a été administré (Busulfan 16
mg/kg et Cyclophosphamide 120 mg/kg). La prophylaxie de la GVHD était la méme que pour la
premiére allogreffe. Les auteurs décrivent une prise de greffe et un chimérisme complet de type
donneur sur la MO et méme la présence de cellules CD4+CD45RA+ en augmentation apres
I’allogreffe, prouvant que des cellules proviennent du thymus. Ils concluent 4 la présence chez ce
patient comme peut-étre chez certains autre ¢cDGS d’un résidu thymique non fonctionnel qui se
trouve activé par l’interaction avec les lymphocytes T injectés dans le greffon. Dans un tel
contexte, un conditionnement avant 1’allogreffe se révele nécessaire.

Sur la base des deux premiéres expériences d’allogreffes de MO citées ci-dessus, ou seule
une prise sur les lymphocytes T avaient été obtenue, I’équipe de Bowers et al, a proposé de ne
réinjecter que des cellules mononucléées du sang périphérique d’un donneur génoidentique au
patient, 4gé de 7 semaines au moment du diagnostic de cDGS (Bowers et al, 1998). L’enfant a
recu tout d’abord 4 10° CD3/kg, sans administration préalable de conditionnement ni de
prophylaxie de la GvHD. Aucun effet secondaire n’a été observé et les fonctions immunitaires se
sont améliorées. Apres 20 semaines, le taux de lymphocytes T CD4+ a commencé a décroitre et
une deuxiéme dose de lymphocytes a été réinjectée : 2 10’ CD3/kg permettant de restaurer une
taux normal de CD3+ circulants. Les auteurs ont ainsi montré que les lymphocytes T
allogéniques peuvent prendre chez le receveur et reconstituer les fonctions immunitaires d’un
patient athymique. Ces lymphocytes greffés permettent d’obtenir des réponses immunitaires
cellulaires et humorales vis-a-vis des antigenes auxquels le donneur avait été exposé avant le
prélévement. Ce type d’injection permet d’envisager un traitement simple du cDGS, qui peut étre
réitéré si besoin. Nous nous sommes basés sur cet article pour envisager le traitement d’un enfant
atteint de cDGS que nous présentons dans le chapitre « Résultats ».

Depuis, deux expériences similaires ont été rapportées. Celle de I’équipe de W. Friedrich
en situation génoidentique et celle de Janda et al en situation non apparentée partiellement
compatible (Hoenig et al, 2004 ; Janda et al, 2007). Ces deux expériences ont conduit a une
prise exclusive sur les lymphocytes T et a une correction des fonctions immunitaires et
humorales.

Plus récemment, un cas de greffe phénoidentique avec sang placentaire a été rapporté. Il
s’agit d’un gar¢on de 5 mois ' atteint de cDGS allogreffé avec un sang placentaire contenant
10.3 10® CNT sans conditionnement mais avec une prophylaxie de la GVHD reposant sur la

ciclosporine (5 mg/kg/j) (Ohtsuka et al, 2004). Le patient présentait avant la greffe un état
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Auteurs Donneur Age Conditionnement Prophylaxie Greffon Survie Chimérisme GVHD Cause de Commentaires
g phy
GVHD Globale décés
Goldsobel et al, Géno 7 mois 0 0 MO 1 100% D sur T 0 Correction des fonctions immunitaires.
1987 (Incompat. (a24 ans) 100% R sur B et PNN Répertoire T avec sous familles V{3 de
HLA-DR) taille restreinte.
Borzy et al, Géno 5 mois 0 0 MO 1 100% D sur T 0 Correction des fonctions immunitaires.
1989 (a2 ans) 100% R sur B Expansion post-thymique des cellules T
du greffon probable.
Buckley et al, Géno MO Pas d'informations sur ces patients.
1994
Matsumoto et a/ Géno 13 mois SAL (présence de T CSA + MTX court MO 1 100% R 0 Absence de prise lors de la I greffe.
/ . . CSA + MTX count
1998 e(;eno 19 mois résiducls) b MO 1 100% D 0 Apparition  de  CD4+CDISRA+
(@7 greffe) MA (Bu-Cy) (&7 mois) possible présence d’un résidu thymigue.
Bowers ef al, Géno 7 semaines 0 0 PBMNC 1 45a55%D 0. Correction des fonctions immunitaires
1998 cellidaires et humorales (contre les Ag
aixquels le D a été exposé)
Bensoussan e? Géno 4ans 0 CSA + MMF PBMNC 1 45350%Dsur T I Correction des fonctions immunitaires
al (48 ans) 100% R sur B et PNN Spontanément ce!lulaires et humorales
? résolutive Répertoire T avec quelques sous
2002 familles VB swrexprimées an dépens
3 d'awres.
Ohtsuka ef al, Phéno $ mois 1,2 0 CsA CB 0 100% D I Infectiona CMV  Efficacité de ['allogreffe de CB mis
2004 (antérieure 4 la réalisée trop tard compte lenu de
greffe) Vinfection @ CMV.
Al-Tamemi et Géno 5 mois 0 MO 1 95% D sur T Correction des fonctions immunitaires
al 2006 cellulaires et humorales
Hoenig et al, Géno 4 mois 0 0 PBMNC 1 100% D sur T I Correction des fonctions immunitaires
2004 110° CD3/kg (a2 ans) Spontanément cellidaires et humorale. 25% des T sont
répété 3 fois résolutive CD45RA+.  Répertoire T diversifié
(idem donneur).
Janda et al, Phéno 6 mois 0 1-0 2 PBMNC 1 100% D sur T -1 Correc.rion des fonctions immunitaires
2007 _ 8o 2-Csa ;: (])é }82 gg:ﬁz 100% R sur B, NK, (rsci‘;j”il‘écsfrs celllaires et humorales
identique (36 jours aprés) Monocytes corticoides)

2- hépatique
(résolutive sous
SAL + CSA+
corticoides)

Tableau 5 : Tableau de synthése des principales expériences d’allogreffes dans le cDGS publiées depuis 1987
n: Nombre. Géno: Génoidentique. Phéno : Phénoidentique. Cyclophosphamide. SAL: Sérum anti-lymphocytaire. Bu: Busulfan. Cy: Cyclophosphamide. CS4 :
Ciclosporine. MTX : Méthotrexate. MMF : Mycophénolate Mofetil. MO : Moelle osseuse. PBMNC : Cellules mononucléées sanguines. CB : Sang placentaire. D : Donneur.
R : Receveur. CMV : Cytomegalovirus.



clinique infectieux sérieux (fiévre, diarrhée, toux, pneumopathie interstitielle, gastroentérite,
etc..) et une charge virale CMV élevée malgré 1’association Gancyclovir-Foscarnet-IVIG. Dans
les 20 jours qui ont suivi 1’allogreffe, I’état clinique du patient s’est amélioré, le nombre de
lymphocytes T a augmenté et la charge virale CMV a diminué. Cependant, 1’utilisation de
corticoides du fait d’une aggravation de la détresse respiratoire et de la diarrhée a conduit & une
ré-augmentation de la charge virale CMV et a une détérioration de 1’état clinique conduisant au
déces du patient. Les auteurs concluent a 1’efficacité de 1’allogreffe de cellules souches de sang
placentaire mais précisent qu’elle aurait dii étre réalisée avant que 1’infection CMV ne devienne
systémique et chronique.

Enfin, un dernier cas d’allogreffe de MO génoidentique sans conditionnement a été
rapporté tout récemment chez un enfant présentant un cDGS (Al-Tamemi S.et al, 2006). L’étude
du chimérisme effectuée deux ans apres la greffe montre que 95% des cellules CD3+ sont

d’origine du donneur. Les fonctions immunitaires se sont également normalisées.

Parallelement aux travaux sur 1’injection de cellules hématopoiétiques allogéniques, une
équipe s’est plus particulierement investie dans la greffe de tissus thymiques aprés culture in
vitro. Ces tissus thymiques sont prélevés chez des enfants de moins de 6 mois qui subissent une
chirurgie cardiaque et pour lesquels le tissu thymique a été extrait afin que le chirurgien puisse
exposer le champ opératoire. Une fois préleve, le tissu thymique est découpé en morceaux de 1
mm d’épaisseur déposés sur des filtres de 5 um de porosité eux-mémes placés sur des éponges
stériles (Markert et al, 1997). Ces éponges stériles sont ensuite mises en culture a 37°C, 5% de
CO2 en présence de deoxyguanosine (afin de dépléter les thymocytes des tissus thymiques)
pendant 12 a 21 jours. Puis, les fragments de tissu sont réimplantés au niveau de la cuisse dans le
quadriceps (Rice ef al, 2004).

La plupart des publications faisant état de ce type de transplantation pour des déficits
immunitaires combinés séveres rapportent des résultats trés décevants (Reece et al, 1981 ; Dictor
et al, 1984 ; Borzy et al, 1979). La premicre transplantation de tissu thymique post-natal réalisée
avec succes dans le cDGS a été rapportée en 1997 chez un enfant 4gé de quelques mois et a
montré que dans les 4 a 5 mois qui ont suivi cette transplantation, les lymphocytes T ont atteint
un niveau légérement inférieur a la normale et sont devenus capables de répondre aux
stimulations mitogéniques et antigéniques in vitro (Markert et al, 1997). Le taux de lymphocytes
CD4+CDA45RA+, représentant les lymphocytes T naifs receveurs a augmenté de fagon trés
importante jusqu’a se stabiliser a un taux normal. Enfin, sur le plan clinique, I’enfant n’a plus fait

d’infections.
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Une deuxieme publication a rapporté S cas de ¢cDGS ne présentant pas de lymphocytes T
circulants traités par transplantation de tissu thymique post-natal (Markert et al, 1999). Apres la
transplantation thymique, un nombre croissant de lymphocytes T ont été observé chez 4 patients
sur 5, une réponse aux mitogeénes a €té détectée vers J30 pour 3 patients sur 5 et beaucoup plus
tardivement pour 1 autre patient (8 mois environ). Chez deux patients ou la quantification des
TRECs a pu étre réalisée, de nouveaux émigrants thymiques ont ¢été observés apres
transplantation, alors qu’ils étaient indétectables avant le traitement. Les auteurs concluent que la
reconstitution des fonctions lymphocytaires T est secondaire a la transplantation de tissu
thymique. Pour la premicre fois, la présence de lymphocytes T d’origine du donneur est
rapportée chez 3 patients sur 5 : chez un patient, en trés large proportion et chez les 2 autres en
faible proportion. Il faut signaler que les tissus thymiques ne sont pas compatibles sur le plan des
antigénes HLA avec les receveurs. Cependant, aucune réaction de GVHD n’a été observée
cliniquement ou sur les biopsies. Les auteurs attribuent cette absence de GVHD a I’immaturité
des cellules du donneur dans les greffons thymiques et a I’éventuelle altération des fonctions des
lymphocytes T au cours de la culture. Cependant aucun signe de GVHD ou de rejet n’a été mis
en évidence. L’absence de GvHD résulte peut-€tre du fait de I’immaturité des thymocytes du
donneur présents dans le greffon thymique. La période de culture in vitro a, de plus, pu altérer les
fonctions des lymphocytes T. Sur ces 5 enfants, 3 sont décédés a J45, J66 et J130 respectivement.
Sur la base de cette expérience, les auteurs listent les facteurs de risques conduisant a I’échec des
transplantations de tissus thymiques : la ventilation mécanique, les infections a CMV et la
corticothérapie.

La méme équipe compléte quelques années plus tard cette expérience en présentant 12
enfants atteints de c¢cDGS sans lymphocytes T circulants et recevant un traitement par
transplantation de tissu thymique post-natal (Markert e af, 2003). Un taux de survie de 58% est
atteint dans cette série, considéré par les auteurs comme remarquable étant donnés la sévérité de
la pathologie initiale et le faible taux de survie qui lui est attribué du fait notamment des
pathologies associées au déficit immunitaire. Une reconstitution immunitaire T similaire a celle
observée chez les 5 premiers patients est retrouvée dans cette série, avec la présence de nouveaux
émigrants thymiques. L’étude du répertoire V[ par immunoscope montre la normalisation des
profils entre 8 et 12 mois apres transplantation chez 6 patients sur 7 vivants. Sur le plan clinique,
les patients ont présenté principalement des infections dans les 100 premiers jours post
transplantation. Apres 100 jours, les complications observées sont principalement li€es aux autres
anomalies présentes dans le cDGS. Toutefois des manifestations autoimmunes se sont

développées chez 2 enfants (2 épisodes de thrombopénie chez un enfant et une hypothyroidie a
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1427 et une alopécie a J838 chez I’autre enfant). Comme nous 1’avons rappelé précédemment, les
fonctions thymiques sont, notamment, d’assurer la sélection positive des thymocytes afin
d’instaurer la restriction aux molécules HLA exprimées par 1’épithélium thymique, puis la
sélection négative des thymocytes par la présence de cellules présentatrices d’antigénes (APC)
afin d’éviter les manifestations auto-immunes. Dans le cas particulier de ces transplantations de
tissu thymique allogénique, il semble que la sélection positive soit assurée vis-a-vis des Ag HLA
du donneur par I’épithélium thymique et vis-a-vis des Ag HLA de I’héte par des fibroblastes de
I’héte qui sont présents sur le site d’implantation thymique et qui se développent au sein du
greffon. La sélection négative serait quant a elle réalisée a la fois vis-a-vis des APC du donneur
présentes dans le greffon thymique et vis-a-vis des APC de 1’h6te qui ont migré dans le greffon
thymique. Ceci apporte un éclairage complémentaire sur I’absence de réaction de GVHD lors de
ces transplantations.

Plus récemment, la méme équipe a rapporté une série de transplantation de tissu thymique
post-natal chez 6 enfants présentant un cDGS : 4 d’entre eux présentaient une forme atypique de
c¢DGS caractérisée par la présence de lymphocytes T en périphérie, capables de proliférer in
vitro, qui ont un répertoire T restreint, issus d’une expansion périphérique en 1’absence de toute
éducation thymique (Markert et a/, 2004,1). Sur le plan clinique, ces patients développent un rash
et une lymphadénopathie (Market et al, 2004,2). Ces patients sont capables potentiellement de
rejeter le greffon thymique si aucune immunosuppression n’est administrée avant la
transplantation. Dans cette série, les patients ont re¢u du SAL avant la transplantation. Dans cette
étude, les cellules T oligoclonales préalables a la transplantation ont diminué dans les 2 a 4
semaines apres le traitement par SAL. Des cellules T naives normales sont apparues a partir de 4
mois post-transplantation (comme dans les études présentées précédemment). Le taux de survie
est de 5 enfants sur 6, un décés étant di & une infection a RSV présent avant la transplantation.
La reconstitution immunitaire T a été conforme aux précédentes séries avec apparition d’un
répertoire T polyclonal d’origine receveur et la mise en évidence d’une thymopoiese sur toutes
les biopsies des greffons allogéniques.

Enfin, la méme équipe vient de publier une revue des 54 patients atteints de cDGS inclus
dans un protocole de transplantation thymique (Markert et al, 2007). A ce jour, 33 des 44 patients
(75%) ayant regu une transplantation thymique sont en vie. La totalité des patients testés apres 1
an ont un répertoire T polyclonal. Les principales complications observées sont des
manifestations autoimmunes. Les déces survenus sont majoritairement de cause infectieuse et

non secondaires a la transplantation thymique.
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I1I-4- Conclusion sur les effets déléteres des allogreffes dans ces
indications spécifiques

Nous avons pu observer au décours de cette revue bibliographique sur les traitements
préconisés dans les 3 déficits immunitaires que nous avions sélectionnés que la greffe de cellules
hématopoiétiques allogéniques occupe une place importante.

En effet, c’est a ce jour la seule fagon de corriger définitivement un déficit en CD40
Ligand ou un syndrome de WAS. Ceci est moins vrai pour le syndrome de DiGeorge, méme si
I’apport en terme de survie est important.

Toutefois, nous avons pu voir que cette démarche thérapeutique n’est pas toujours
évidente, et qu’il est souvent délicat de décider & quel moment elle doit étre mise en ceuvre. En
effet, ces syndromes ont des degrés d’expression extrémement variables qui font hésiter les
médecins greffeurs avant d’initier une thérapeutique non dénuée d’effets secondaires.

Parmi les effets secondaires que nous avons évoqués au cours de cette revue
bibliographique, nous en retiendrons les plus récurrents :

- les infections : les infections a EBV ont largement été évoquées comme cause de
décés post-grefte haploidentique dans le WAS. Dans les syndromes HIGM, I’agent
infectieux le plus souvent mis en cause a été le Cryptosporidium parvum, souvent la
cause de complications hépatiques qui, st elles sont trop avancées au moment de
’allogreffe conduisent a 1’échec de la greffe.

- La réaction du greffon contre I’héte : nous avons vu que c’était la cause majeure de

déces dans les allogreffes phénoidentiques réalisées dans le WAS. Toutefois, la
prévention de la GVHD classique nécessite la prise en considération de I’intensité du
conditionnement. En effet, la déplétion T préconisée dans les allogreffes
haploidentiques ne peut étre envisagée que si le conditionnement réalisé est fortement
myéloablatif afin d’éviter tout risque de non prise lié a une persistance immunitaire du
receveur.

- Les effets déléteres du conditionnement : nous en avons moins parlé dans cette revue
bibliographique mais nous avons pu voir que les €équipes commencent a s’orienter
pour les déficits immunitaires vers des conditionnements non myéloablatifs afin de
limiter les séquelles liés aux conditionnements my¢loablatifs. De plus, les auteurs ont
montré dans le déficit en CD40L et dans le WAS qu’une prise partielle du greffon
était suffisante pour corriger le déficit immunitaire. Toutefois, il semble qu’un

chimérisme mixte ne soit pas souhaitable dans le WAS.
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Deuxiéme partie :
RESULTATS

98




I- PREVENTION DES COMPLICATIONS INFECTIEUSES
AU DECOURS DE L’ALLOGREFFE
I-1- Prévention des syndromes lymphoprolifératifs EBV induits

ARTICLE 1 .

Prevention of EBV-induced-B-lymphoproliferative disorder by ex vivo marrow B-cell
depletion in HLA-phenoidentical or non identical T-depleted bone marrow transplantation.

Bensoussan D.*, Cavazzana-Calvo M.*, Jabado N., Haddad E., Yvon E., Virion JM., Le Deist
F., Fischer A.

British Journal of Haematology, 1998, 103 (2) : 543-551.

* Co-auteurs

Ce travail a été initié en 1995, dans le laboratoire de Thérapie cellulaire du Pr M.
Cavazzana-Calvo a I’Hopital Necker. A cette époque, la survenue des syndromes
lymphoprolifératifs induits pas le virus d’Epstein Barr (BLPD) apres allogreffe de CSH en
situation haploidentique était d’autant plus redoutée que les traitements présentaient peu
d’efficacité (les anticorps anti-CD20 n’étaient pas encore disponibles). En situation
haploidentique, la prévention de la GVHD était assurée par déplétion T (anticorps anti-CD2 et
anti-CD7 et lyse complément dépendante). Le greffon réinjecté était composé de tous les
types cellulaires (notamment CSH, monocytes, cellules NK, lymphocytes B) et de
lymphocytes T en quantité trés faible. Or, le virus d’Epstein Barr reste quiescent dans les
lymphocytes B de tous les individus ayant fait une primoinfection (90% des adultes). La
réplication du virus est contenue par I'immunité T spécifique chez tous les individus
immunocompétents. Dans le contexte de ’allogreffe, les greffons injectés contenaient des
lymphocytes B porteurs de I’EBV mais plus assez de lymphocytes T spécifiques anti-EBV.
C’est pourquoi, nous avons proposé d’associer a la déplétion T du greffon, une déplétion B
afin de diminuer la charge virale EBV injectée et de limiter les risques de
lymphoprolifération. Ce travail a été initié lorsque j’étais interne dans le service du Pr
Cavazzana-Calvo et a été poursuivi pendant 18 mois. J’ai pu participer au traitement des
greffons des quelques patients. J’ai réalisé le recueil de données biologiques et cliniques qui a
conduit a 1I’étude comparative présentée dans I’article ci-aprés. Nous avons pu observer que
dans le groupe de patients ayant regu un greffon déplété en lymphocytes T et B aucun BLPD
n’est survenu alors que dans le groupe témoin de patients ayant recu un greffon déplété
uniquement en lymphocytes T, 7 BLPD ont été recensés. Nous avons pu conclure que la

déplétion B est un moyen efficace et simple pour la prévention des EBV- BLPD.
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METHODE :

Deux groupes de 19 patients ont été étudiés : un groupe d’étude (d’Avril 1995 a
Novembre 1996) ayant regu un greffon dépléte en lymphocytes T et en lymphocytes B et un
groupe controle (a partir de Décembre 1992) ayant regu un greffon déplété en lymphocytes T
uniquement.

Dans le groupe d’étude, 1’age moyen était de 37.9 mois. Treize enfants étaient atteints
d’un déficit immunitaire congénital et 6 d’une hémopathie maligne. Onze enfants ont
bénéficié d’un donneur haploidentique (pére ou mere) alors que 8 enfants ont bénéficié d’un
donneur phénoidentique. Les sérologies EBV des donneurs étaient positives dans 17 cas et
inconnues dans les 2 autres cas.

Dans le groupe contréle 1’Age moyen était de 35.1 mois. Seize patients étaient atteints
d’un déficit immunitaire congénital et 3 d’une hémopathie maligne. Quinze enfants ont
bénéficié d’un donneur haploidentique et 4 d’un donneur phénoidentique. Les sérologies EBV
des donneurs étaient positives dans 17 cas, négative dans un cas et inconnue dans un cas.

Les patients des deux groupes ont regu des conditionnements de greffe myéloablatifs adaptés
a chaque pathologie.

Tous les greffons médullaires ont été déplétés en lymphocytes T afin de prévenir les
réactions de GVHD. La déplétion T ex vivo du greffon a été réalisée avec des anticorps
monoclonaux : anti-CD2 (B-E2, mouse IgG2b, Diaclone, Besangon, France) et anti-CD7 (B-
B7, mouse IgG2b, Diaclone, Besangon, France) plus de compiément de lapin produit par
I’ETS de Besangon. Le nombre de lymphocytes T injectés aux patients du groupe d’étude
était significativement plus faible que le nombre de lymphocytes T injectés aux patients du
groupe contrdle : respectivement 1.5 10°CD3/kg et 3.6 10°CD3/kg (p<0.02). Le nombre
moyen de cellules CD34+ injectées aux patients des deux groupes n’était pas
significativement différent : 6.95 10°CD34/kg pour le groupe d’étude et 10.4 10°CD34/kg
pour le groupe contrdle. Cependant, ce parameétre n’avait ét€¢ évalué que pour 3 greffons du
groupe contrdle.

Les patients du groupe d’étude ont regu un greffon médullaire également déplété en
lymphocytes B. Onze greffons ont été déplétés par une technique de lyse dépendante du
complément de lapin avec des anticorps monoclonaux anti-CD19 (B-G23, mouse 1gG2b,
Diaclone, Besangon, France). Les huit autres greffons ont été déplétés en lymphocytes B par
une technique de billes immunomagnétiques : Max SepTM (Magnetic cell separation system,

Baxter), aprés incubation avec un anticorps anti-CD19 (R 9909, Baxter, Munich, Germany) et
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un anticorps anti-CD20 (R 9920, Baxter) puis avec des billes immunomagnétiques Dynal. Le
nombre moyen de lymphocytes B injectés aux patients du groupe d’étude était de 0.5 +/- 0.85
10°CD22/kg (de 0.016 a 5.2 10°CD22/kg). Les déplétions B les plus importantes ont été

obtenues avec la technique immunomagnétique.

DISCUSSION :

Nous avons pu montrer dans ce travail que la déplétion B était une méthode simple et
non délétere pour le greffon. Nous avons observé dans cette étude qu’une déplétion B de 1
Log (en médiane 0.5 10® cellules B/kg) était efficace et suffisante pour prévenir la survenue
d’un EBV-BLPD.

L’utilisation de produits d’origine animale (comme le complément de bébé lapin) chez
I’homme n’a plus €té autorisée lorsque les activités de thérapie cellulaire ont été encadrées par
la législation. La seule technique disponible permettant de réaliser une déplétion T sans
produit d’origine animale a été pendant longtemps et est encore aujourd’hui la sélection
positive CD34+ par méthode immunomagnétique. Cette technique permet de réaliser une
déplétion de tous les types cellulaires autres que CD34+ et notamment une déplétion T et B.
Cependant, la société¢ Miltenyi propose aujourd’hui une déplétion T efficace avec des
anticorps anti-CD3 par méthode immunomagnétique, associée a une déplétion B systématique
du fait de la présence d’anticorps anti-CD19. A la lumiére de cet exemple, on constate
qu’aujourd’hui il n’est plus envisageable de réaliser une déplétion T sans y associer une

déplétion B, moyen de prévention efficace de la survenue des EBV-BLPD.
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Summary. HLA-mismatched bone marrow transplantation
{(BMT} is hampered by three major complications: graft
rejection, acute grafl-versus-host disease {aGVHD) and delayed
immune recomstitution. Infusion of anti-LFA1 plus anti-CD> 2
monoclonal antibodies (MAb), combined with ex-vivo Tocell
depletion of the grafl, wag efficient in preventing graft rejec
tion and aGVHD. Nevertheless, discase-free survival was
limited by the high frequency of lethal infectinns, including
EBV-induced lymphoproliferative disease (BLPD), which
originates mostly from donor B cells. with an incidence of
5-30%. To decrease the rate of this complication, ex-vive
B-cell depletion was attempted.

This study compares a group of 19 patients who received
a T- and B-cell-depleted marrow from an HLA-mismatched
related donor with a retrospeciive control group of 19

patients. who had received Tcell-depleted marrow by the
same method. The level of Tocell depletion was similar in the
two groups. For B-cell depletion, two differeni methnds were
compared. The median number of B cells infused in the study
groupwasO46/kg. Engraftment and aGVHD incidence were
similar in the two groups. No EBV donor-derived BPLD
occurred n the study group, compared with seven {n the
comntrol group, tour of whom died because of EBV-BPLD.
Event-free survival was significantly dilferent between the
two groups. We conclude that ex-vivo B-cell depletion of the
grafl may be a useful means of preventing EBV-BPLD. and
warrants further study on a larger group of patients.

Keywords: mismaiched BMT, EBV lymphoproliferative dis-
order, B-cell depletion, prevention of BLPD.

Allogeneic stem cell marrow transplaniation {(BMT) is
ncreasingly used as a treatment for haematological neo-
plastas, syndromes of bone marrow fatlure and congenital
disorders of the lymphohaemopoietic system (Thomas,
1983; Bortin & Rimm, 1986). This freatment was nitially
restricted to patients with an HLA-identical sibling. However,
HLA-identical bone marrow transplantation is available to
only approximately 20— 30%, of potential wansplant candi-
dates because of the lack of HLA-ilentical related donars
{(Westoff. 1986). The use of HLA-phenoidentical unrelaied
donors has extended the possibility of BMT in 30-50% of
patients according to the degree of incompatibility acoepted
{Hansen et al, 1980: Beatty ¢t al, 1985; Kernan et al. 1993;

Correspendence: Dr Marina Cavamsmna<Caheo, Etablissement de
Transfusion Sanguine. Hopital NeckerEnfants Malades, 149 rue
de Sevres, 75743 Paris Cedex 15, Prance.
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Spencer et al, 1995). However, HLA-nonidentical BMT fiom
a related donor remalns the only therapeutic option for
patients who lack an HLA-Wentical related or compatible
unrelated donor (Przeplorka et al, 1996).

Graft-versus-host disease (GVHD) remains a major prob-
lem in this setting. T-cell depletion of stem cells reduces the
incidence and severity of this complication (Beatty et al, 1988:
Blazar et al. 1997 Ash et al, 19901, However, it incrzases the
risk of grafl rejection and persistent immunedeficiency. The
risk of rejection can be reduced by increasing the number of
infused stemn cells by using mobilization with G-CSF { Aversa
et al, 19945 or by the administration of immunosuppressive
reagents such as anti-thymocyte globulins (ATG), Campath-10
(Hale & Waldmann. 1998 or monoclonal antibodies directed
against adhesion molecules: antl-LEA1 and anti-CD2 (Jabado
et «f, 1996: Cavazrana-Calvo ¢t @, 1996). The significant
delay in immune reconstitution remains a major problem in

543



544 M Cavazzena-Calve ¢t al

this seqting. It is due to the removal of mature T cells from doner
marrow (Keever & al. 1989 Roux o al, 1996}, in vivo
immunosuppressionn and HLA disparity between donor and
recipient possibly resulting in suboptimal inferaction between
antigen-presenting cedls and immune system effector cells. 1t
contributes to a dramatic incidence of viral life-threatening
infections bllowing transplantation. Cytomegabovirus (CMV)
and Epstein Barr virus (EBV) are the most frequently
responsible agents. CMV was the most frequent cause of
death until antiviral agents started to be usad prophylactically
and therapeutically reducing the incidence of CMV prieumonia
IWang et @& 1996, Schmidi ¢t al, 1991; Koehler et «f, 1997
Forman & Zaia, 1994 Goodrich et @, 19941,

However, EBV remains a problem with an incidenoe of EBV-
related B<ell lymphoproliferative disorders (BLPD} following
T-cell-depleted HLA mismatched or phenoidentical BMT
ranging from 5% to 30% in most series (Zutter et al, 1988;
Shapiro ¢t af, 1988b). Different treatments have been pro-
posed including chemotherapy. gancyclovir, interferon alpha
(IFNo) together with gamma globulins (Shapiro et f, 1988a),
anti B-cell monoclonal antibodies {Benkerrou et al. 1993,
Blanche et al, 1988; Fischer et al, 1991}, imjection of donor
T eells if donor (Papadopoulos et al, 19941 and recipient are
HLA compatible or EBV-specitic cytotoxic T {ymphocytes
{CTL) (Heslop et al, 1994). Although some of these thera-
peutic strategies have been shown o be partially effective,
the present risk of mortality associated with EBV-BLPD
remains high.

Table 1. Study group patients charscteristics and cutcome.

Since most EBV-BLPD stems from donor B cells, we have
investizated ex-vivo B-cell depletion in an effort o reduce
EBV-BLPD incidence after HLA mismatched or pheno-
identical BMT.

[n this report we present the results of a comparative study
between a study group of 19 patients receiving T- and B-cell-
depleted bone marrow and a control group of 19 patients
receiving T-cell-depleted bone marrow.

PATIENTS AND METHODS

Fatients. The study group consisted of 19 consecutive
children who were transplanted with T- and B-cell-depleted
marrow between April 1995 and November 1996, at Unité
d'Immunologie et Hématologie Pédiatrique, Hopital Necker.
Paris. The characteristics of the patients are shown in Table L
The mean age was 379 months (range 3 nionths to 12 years)
and mean weight was 13-4kgi{6-33 kg). 13 patients had an
inherited condition and six had malignant disease, Donorg
were related to reciptents (Father or mather) tn 11 cases and
were matched unrelated in eight cases. Extended HLA sero-
typing and genotyping for &, B, DR and DQ waz performed in
recipients and potential donors. The selection of related
donors was primarily based on the results of HLA typing.
EBV serlogy of the donors was positive in 17 cases and
unknown in two cases. EBV reciplent serolozy was negative
in seven cases and positive in 12 cases.

The control group consisted of 19 consecutive patients

Age Weight HLA Conditioning

Pt Diagnesis® jmonths) kgl incompatibility} regimend EBV-RLPD Survival

1 Tcell D 30 123 3 Ag Cy/Bu/Ab - Alive (9004 dj

2 scm-xl 10 g2 3 Ag Cy/Buf Ab - Alive (5604 d)

3 T-cell ID 120 28 3 Ag Cy/Bu/Ab/Thio - Dhed (90 d)

4 SCIN-X1 5 5 1 Ag Ab - Alive (5004 d1

3 ALL u4.113CR1 7 75 2 Ag Bu/Abk/ThindMel - IHed (15 di

6 AlL 64, 111CR] ] 83 MUD Bu/AbfThic/ Mel - Died 183 d)

7 AlLL 4,11 CR] 3 77 2 Ag Bu/Ak/Thio'Mel - [hed (240 d)

8 FHL e 63 3 Az Cy/Bu/ AB/ATE - Alive (B65+ d|

9 PHL 24 113 MUD Cy/BusAB/ATG - Alive {4004 dJ
10 Amegak aryocytosis 36 147 3 Ag Cy/Bu/Ab/Thix - Died (101
11 FHL 10 “5 MU Cy/MBuf AbIATG — Alive (4204 di
12 SCID-X1 64 165 MUD Cy/Bu/Ab/ATG + Ded (70 d)
13 CTdn-ligand deficlency 144 33 MUD Cy/Bu/Ab - Died (150 d)
14 AlL CR1 27 15 3 Ag CyiBu - Dhied (150 d)
15 Myelodysplasia 31 13:3 MUD Cy/Bu - Alive (3904 di
16 Grascelll disease§ 2% 12:5 3 Ag Cy/Bufab - Alive (3804 di
17 T-cell D [ £ MDD Cy/Bu/Ab - Alive (3504 dj
18 D4 O-ligand deficiency 146 29.3 MUD Cy/BuiAb - Alive (3604 di
19 ALL111.19)CR1 18 11 1 Ag Cy/Bu/Thio/Ab - Ified (14 d)

“Tecell ID= Twell immunodeficiency; SCID =severe combined mmmunodeficiency: ALL=acute lymphoblastic leukaemia; PHL = familial
haemophagocytic lymphohistiocytosiz,
+MUD = Matched unrelsted donor; Ag= HLA antigens.
1 Cy =cyclophesphamide; Bu = busulphan: Ab=anii-LPAl and anti-CD2 monoclonal antibodies: Mel = melphalan; ATG = anti-thymocyte
globulin.

§Griscelll syndrome (Klein et al, 19941

© 1998 Blackwell Science Lod, British Journad of Haematology 103: 543531

103



Table {1. Control greup patients characteristics and cutoome.

Ex Vive B- and T-cell Depletion of Marrow Graft 545

Age Weight HLA Conditioning
Pt Diagnosis® Imornths) kg incompatibility} regimeni EBV-BLPD Survival
A AML 7 19 11-3 A Ag Cy/Bu/Ab - Alive 115304 d)
R NHL pre-B 36 118 2 Az TBL/ Ara/Mel - Alive 1114104 d)
[ WAS 65 18 MUD Cy/BufAb + Died (830 di
D CHS 36 16:5 MUD Cy/Bu/AR/VP 16 - Alive (10404 d)
B oP 6 63 1 Ag Cy/Bu/Ab - Died (60 d)
F SCI-X1 48 12 2 Ag Cy/Bu/Ab + Alive (9804 d
G SCM-X1 42 15 MUD Cy /BufabiThio -+ Alive (7004 di
H SCID-X1 + (& 1 Az Cy/Bu/Ab - Alive 11740+ d)
I Hurler's disease 12 10 3 Ag Cy/Buf AbFATG - Died (36 d)
] AlLL 69:11) CR1 10 65 3 Az Cy/Buw/Ab - Died (72 4
K SCO3-X1 25 9-3 3 Ag Cy/BuSAb + Died (94 di
L SCI-X1 12 10 3 Ag AntifAb/ATG -+ Died (150 d)
M T-cell Iy 95 20 3 Ag Cy 200/Bu 20/Ak Died (60 d)
N HLA class {1 deficiency [:1e] 15-5 3 Ag Cy/Bu/ Ab/ATG - Died (21 d)
(] Xp 108 34 MUD Cy/Bw ARVP 16 - Died (80 d}
P SCI-X1 10 83 2 Ag CyiBu/Ab + Died {100 d)
Q SCID-X1 1 37 1A Cy/Bu/ Ab - Alive (8154 di
R FHL 72 23 3 Ag Cy BufAb/ATG + Alive (7004 d)
N Fas deficiency 5 8.2 3 Ag Cy/BuiAb - Alive 1905+ di

* AMUL= acute myelaid leukaemia; NHL = non-Hodgkin lymphoma: WAS = Wiskaott-Aldrich syndrome; CHS = Chediak-Higashi syndrome;
OP== osteopetresis: SCID = severe combined immuriodeficiency; ALL = acute lymphoblastic leukaemia: Teeell ID = T-cell immunodeficiency:

PHL = familial haemophageceytic lymphohistiocytosis.
+MUD = Matched unrelated donor: Ag= HLA antigens.

$Cy = cyclophosphamide: Bu=busulphan: Ab=anti-LFA1 and anti<D2 monoclonal sntibodies: Mel = melphalan; VP 16 = etopcside:

ATG = anti-thymocyte gobulin: Thio = thiotepa.

who were transplanted between December 1992 and August
1995 with T-cell-depleted hone marrow, except for three
patienis who underwent a seconnd BMT in November 1995;
to lmit graft manipulations in these high-risk situations,
B-cell depletion was not performed. The characteristics of
the patients are summarized in Table II. Mean age was
351 months (range 1-108 monthsi and mean weight was
12-9kg (range 3-7-34kg) 16 patients had an inherited
condiion and three had malignant disease. For four patients
a second BMT was performed because of the fallure of the
first BMT. The second BMT only was considened. Donors were
related to the reciplents in 15 cases and were matched
unrelated in four cases, BBV servlogy ol the donors was
positive in 17 cases, negative in one case, and unknown in
ong case. EBV reciplent serology was negative in seven cases,
positive in 10 cases, and unknown in two.

Conditiondng regimen {Tables T and II). The conditioning
regimen for children with inherited digseases consisted of
busulphan (20mg/kg total dose for children aged < 6 years
or 16mg/kg for children aged > 6 years, from day -9 to
day —61 and cyclophosphamide (200 mg'kg total dose from
day -5 to day — 2}. Patients with familial haemophagocytic
lymphohistiocytosis. Chediak-Figashi syndrome or osteo-
petresis additionally received etoposide 900 mg/m? (five
patients). thiotepa 300 mg/kg (two palients of the study
group), ar antithymocyte globuling (seven patients). Patients
with severe combined Immunaodeficiency (SCID) received

busulphan (8 meg/kg) and cyclophosphamide or a non-
conditioning regimen.

The conditioning regimen for malignant diszase consisted
of busulpban (16 mg/kg total dose or 20mg/ke from day -9
10 day — 61. melphalan 140 mg/m® and thiotepa 10 mgikg or
cytarabine 18 g/m?,

In all cases prevention of graft rejection consisted of the
use of an anti-LFA1 monoclonal antbody (Mab)y 125.3,
mouse [gG1, Pasteur Merieux. Paris, Prance), and an anti-
(D2 Mab (B-E2, mouse [gG2g, Diaclone, Besancon, France).
Both antibodies were administered at a dose of G-2mg/kg/d
from day — 3 to day 410 (25-3) or from day — 2 to day +11
(B-E21. for a total of 14 injections.

T-cell depletion. All donor marrows were T-cell depleted.
Anti-CD2 (B-E2, mouse IgG2b, Diaclone. Besancon, Prance)
and antd-CDT (B-B7, mouse IgG2b, Diaclone, Besancon.
Prance} monoclonal antibodies plus rabbit complement (ETS
Besangon, France) were used forex vive T-cell depletion in all
cases from both the study and control groups.

B-rell depletion. 11 bone marrow samples were B-cell
depleted by the complement-dependent lysis tachnique using
an ami-CD19 MoAb (B-G23, IgG2b, Diaclone, Besancon,
France). The next eight donor marrows were B-cell depleted
by immunomagnetic beads (Max Sep™ Magnetic celi separa-
tion system, Baxter). Bone marrow mononuclear cells were
incubated with anti-CD19 (R 9909, Baxter. Munich,
Germany) and anti-CD20 (R 9920, Baxter) MoAb. then
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with immunomagnetic beads. A magnetic field retained cells
coated to the beads.

Immuinofluorescence. T and B lymphocytes and CD34* cells
were enumerated. before and after depletion. by binding
fluprescent-conjugated MAbs bo human cell surface antigen
(D3, (D19, CD22. CD23, CD34) PACScan analysis was
thereafter performed (Becton Dickinson, Mountain View.,
Calif ).

Limiting ditution assay {LDA) (Taswell, 1981}, Decreasing
numbers of mononuclear cells (IMNC} trom a bone marrow
sample before depletion (80, 40, 20, 10, 5 and 2-5 cells/well}
and after depletion (4000, 2000, 1000, 500 and 250 cells/
well) were sseded in 96 round-bottom microplates with
5% 10* irradiated MNC/well from a healthy donor. in a total
volume of 200 ul. 24 replicates for each dilution were seeded.
Phytohaemagglutinin P {Difco. Detroit, Michigan, U.S.A.)
and IL2 {Tebu, Le Perray en Yvelines, France) were added to
the culture at a final concentration of 20 pg/ml and 401U/
ml, respectively. The cultures were incubated at 37°C in 5%
CO; for 10d. Aler this delay, negative wells. where no cell
proliferation could be ohserved. were enumerated for each
dilution. The Poisson law gave the cell number (xj for which.,
in 37% of the wells, no dong developed. This aumber, x.
carresponded to the number of T lymphocytes.

Colong-forming cell assay, Bone marrow samples before and
after depletion were plated in 35 mm Petrt dishes at 1x 10*
cells/ml in & methyleellulose medium supplementzd in
ghatamine (HCC 4431, Stem Cell Technology Inc.. Vancou-
ver, BC. Canada) and 100 gy 2-mercaptoethanal, erythro-
poetin 50 ul, lineage 5637 supernatant (Bogh, 19781 75,d
and oMEM 25 ul. Colonies were scored on day 14 and
classified morphologically as described previously (Coubom-
bel et ai. 198 3),

Detection of EBV, For qualitative PCR, samples were homo-
genized in NET buffer (10 mmoli tris-HCL, pH &: 10 mmot/
EDTA, pH 7-4; 100mmol/l NaCll, and digested with pro-
teinase K {100 pg/ml) in the presence of 0~ 5% SDS at 37°C,
DN& was obtained after phenolvhloroform extraction and
precipited with ethanol (2-3vol) in the presence of sodium
acetate (3 moldl. 0-1 vol). After centrifagation at 7000 g for
30 min, DNA was dissolved in sterile water and stored at
—20°C. Por DNA amplification. a pair of primers BW1
fnucleotides position 14613-14632) and BW 2 (nuclentides
position 14834-148353) within the BamHI repeated gequ-
ence of the B95-8 cell ine were used to amphify a fragment of
240 bp, DNA (1 ugl was denatured at 94°C for 8 min and
amplification was carried out by 35 cycles of denaturation
at 94°C for 30s, annealing at 55°C for 30s and primer
extension at 72°C for 605 in a 2400 DNA thermal cycler
iPerkin-Elmer Cetus). After the last cycle. primer extension
was continued for 8min to allow all templates W0 be
completed. Afer electrophoresizs on a 2% agarose gel.
DNA was transferred onto a positively charged nylon
membranz (Hybond, Amersham) and hybridzed with a
32p_sTP-labelled probe BW 3 {nuclectides position 14655~
14684). This technique has a sensitivity of three copless
130 000 cells.

Assessment of BMT outcome. GVHD was graded according
to Glucksberg et al {1974} and confirmed whenever possible

by histelogical studies. Engraftment and chimaerism were
studied by means of HLA typing, karyotype analysis in
cases with sex mismatch. red cell phenotyping in case of
ABO disparity between donor and recipients. and micro-
safellites or Y-chromosome-specific probes (Socie e al, 1992;
Nakahori et al. 19861,

Statistical analysis. The nonparametric Mann and Whitney
test was used to compare grafl quality between study and
control groups. The X: test (Pearson or Fischer exact tlest,
two tatled) was used to compare the clinical outcome
tengraftment. GVHD and EBV-BLPD incidence) between
patients of the two groups. Por all tests, a P value «0-03
wras congidered significant. One year survival and event-free
{where event is EBV-BLPD! survival analysis was performed
using the Kaplan-Meier method. Analysis was performed after
a follow-up of 1 year bevause too many patients had been
censored and no more events could be detected.

RESULTS

B-ceil depietion (Table [

The median number of infused B cells. estimatead by
the iImmunofluorescence method with an anti-CD22 MAD.
was 0:5 +0-85x10°% €D22%/kg (range 0:016-5 2% 10°
CD22%kg) for 17 evaluable marrow samples. The median
magnitude of depletion was 1 £ (-8 log (range 0-2~2: 46},
When B-cell depletion was performed by complement-
dependent lysis, the median number of infused B cells
varied among the 10 evaluable patients. For 8/10 evaluable
patients 0655+ 036 x10% CD22*/ke (range 0 4-0:95:x
10% CD22*/%kg) was infused. The median magnitude of
depletion was 0-93 = 0-29 log for these eight patients (range
0:46-1-47). In two cases 4-90 = 03 x 10° CD22* kg were
infused (median magnitude of depletion (34 + 014 log).
When immunomagnetic B-cell depletton was performed, the
median number of infused B cells was 0-06 * O 74 x 10°
CD22*/kg (range 0-016-1-95x10° CD22%/kg), In seven
evaluable cases. with a median magnitude of depletion of
163 = 063 log {range 0-7—-2-46 log). Comparative analysis
of median B-cell depletion magnitude achieved by each
technique shows that unmunomagnetic depletion was more
efficlent. 1e. 1-63 log versus 0+93 log (P<0-01) and more
reproductble than complementi-dependent lysis depletion.
Complement-dependent lysis depletion was not successful in
two cases. Comparative analygis with the control group
could only be performed for patient R who had 44 10%
CD22*/kg reinfused after Tocell depletion (magnitude of
depletion of 038 log).

Retrospective EBV-PCR analysis of seven bone marrow
samples from ihe study group before and after T- and
immunomagnetic B-cell depletion was performed. In two
cases (samples 15 and 16). EBV-PCR detected a signal before
depletion and not after. Sample 14 was EBV-PCE positive
both before and after a 1:5 log B-cell depletion. In the next
four samples (samples 5, 17, 18 and 19). EBV-PCR wasy
negative both before and after B-cell depletion {Fig 1. Sero-
logical status was unknown for sample 18 and positive
for the other three. Only sample 19 was depleted by
complement-dependent lysis.
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Table 111, Study group marmow samples characteristics,
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No. of No. of T cells
B cells tnfused (10°/kg)
Technique of infused MNC CPU-GM/kg BE1-R/kg D34+
Pt B-cell depletion i 10%%g) < 10%%kg) *CI3 3(IF) LA (x 10% kg =10%ka (105 kg
1 CD19/CD20 Ab-bheads ND (383 23 il ND ND NI
2 D19 Ab-complement 0-8 163 0 0-14 176 134 13
E] D19 Ab-complement 095 1-68 34 17 a8 435 73
+ CD19 Ab-complement NI 15 1:5 -023 9y 81 ND
3 CD19/CD20 Ab-beads 1:45 1-32 1-45 0065 272 142 23
o (D19 Ab-complement 03 1 5 ND 188 150 75
7 CIl 9/CD20 Ab-beads 1-93 063 1-3 -3 32 975 5.2
8 CD19% Ab-complement 0.4 2035 2 1-2 303 131 195
9 CIM 9 Ab-complement 4-6 11 5 Qa7 11 ND 6%
10 CD19 Ab-complement 083 1 3 002 108 40 4-7
11 CD1Y9 Ab-complement 52 1'3 26 02 62-4 31 268
12 CD19 Ab-complement 026 a4 24 ND 752 445 17:6
13 (D119 Ab-complement -3 03 -6 NId S0y 19-8 41
14 CD19ADIN Ab-beads 006 0-4 0-2 0l 24 32 28
13 CDN 9/CD20 Ab-beads 0-016 0-8 -4 019 1158 32 39
16 CD19/CD20 Ab-beads 023 (U] 13 ND 52:2 22 54
17 CD19/CD20 Ab-bends 01 1 0:5 NI} 124 32 31
18 CD19/CD20 Ab-beads 0058 6 11 ND 3%3 45 71
19 D19/ Ab-ccanplement -85 1 15 036 14 6 NI
Median 030 10 1-50 012 R7 43:50 G995
1IQR 185 Q37 1.70 35 699 HE-50 Qa7
CD19/CD20Ab-beads
Median 006
IQK Q-74
D19 Ab-complement
Median ]2
IOR 043

* IF = immunofluorescence; LA = limitmg dilution assay; ND = not done; IQR = Interquartile range.

As a control, retrospeclive EBV-PCR analysis of gix bone
marrow samples from the control group. before and after
T-cell depletion was also performed idata not shown). In
one case (sample N), PCR detected a signal before and after
T-cell depletion. In two cases isamples H and 8), EBV-PCR
was negative before and positive after T-cell depletion. In
the next three samples (E Q and 0), EBV-PCR was nepative
both hefore and after T-cell depletion. In no case did Twcell
depletion alone result in the loss of EBV detection by PCR.

Composition of marrow samples after B-ieil depletion

{Table 11}

Residual T lymphocytes and CD34* cell were estimated. The
median number of MNC infused was not significantly
different between study and control groups: 1-00 % 10% kg
in the study group and 1:37 % 10%/%g in the control group
respectively. This result indicated that B-cell depletion did
not result in any further significant increase in cell loss. The
median number of infused T cells, estimated by immuno-
thuorescence with an anti-CD3 MAb. was significantly, albeit
moderately, lower in the study group than in the control
group: 1:5x 10°/kg and 36 10°/kg respectively {P<0-02),
This difference was also found in LDA: 0-12% 10° kg in the

study group and 1-05x% 105.(’kg in ihe coatrol group
respectively (P< 0-02). Immunoflucorescence staining over-
estimated Tcell pumber as compared with the results
obtained by LDA.

Median CD34* cell numbers were not significantly
different between the study and the control group. ie,
£-95¢ 10°%/%kg in the study group and 10-4x 10%/kg in the
control greup. However, this was measured only In three
control group marrow samples. Likewisz, CFU-GM and BFU-E
median numbers were not significantly different between
each group; 87-0 x 10%/kg CFU-GM and 435 % 16%/kg BFU-E
in the study group and 65-2 x10%%g CFU-GM and 40-6 =
10%kg BFU-E in the control group respectively.

Clinical outcome

Engraftment and haematologival reconstitution, The median
time required to achieve a peripheral-blood granulocyie
count> -3 x 10%/I was 164 d in the study groupand 21.9d
in the control group. Engraftment of donor cells was
achleved in 14/18 174%) cases of the study group (one
patient died 14d after BMT). [n the control group engraft-
ment rate was 15718 {83%) (one patlent died 21d after
BMT). These results were nol sgnificantly different and
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Pig 1. EBV genome defection by PCR in pre- and post-transplantation samples. The samples used for chis study tie. 5, 14, 15, 16,17, 1% and 19)
correspand to the patient numbers in Table L B-cell depletion for sample 19 was performed using a (1219 Ab<womplement-dependent lysiz
technique. For the others samples, B~ell depleticn was perfornied with immunomagnetic beads technique.

indicated that B-cell depletion had no detectable effect on
marrow engrattment ,

GVHIDX Incidence of acute GVHI {aGVHD) was not
significantly different n the two groups. However, the
severity of aGVHD itn the study group appeared higher
than m the control group. aGVHD of grades II-IV occurred
in 7/14 study groups patients (50%), three with grade = I
aGVHD refractory to intensive immunosuppressive (reat-
ment with steroids, cyclosporine. anti-IL2 receptor Mab
(Hervé ¢t al, 1990) or anti-thymoglobuling (ATG). The con-
trol group ncidence of aGVHD grade = I was 40" {6/15).
All cases of aGVHD resalved completely following standand
immunosuppressive treatment (cyclosporin A and stercids)
with the exception of one patient who additionally required
the use of the anti-IL2 receptor MoAb and, later, ATG.
Chronic GVHD oceurred in 5414 patients (35-7%) and was
lethal in two in the study group. None of the patients in the
control group had cGVHD.

Infectious complications and EBV-BLPD. In the study group
7/19 patients ( 36-8%,) developed severe infectious complica-
tions. Three patients were infected at the time of BMT. Tww of
these patients died afler BMT due to ongoing infection, None
of the patients developed an EBV-BLPD of donor crigin. One
patient presented with graft failure 28d after BMT
Simultaneousty to autologous reconsitution, he developed
an hepatic EBV-BLPD. EBV-P cells were shown to be of host
origin, the patient died 70 d after BMT with widespread EBV-
BLPD. This patient had severe EBV infection prior to BMT
because of his primary immunodeficiency.

In the contrel group. 11/19 patients (58%) had an
infectious complication. EBV.BLPD occurred in 7719
patients (37%) from B cells of donor origin and was the
cause of death in four cases (21%), 94-1504d after BMT. For

example, patieni R, who was transplanted with a grafl from
a denor with a positive BBY serology. containing 44 x 10°
N22+/kg, devaloped an EBV-BLPD which was successfully
ireated with an anti-TL6 antibody. Incidence of EBV-BLPD
was significantly higher in the control group than in the
study group (P<0-02). When statistical analysis was
performed only on patlients with inherited conditions.
susceptible to higher risk for such a complication, Incidence
of EBV-BLP’D remalined significanily increased in the control
group compared 10 the study group (P~ (0-05},

Imsmumological reconstitution. In the study group., (D™
Iymphocyte counts> 0 5x 10%/1 were achleved after an
average of 89 (% 40)d in nine evaluable patients. Mitogen-
and antigen-induced responses were shserved afier a mean
of 102 (*£27) and of 184 (£41)d for seven evaluable
patients. respectively. All patients in the study group received
i.v immunoglobulin during the first year bollowing trans-
plantation (mean 10 months* 4-4). Ig substitution was
then stopped except in one severs combined immuno-
deficiency (SCID) patient who had persistent hypogammnia-
globulinaemia.

In the control group. CD3% lymphocyte oounts
» (3+5 2 10%/] were achieved after an average of 85 (+10id
in eight evaluable patients. Mitogen- and antigen-induced
responses were observed after a mean of 90 (24t and of
1589 {x80)d for eight evaluable patients respectively. Two
SCID patients in this control group sill receive 1Lv. Ig
freatment » 2 years after transplaniation. The other evalu-
ahle patients received 1.v. Ig for a mean time of 10 months
{33 (n="5), There was no difference in the kinetics of T-
or B-cell reconstitution between the two groups.

Survival. 10 patients in the study group (52:6%} remain
altve, and eight of these show sustained engrafiment with a
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Fig 2. (a) Survival probabiltty of patients from the study group and
control group; (b} event-free survival, Survival and eveni-fres
survival fwhere event ts BEV-BPLD} were calculated by using the

Kaplan-Meter methiod. ——: Study group: Tt vensgored patlents o
the stwiy group. - - - - -; Control group; 4+ censcred patients in the
contrel group.

median follow-up of 548 d (range 380-900 d). Nine of the
patients had an inherited condition and one myelodysplazia
Two patients with autalogous reccnstitution remain alive
{350 d). In the contral group, nine patients (47 3% are alive
{700d to 5 years). One-year survival is not dgnificantly
different between the two groups (52-6% for the study group
and 47 3% in the oontrol group) (Fig 2a). On the other hand,
1 year event-free survhmal rate in the study group is
significantly higher than in the control group: 53% and
32%, respectively (P =004 (Fig 2bi

In the study group the causes of death were GVHD in
three cases, mfectious complications in three cases, relapse
of haematological malignancies in two cases and veno-
occlusive disease in one case. [n the contral group the causes
af death were infectious camplications m eight cases, relapse
i one case arid graft failure in one caze.

DISCUSSION

Since the frequency and severty of EBVIBLPD is high
following T-depleted HLA mismatched or phenoidentical
BMT (Benkerrou & al, 1993), we assesseid the feasibility and
elficacy of two methods of B-cell depletion of marrew samples

Ex Vivo B- and T-cell Depletion of Marrow Graft 549

to prevent occurrence of ERV-BLPD. Indeed. as proliferating
B lymphocytes are mostly of donor coigin, B-c#ll depletion of
the marrow was considered a potentially preventive approach
ta this problem. In this comparaiive study using two
different techniques, the efficiency and reproducibility of B-
cell depletion in preventing EBV-BLFD was studied. Secondly.
the influence of Bcell depletion was assessed on graft quality
and clinical outcome.

A median B-cell depletion of 1 log was sufficient to prevent
EBV-BLPD in this study, No EBV-BLPD froan domor origin
oceurred in the study group compared to seven in the contral
groug, which led to four deaths. In the study group, came
pectient died from EBV-BLPD after an autalogous recotistitu-
tion. This patient had presented with an atypical am of
SCID characterized by an increased radicsensitivity of bone
martow progenitor cells and a sibling who had died from
EBV lymphoma. We believe that the lymphoma m this
patient waz due in part to the particular underlying disease.

Bome marrow B cells seem to be the most important source
of EBV for recipients. sinioe the risks associated with trans-
fusion products 1s reduced by viral filtration and leucocyte
depletion of red cell and platelet concentrates, EBV-PCR was
peformed in our study as Rooney e al {1995) showed that
EBV-DNA detection mn peripheral blood was predictive of
EBV-BLPD. EBV-PCR negstivity after graft manipulation
could be ohserved only in the study group which demon-
strated B-call depletion specificity and efficiency. Hrowever,
as few mamples were studied, BBV-DNA detection in grafts
carnot be congidered as predictive of EBV-BLED, Comparing
the two iechniques of B-ell depletion used in this study.
immunomagnetic B-cell depletion was found to be more
efficient and more reproducible than complement-dependent
lysis. 1t was difficult to establish whether the better results
obtaimed using the immunomagnetic method were associ-
ated with the use of twe monoclanal antibodies, The idea of
using a ounbination of monoclemal antibodies and com-
plemmient was based on an attempt to decrease the number of
manipulation seps. The shsence of reproducibility on cne
hand and the low magnitude of B-oell depletion on the other
made it necessary for us to investigate an alternative method.
B-cell depletion by immunamagnetic beads is largely used in
the autalogous BMT setting in order to decrease tumour cell
oomtaminaticns of the graft (Shimazaki ef af. 19881 We
therelore used the same technology m an allegeneic setting
and obtained reproducible results with the desired magni-
tude of B-cell depletion.

We analysed whether this double selection could have any
negative effects on graft composiion andfor cn clinical
cutcome. ¥With regards to bone marrow compozmition. MNC
median number was not significantly different between study
and comitral groups. Nevertheless, Tocell median number
was significantly lower in the study group compared with
the contral group. This was not due to unspecfic cell loss
caused by an increased number of graft manipulations as
the MNC number was not aflected. It is more likely
that the elimination of B cells lead to increased graft purivy.
and improved the accessibility of T cells. It 15 of note, as
already reported in previcus studies (Kernan #f af, 19861,
that when residual T cells comstitute <0 5%, of total cells

D 1998 Blackwell Scienoe Ltd, Brivish Jocornsl of Haematobogy 103: 543-551
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and when a complement-dependent lysis is used. the
quaniification of T-cell depletion must be mealized by
fimiting diution assay Indeed, complement-dependent
Iysis continued after complement wash, explaining the
discrepancy between immunofluoresconce  studies  pea-
frrmed immediately after the incubation and the limiting
dilution assays results. CPU-GM, BFU-E and CD 34 content
of the graft was similar between the tawo groups. showing
that the methods uszed were specifically directed against
mature T and B lymphocytes.

With regards to the clinical cutcome. the same engraft-
ment rate was found in both groups of patients, Unexpectedby
a greater incidence of severe lethal aGVHD n the study gooup
was cbserved i spite of 3 significantly lower Tcell number
having been infused into these patients. This obesrvation
mighi ke inpart explained by the fact that hall of the patients
of the study group received 8 reinfoeced conditioning regimen
containing thistepa as an additional drug.

The kinetics of immunological reconstitution was not
Lurther delayed in the study group compared with the
comtrol group. The cverall incidence of infections was lower
i the study group than in the control group and this was
eszentially due (o the decrease in the ERV-BLPI in this group
of patients and confirms that bone marrow B eells contain-
ing EBY genome represent the main source ol post-
transplantation EBV-BLPD. This climical observation agrees
with the deereased incidence of ER V-BLPD in patients infused
with a bone marrow depletion by Campath-IM asntibody
which recognizes an antigen expressed cm the surface of hoih
mature B and T cells (Hale & Waldman, 1994). Moreover,
1 year event-free survival waz higher in the study group
than in the contol group

In conclusion. B-cell depletion of the graft seemed to be
efficlent in this group of patienis in preventing EBV-BLPD
without sideeffects, provided that ewer than a median of
-5 %10° B cells wore infused to recipynts. This result needs
confirmation In a comparative clinical trial which should
include a higher number of high-risk patients,
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I-2- Complication d’une cryptosporidiose dans un contexte

d’HIGM liée a I’X : apport de I’allogreffe de CSH.

ARTICLE 2:

Complete recovery from Cryptosporidium Parvum infection with Gastroenteritis and
Sclerosing Cholangitis after successful Bone Marrow Transplantation in two brothers with X-
linked Hyper-IgM Syndrome (HIGM1).

Bensoussan D*., Dimicoli S*., Latger-Cannard V., Straczek J., Antunes L., Mainard L., Dao
A., Barbe F., Araujo C., Clément L., Feugier P., Lecompte T., Stoltz JF., Bordigoni P.

Bone Marrow Transplantation, 2003, 32 (7): 733-737

* Co-auteurs

Deux enfants issus de la méme fratrie agés de 6 et 8 ans, ont regu une allogreffe de
CSH medullaires génoidentique dans un contexte d’HIGM liée a I’X (ou HIGM1). Le déficit
complet en CD40L a la surface des lymphocytes T activés a €t€ mis en évidence par notre
laboratoire en collaboration avec le service d’Hématologie biologique du CHU de Nancy. La
détermination de la mutation sur le géne du CD40L a permis de confirmer le diagnostic. Les
deux enfants étaient traités par Immunoglobulines IV ainsi qu’avec une prophylaxie contre
Prneumocystis jiroveci jusqu’au jour ou ils ont développé une infection a Cryptosporidium
parvum, évoluant pour 1’un vers une cholangite sclérosante et pour [’autre vers une
cholangiopathie. L’aggravation clinique des enfants et la présence d’un donneur
génoidentique pour chacun des enfants au sein de la fratrie ont contribué a proposer
rapidement une allogreffe de CSH.

METHODE :

Le conditionnement de greffe a consist¢ en Busulfan (16mg/kg) suivi de
Cyclophosphamide (200 mg/kg). La prophylaxie de la GVHD a reposé sur du Méthotrexate
court et de la ciclosporine A. Les deux enfants ont recu des Immunoglobulines IV pendant 1
an post-greffe et un traitement anti-cryptosporidiose (Paromomycine 500mg/j et
Azithromycine 500 mg/j).

Les greffons de CSH médullaires ont été préparés au sein de I’UTCT par nos soins et
ont consisté pour I’enfant le plus 4gé en 1.6 10® cellules nucléées/kg et 3.36 10° CD34+/kg et
pour I’enfant le plus jeune en 0.78 10® cellules nucléées/kg et 5.8 10 CD34+/kg.

L’étude de I’expression du CD40L apres greffe ainsi que le suivi de la reconstitution
immunitaire cellulaire ont ¢été réalisés a I’UTCT en collaboration avec le service

d’Hématologie Biologique.
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RESULTATS ET DISCUSSION :

L’évolution clinique des enfants apres greffe a été trés simple. Le premier a présenté
une sinusite alors que le second a présenté une maladie veino occlusive et une GVHD de
grade II intestinale résolutive sous corticoides. L’infection a Cryptosporidium parvum a
disparu rapidement aprés la greffe chez les 2 enfants et les fonctions hépatiques se sont
normalisées a J60. L’expression de CD40L a la surface des lymphocytes T activés a été
étudiée a J200 post greffe et s’est révélée normale pour les 2 enfants. La reconstitution

immunitaire est intervenue progressivement au décours de la premiére année post-greffe.

L’absence de l€sion hépatique sévere au moment de 1’allogreffe a probablement été le
facteur déterminant le succes de ces allogreffes. Dans ces conditions, I’allogreffe de CSH
s’est révélée efficace pour permettre la résolution de I’infection a Cryptosporidium parvum. 11
semble nécessaire pour obtenir cet effet que I’allogreffe de CSH n’intervienne pas trop tard
dans 1’évolution de UD’infection et des dommages qu’elle engendre. Les moyens
médicamenteux pour limiter cette infection sont peu efficaces, méme si nous rapportons une
expérience concluante avec le Nitazoxamide, et ne donnent que peu délai pour I’organisation
de I'allogreffe. Un moyen d’anticiper sur la survenue de l’infection a Cryptosporidium
parvum est de rechercher régulierement par PCR la présence d’une réplication du parasite.

Ceci fait partie des recommandations de prise en charge d’un patient atteint d’un HIGM1.
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Case Report

Bone Marrow Transplantation {2003) 32, 733737
£ 2003 Nature Puttiishing Group A8 wghits sesered (268236903 $25.00
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Complete recovery from Cryprosporidium parvum infection with
gastroenteritis and sclerosing cholangitis after successful bone marrow
transplantation in two brothers with X-linked hyper-IgM syndrome

S Dimicoli', D Bensoussan®, V Latger-Cannard?, } Straczek®, L Antunes*, L Mainard®, A Dao®,
F Barbe®, C Araujo’, L Clément’, P Feugier’. T Lecompte®, JF Stoltz! and P Bordigoni’

YUnité de Thérapie Cellulaire e Tissus, CHU de Nancy. Allée du Morvan, S4511 Vandoeuvre les Nancy, France: *Laboratoire

' Hematologie Bintogique, CHU de Nancy, Allée du Mornan, 54511 Vandoewvre fes Nancy, France: *Laboraroire de Blochimie. CHU
de Nancy. Allée du Morvan, 54511 Vandoewvre les Noancy, France! *Laboratoire d' Anatomo-Pathologie, CHU de Nancy, Allée du
Morvan, 54511 Vandoeuvre les Nancy, France. *Service de Radiclogie Pediatrique. CHU de Nancy, Allde du Morvan, 34511
Vandeewvre les Nancy, France, SLaboratoire de Parasitologie et Mycologie CHU de Naney, Allée du Morvan. 54511 Vandoeuvre les
Nancy, France: "Service de Médecine infuntile 2, CHU de Nancy, Allée du Morvan. 54511 Vandaeuvre les Nancy, France

Summary:

We describe two brothers who sulfered from hyper-IgM
symdrome (HIGMI) with similar clinical features: recur-
rent infections, especially cryprosporidium gastroenteritis
with cholangitis. Their activated T cells did not express
CD40L. Nuckotide sequencing revedled a mutation in
both boys with respect to intron 4 amd exon 5 boundaries
of the CD4OL gene in Xq26. They underwent successlul
bone marrow transplantation (BMT) from HLA-geno-
identical siblings. The Cryptosporidium infection and
cholangitis resolved thereafter. At 6 months after BMT,
expression of CD4OL on activated T Tymphocyles was
normal. After 1 vear, both boys are well, and immme
reconstitation has improved. Based on these two successTul
experiences, BMT with a gemnidentical sibling seems a
reasonable therapeutic approach for HIGMI. if Cryppto-
sparidium infection occars.

Bone  Marrow  Transplantavion (2003) 32,
do1:10. 103&/si.bint. 1704211

Kevwords:  X.linked immunodeficiency with hyper-lgM,
CD40 Ligand; cryptosporidum parvum gastroenteritis,
sclerosing cholangitis

733737

Hyper-1gM Syndrome (HIGMI1} is a primary immuno-
deficiency associated with mutations in the genc encoding
the CD40OL, located at Xq26. Patents suffer recurrent
sinopulmonary and gastrointestinal infections, opportunis-
tic infections due o Preumecystis carinii, Cryprosporidium
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parvum,  Histoplasmosa  capswlara and  Leishmania,
Dysimmunity and malignancy are classical complica-
tions, "2

CDL, a membrane glycoprotein, is transiently ex-
pressed on activated CD4 ¢+ and CDB + T cells, mast cells,
basophils, cosinophils and plawelets. CD40, the CD40L
receptor, is a member of the TNF receptor family found on
B cells, monocytes, dendritic cells, epithelial cells, fibro-
blasts and some malignant cells. CD40 expression can also
be induced on different cells by gamma interferon (1FNyj.>#
Thus, a potential mechanism contributing to C. pervum
immunity could be a direct triggering of apoptosis in
CD40+ infected cells by CDMOL expressed on activated
T cells. More recently, Hayward et af* have shown in a
mouse model that CD40 expression on intestinal epithelial
cells is not required for C. parwum clearance. Moreover. €.
parvum infection can be cleared only when CD40 is present
on dendritic and mononuckear phagocyte cells. Interdeukin
12 production by these antigen-presenting cells leads
actvated T cells (via CD40-CD4OL pathway) to produce
TH1 evtokines such as IFN7y.

C. parvum,. a coccidian parasite, infects the intestine
and sometimes the respiratory tract. In immunocompro-
nused patients, it may cause severe intestinal fluid loss,
with dehydration, chronic diarthea and malnutritgon.
Several antimicrobial treatments have been tried but
none hax proven effective. As previously reported by
Hayward ¢r a/,° patients with HIGM) are ar increased
risk of cholangiopathy. especially with €. parvam
infection.

Curative therapy of HIGM relies on bone marrow
transplantation (BMT), from an HLA-matched sibling, as
first reported by Thomas er al®" or from matched
unrelated donors” However, the presence of C. parvum
infection, especially when complicated by sclerosing cho-
langitis, mmpairs the results of BMT. Khawaja ¢r al®
reported three cases where patients suffering from severe
C. parvam infection died soon after BMT.®
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In this report, we describe two brothers with HIGM |
who were both suffering from severe C. parvm infection
with gastroenteritis and sckerosing cholangitis. They under-
went successful BMT from a genoidentical HLA sibling
and recovered from the C. paruun infection.

Materials and methods

Case report

Two brothers, had a family history of immune deficiency:
wo cousins suffered from HIGMI. one of whom died of
diffuse . parven infection despite an HLA.sibhing
allogeneikc bone marrow transplant together with an
orthotopic liver transplant.

Thanks to family screening, the wtwo brothers were
diagnosed with HIGM1, confirned by the absence of
CDJOL expression on activated T lymphocytes. Seqguencing
of PCR-amplified CDI0OL genomic DNA revealed the
same mutation for the two brothers: a 10-nucleotide
deletion {gTGTTACAGT) and a dinucleotide insertion
{aa}at the intron 4/exon5 boundary. This mutation predicts
a premature termination of transiation and generation of a
truncated protein. The brothers presented similar clinical
features. Treatment was initiated with intravenous {i.v.}
immunoglobulin and £. carinii prophylaxis.

At 6 years of age, brother A had Cryprosporidium
gastroenteritis  with sclerosing cholangitis resulting in
persistent  diarrhea and severe weight loss requiring
contimuous enteral nutrition. The selerosing cholangitis
worsened and at MR-cholangiography, dilated extra and
intrahepatic bile ducts were observed. Needle liver biopsy
revealed sclerosing cholangitis with prominent peri-portal
concentric fibrosis. cosinophilic infiltration but no biliary
cirrhosis {Figure 1). Liver function tests were abnormal
(Table 1). Alkaline phosphatase was elevated and serum
aspartate and alanine amino transferase were six times
abhove normal. There was also chronic, but not severe,
neutropenia and eosinophilia.

Brother B had recurrent common sinus infections. At the
age of 8 years. he also suffered from a Crprosporidaom
infection with cholangiopathy, requiring enteral nutrition.
The results of MR-cholangiography were similar to those
of A (Figure 2). Needle liver biopsy revealed cholangitis
with mild, nonconcentric, fibrotic enlargement of the portal
tracts and eosinophilic infiltration. Liver function tests were
also abnommal. Alkaline phosphatase was clevated and

Figure 1 Sderosing chalangiti due to Crapiegparidham infostion, A lang
bile duct is surrounded by a cull of ocdematows, nflamod fbrows tixuee
with an onion-skin appaacance {arrow). Usaflorted interlabular portal
tract {amow head) Needle hiopsy, H&E.

serum aspartatc and alanine amino transferase levels were
five times above normal. Neutropenis and eosinophilia
were also present.

After considering the poor prognosis of this discase,
espeaially when it 15 complicated by Criplosporidinm
mfection. and given the family history. the parents gave
informed consent for their two sons to undergo BMT. The
donors were two different HLA didentical sisters.

The boys were conditioned with busulfan (4 mg/ kg body
weight per day for 4 days) [ollowed by cyclophosphamide
{50mg kg body weight per day for 4 days). Graft-versus-
host disease (GVHD) prophylaxis consisted of short-term
methotrexate {15 mg/ny on day 1 and 1Dmg/m? on days 3,
6, 11 after BMT), and cyclosporine A (Gmgkg/day as a
contmuous i.v. infusion on days ~ 1 to + 3 and 6 .25 mg/kg
wice datly from days 31 to 180 post-BMT). Infection
prophylaxis mcluded wolation in a laminar air-fow unit,
oral administration of nonabsorbable antbiotics and
trcatment with 1.v. immunoglobuling for | vear (200mg;
kg weekly for 3 months and then 400 nyz/kg per month).
The boys continued with enteral nutrition and anti-
Cryptosporidiin treatment {paromomycin 300 mg/day and
azithromywein 5060mg/day).

Table | Liver function texts {patient A}
Before . Bofore BMT Day of BMT  Day + 15 past BMT Day <30 post BMT Day <60 post BMT  Normaf values

paraim frfest bont
ALP 421 962 w7 893 586 79 0260 Uit
Total hilirubin 2 2 2 18 ] 2 211 mgil
Direct bilirubin 1 1 1 9 2 1 <5 mgil
ALT B 17% 46 12 X 12 540 L1
AST 16 99 72 3 3 26 F-35 Uk
s’-nucleatidase 3 40 7 44 2% 6 0-9 Uk
LDH 56 595 834 739 01 95 204 L1

ALF: alkaline phosphatase, ALT: alasine amino teansferase, 457 aspartate amino tanslerase
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Figare 2 {a) MRCholangingram fram paticrt B at 7 years of age, hefore
Cryptasporideim infoction, intm- and axtrabepatic bile ducts {3 are
rarmal according to age. {b) At 3 years of age Surivg Cryplasporidm
infoction. MR -Cholangiogmm shows dilated extra- and intrabhepatic hile
duets with strichres of intrabepatic bile ducts. {¢i At 14 months after BMT.,
MR-(holangiogram shows stahilization of cholangitix aed a decrcase w
the dilsation.

On 27 Juby 2001, B received 1.6 x 1(® nucleated marrow
cellskg and 3.36 x 10° CD34+ cells/kg, and A received
0.78 x 10* nuckated marrow cellsikg, and 5% x [f
CD34 -+ cells/kg on 3 August 2001,

Cryprosporidium detection

(1) Immunofluorescence detection
Stools were prepared and processed using the
monofluokit  Cryprosporidivn {Sanofi  Pasteur,
France), based on fluorescein  isothiocyanate
(FITC)ycomjugated monoclonal antibodies directed
against the oocyst wall. Crepiosporidium sp oocysts
{57 pn) were detected by fluorescence microscopy.

2y PCR detection
Stools were processed and DNA was extracted with
QI Amp swol MmiKit (Quagen). The reaction
was performed using primers SBO12F and SBRO 2R
that amplified a 458 bp fragment specific for C.
parvum.'®
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Results

Civical course afier BMT

The clinical course for A was uneventful. At day 17, his
absolute neutrophil count was over 300 per cubic millimeter
and platelet counts were self-sustaining at levels above
50000 ul ac day 26. Neither GVHD nor veno-occlusive
discase was observed. He had suffered from sinusitis ino
organism identified) successfully treated by i.v. antibiother-
apy. The Cryprosporidien infection disappeared soon after
engraftment and was undetectable after day 60, despire
mmunological defects due to the allograft procedure. At 4
months atter BMT, MR-cholangiography was significantly
mproved. After 19 months. stabilization of the cholangitis
and decreased dilation of the extra and mtrahepatic bile
ducts was confimed {Figure 2}. Liver function tests
normalized by day 60 post-BMT (Table 1). On day 200
post BMT. the quantitative and qualitative expression of
CD40L on T cells was normal. DNA analysis revealed that
100% of lymphocytes and polvnuclear cells were of donor
origin. Immune functions have improved regulady. Today,
the patient is well, requires no parenteral nutrition, has had
no further infection, no GVHD, and is going o school.

At day 10, B had sinusitis that resolved with iv.
antibiotics. At day 13, he had grade 2 veno-occlusive
discase that resplved with appropriate treatment. At day
49, he developed acute GVHD of the gut, successfully
treated by corticotherapy. On day {5, an absolute
neutcophil count higher than 500 per cubic millimeter was
observed, and plateler counts were above 30 000/ul at day
20. Cryptosperidium was detectable until day 16 after BMT
and then, as with his brother, the infection resolved.
Results of MR <cholangiogram analysis and liver function
tests were similar to those of A. On day 200 post BMT,
quantitative and qualitative expression of CD40L on'T cells
was normal. DNA analyas revealed that 100% lympho-
cytes and polynuckar cells were of donor origin. Immune
functions have improved regularly.

Today, the patient is well requires no parenteral
nutrition, has had no mmfections. no recurrence of GVHD.
and is going to school.

Imnnnological reconstitution

At 1 month after cessation of i.v. immunoglobulin, normal
production of IgM, 1gG, TG subclasses and specific
antibodies to tetanus and diphtera toxowd occurred. The
same  tme course of lymphocyte reconstitution was
observed in the two brothers. The Twcell count, normal
before BMT, mmproved gradually and was completely
norpial 19 months post BMT ([61&x (0% for A and
1123 % 10%1 for B). The T-cell subset, evidence of thymic
function (CD4+ CD4SRA -+ ) simultancously reached
normal levels (412 1091 for A and 312 x 1061 for B).
The absolute B-cell count, low before BMT, normalized
within the first vear after BMT. Moreover, memory B eells
{CD19 + CD27 -+ ), absent before BMT, were first observed
1 year post BMT.

Before BMT, in virro proliferative responses tw Tocell
nntogens were normal but no proliferative response to

P

w
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tetanus toxoid antigen vould be observed. At 1 year post
BMT, response to mitogen completely normalized. The
same normalization was observed after stimulation with
tetanus toxoid antigen.

Discussion

We describe two brothers with HIGM 1. Both had a severe
form of Cryptoporidium infection with sclerosing cholan-
gius requinng continuous erteral nucrition. Both under-
went  successful BMT  without serious comphications.
Despite weak immune defences, the Cryprosporidiem
infection did not worsen but disappeared soon after
BMT. After | year, immune reconstitution has gradually
improved and both patients are currently well with a good
quality of life.

The absence of serious, lesions in the kwver or other
organs allowed us to perform a standard BMT with
myeloablative conditioning. This was not the case for the
cousin who also suffered from HIGM1, complicated by
frequent pulmonary infections which caused bronchiccta-
sis. He also had a €. parvum infection with hver lesions
including sckrosing cholangitis. At the age of 12 vears. he
underwent orthotopic liver transplantation, followed by
BMT. This was unsuccessful and he died of diffuse
C. parvam infection with pulmonary and hepatic failure.
This was probably due to the parasite, the advanced
sclerosing cholangtis, as well as to the pulmonary
insufficiency and patient’s age at BMT. Owing to this case,
the two brothers underwent BMT at a younger age, before
serious lesions had occurred and in the absence of any other
organ injury.

Khawaja er ol reported two HIGMI1 patients with
severe liver disease and C. parvn infection, both of whom
died soon after myelcablative BMT. Onc had chronic
Cryprosporidium infection  with  diarrhea, sclerosing
cholingitis, cirrhosis and  pancreatitis, requiring total
parenteral nutrition. Atter BMT. he died from fulminant
liver failure associated with veno-occlusive disease, Cryp-
tosporidium infestation, and GVYHD. The other had a
similar clinical pattern, and also extensive bilateral
bronchiectasis. On the other hand, Amrohia ef a/® reported
nonmyeloablative stem cell transplants on cight patients
with congenital immunodeficiency and severe organ dys-
function. Two, who suffered from HIGM1 with sclerosing
cholangitis, were successfully treated. One of these had a
Cryprosporidiunt infection before BMT that cleared after
transplantation, suggesting significant recovery of func-
tional immunity. However. Khawaja er of? described an
HIGM! patient with a severe Cryprosporidium infection
who died soon after nonmycloablative BMT. He had
cryptospondial ascending cholangitis with portal mflam-
mation, confirmed by hver histology. The Cryptosporidial
enteritis worsened after BMT and this, together with a
capillary leak syndrome, resulted in the patient’s death.
When severe liver failure is associated with HIGM1,
orthotopic liver transplantation, together with nonmyeloa-
blative BMT, could be an option. Hadzic e af*! reported
the successful treamment of an 18-year-old HIGM! patient
with serious cirthosis: they accomplished combined correc -
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tion of the primary immune defect and secondary liver
complications. Martinez 1banez e al'? described three
HIGM] patients with sclerosing cholangitis who under-
went only liver transplantation and suffered relapse of
sclerosing cholangitis 10, 18 and 2% months later.? Owing
to the T-cell deficiency, HIGM ) patients are predisposed to
autoimmune disease triggered by opportunistic infections.
Thus, in HIGM!1 patients, a liver transplant alone cannot
prevent sclerosing cholangitis relapse and must be accom-~
panied by a BMT to correet immune defect >

When Cryprosporafivm infection occurs during the wait
for a transplant, antimicrobial treatnent can be initiated.
Many treatments have been studied in AIDS patients,
including Paromomycin, Clarithromycin, Azythromycin
and Sinefungine, but without any demonstrable benefir.
In our two patients, Paromomycin did not clear the
Cryprospridium infection. As previously mentioned, the
CD4OL-CD40 pathway s vital for C.parvun clearance
However, we have successfully used Nitazoxamide in a
child with Cryprospaoridium infection secondary to cord
blood transplantation for acute myeloblastic leukemia
(unpublished). This may be an interesting alternative
antimicrobial treatment. Additional intravenous CD40L
could be useful in temporary Cryprosporiditn infection
management, although Vestereng ¢r al'* did not ohserve P.
carinii clearance using recombinant CD40L in SCID mice.

Optimal HIGM | management appears a challenge when
severe hepatic lesions occur, especially in the presence of
C. parvem ¥»1123% Myelpabladve, or perhaps nonmyelo-
ablative siem cell transplantation, should be performed as
saon as . parvanr tnfection occurs. In cases of advanoed
hepatic damage, hver transplantation together with non-
myeloablative BMT should be considered. Nitazoxamide
could decrease (. parwum mfection before BMT, limiting
conditioning regimen toxicity, and could be maintained
during the profound post BM T immunodeficiency. Regular
liver function checks and early C. parvam detecton would
be helpful for HHGM | patients. PCR analysis together with
immunofiuorescence studies seem promising and sensitive
tools for early parasite detection. ™ PCR sensitivity could be
improved by using competitive, guantitative or nested
PCR. Early diagnosis could allow clinicians w consider
BMT -especially when a genoidentical sibling is available-
before any severc hepatic lesions occur.
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ARTICLE 3: Article collaboratif

Treatment of CD40 Ligand deficiency by haematopoietic stem cell transplantation: a survey
of the european experience, 1993-2002.

Genery AR, Khawaja K, Veys P, Bredius RGM, Notarangelo LD, Mazzolari E, Fischer A,
Landais P, Cavazzana-Calvo M, Friedrich W, Fasth A, Wulffraat NM, Matthes-Martin S,
Bensoussan D, Bordigoni P, Lange A, Pagliuca A, Andolina M, Cant AJ, Davies EG.

Blood, 2004, 103: 1152 - 1157.

Il s’agit d’une analyse rétrospective portant sur 38 patients européens ayant regu une
allogreffe de CSH pour un déficit en CD40 Ligand, dans 8 pays européens entre 1993 et 2002.
Les deux enfants dont les expériences d’allogreffe génoidentique ont été rapportées
précédemment, sont inclus dans cette étude ainsi que le patient dont 1’histoire clinique avait
été publiée en 1998 par le Pr Bordigoni (Bordigoni et al, 1998).

Nous avons longuement discuté cet article dans notre revue bibliographique ; il s’agit en
effet de la seule étude incluant un grand nombre de patients. De ce fait, les conditions
d’allogreffe sont trés différentes d’un patient a I’autre : conditionnement myéloablatif ou non
myéloablatif, allogreffe de MO génoidentique ou phénoidentique avec ou sans déplétion T.
De méme, le degré de [D’atteinte hépatique ainsi que la prévention des infections a
Cryptosporidium parvum varient d’un patient a 1’autre.

La moitié des déces observés dans cette €tude sont liés a une infection a Cryptosporidium
parvum présente avant la greffe. Cependant, aucune corrélation statistiquement significative
n’a pu étre mise en évidence entre une infection a Cryptosporidium parvum ou une atteinte
hépatique et la survie post-greffe. En effet, seuls deux paramétres ont une incidence
statistiquement significative sur la survie post-greffe :

- une atteinte pulmonaire pré-existant a la greffe est associée a une faible survie (p =
0.0002) mais une pneumonie a Prneumocystis jiroveci n’ augmente pas la mortalité.
- les allogreffes réalisées en situation d’incompatibilité d’un antigéne HLA donnent

de moins bons résultats que les allogreffes phénoidentiques sans incompatibilité

HLA (p = 0.02).

D’autres études seront nécessaires pour mettre en évidence les facteurs influengant la
survie post-greffe. Cette étude a, quant a elle, pu montrer que 1’allogreffe de CSH permet de
guérir 60 % des patients atteints d’un déficit en CD40L, une atteinte pulmonaire pré-existant a

la greffe étant le facteur apparaissant comme le plus péjoratif pour la survie des patients.
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Treatment of CD40 ligand deficiency by hematopoietic stem cell transplantation:
a survey of the European experience. 1993-2002

Andrew R. Gennery, Khulged Khawaja, Pau’ Vieys, Robbert G. M. Bredius, Luigi D. Netarangelo, Eve’na Mazzc'an, Alain Fischer,
Paul Landas, Marina Cavazzana-Ca'vo, Withe'm Friedrich, Angers Fasth, Nico M. Wulffraa!, Susannre Matthes-Martin,

Daniedle Benscussan, Pierre Bordigont, Andrze; Lange, Antonic Pagliuca, Marine Andoina, Andrew J. Cant, and E. Graham Davies,
for the Ewropean Group for Blood and Bone Marmow Transplaniation and the European Sociely for immuncdeficiency

CD40 ligand (CD40L} deficiency causes
recurrent sinopulmonary infection, Prew-
mocysds carinii pneumonia, and Crypro-
sporidiurms parvum infection. Approxi-
mately 40% to 56% of patients survive to
the third decade:. long-term survivat is
unciear. Hematopoietic stem ceil trans-
plantation {HSCT) is curative. We present
a retrospective analysis of 38 Eurcpean
patients undergoing HSCT for CDA0L de-
ficiency in 8 European countries between
4993 and 2002. Donor stem cell source
included 14 HLA-identical siblings, 22 un-

related donors, and 2 phenotypically
maiched parental stem celis {12 T-cell
depleted). Of the patients, 34 engrafted
and 26 {68%) survived; 3 had autologous
reconstitution, 22 {38%) were cured, and
1 engrafted but has poor T-celt immune
reconstitution. There were 18 evaluated
patients who responded Yo vaccination.
Of the patients, 12 {32%) died from infec-
tion-related complications, with severe
cryptosporidiosis in §. Grades 2 to &
graft-versus-host disease {GvHD] associ-
ated with infection occurred in € of 12

fatal cases. HSCT cured 58% of patients,
72% of those without hepatic disease.
Early T-cel function following whole mar-
row HSCT eay limit cryptosporidial dis~
ease, but survival was similar after Tcefl-
depleted HECT. Preexisting lung damage
was the most important adverse risk fac-
tor. Further studies will determine optimal
timing and type of HSCT. {Blood. 2004,
W3:11532-1157)

Introduction

€: 2004 by The American Sookty of Hematoiogy

CD4C hzand (CD40L) deficiency (X-hnked hypar—1imnminogicbu-
n M1 [EEGM1] iz 3 rare H-linked pamary T-lyraphocyte
mmmmodsficiency caused by mutstions in the gene encoding for
the CDHIL glycoprotein {CD134} expressed on the surface of
activated T lymphocytes -2 CD40 ligand mteracts wath the CD40
snfare molecule constitutively expressed on B hymphocytes and
vells of the monocyta'macrophage lineage s well as epithelsal
cells ¥ Interaction between CD40L/CDA0 15 cxztical mn matiating the
mammiecgiobulin tsotype class switch from IgM to IzG, IgA, and
IeE in B cells and also has an important role I menocyte’
macrophage activanicn.

Clivical manifestation: mebude recumrant bacverial smopalme-
nary infection, a5 well a3 puelnmonia due to infection wath
Prieumocnyctis carindi. Susceptibility to pastromtestmsl mfection
swith protozoa such as Crsplccporidium pervirs may lead to
seleresing cholangitis, cithesis, and cholangiocarcinoma ¥ Fatal
viral infections meludmg cytomegatovirus {CMV) and enteroviral
meningoencephalifis are rarely reported complications.’ Affected
patients tvpically have very low or absent bevels of 1zG and Igd and
normal or high levels of IgM. Neubopenia affectc wp te 0% of
patients’® and autoimnmuse disease alse ovours. In 3 recent aualysis

of 126 patent: reported o the Furopean Seciety for Innmmodefi-
slency {ESID)} ragistry, approximately one sixth developed hepatic
diseaze, associated with crypiospenidial infection in more than
30%%.7 Survival to the fownth decade 1z 50%.7 but the mumber of
cases avallable for analysis in the older age mroup is wery small, snd
the chances of long-term surtval ave sall wnclear.

A signzfhicant proportion of afacted bovs still die in eardy adult
hife despite supportive therapy with mmuneglobulin replacement
and antibwotic prophylaxis® Hematopoetic stem cell #ransplanta-
trop (HSCT) has the potennal to cove this T-cell mnvmndafi-
ciency ™7 A particular problem during fransplantation is reactiva-
tion of cryptospondial wmfection resulting in diamhea aud acute
cholangiopathy. In a study using molecular techmaues to detect
asymptomatic camage of eryptesporidial species m plimary mwuarm-
nodeficiency pattents, 5 of 12 patients with CD40 ligand defciency
were chropically colonized, of whom onlv 1 had a known histery
of mfection. Reactivated cryptospenidial disease occwrred mn ali
I patients who underwent HSCT and was fatal iz 1.'® Indications
for HSCT in CD40L daficiency are 5631l not clearly defmed. In
this retrospactive study of patients with CD40L deficiency who
underwent HSCT, complication: and outcomse were analvzed
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according to the presence or absence of nsk factors at transplan-
tation. a2nd, m particular, source and degree of matching of
donor stem cells, evidence of preexasting infection, and hepanc
or lung damage.

Patients, materials, and methods
Data coliection

Ewopean centers known to have perfoemed HSCT for this condibon were
identified from the Working Paty on Isbom Errors of the Ewopean Growp for
Blood and Mavew Trangrantation and fons the Exmopean Sociaty: for Inmmmo-

dafizzancy (FSID} datsbase on CO40 Ligand deficiency. A retrospective analvas
of data Soms 38 patents with CDIUL deficiency who imdarwent transplatation
n 13 cmtery 13 § Buropean coumtrie: between 1993 and 2002 was performed
with follow-up betwesen 12 o 93 vears (median 3.4 yeas). Data from 15
patients have been previously publishad %10 13 15052

Patient characteristics

Patient charscheristics ave shown i Table I. Al patients showed absance of
CDH(L om achvated mononuclear calls. The detailed methodolozy vasied m

TREATMENT OF CD40 LiGAND DEFICIENCY BY HSCT #1582

different centers but always: imvolved activation with mitogens andar
1onomyen followed by fiuorescence-activated cell seater (FACS) analvsis
after labeling with ant:-CDYOL and simemitanecus labeling witk another
Tcell activaton marker {CD23 or CDA%) as a comtrel for celinlar
activation. The diagooats was confrmed by nnatation analysis m all but oge
patient (patient 35).%* Cryptosporidium detection was perforsed by stan-
dard light mucroscopy aftar staining either with a1 modified Zeikl-Neelsen
method or using a flucrescest antibody. In 8 patients {patients 17, 20,22, 23,
26, 36, 37, and patient 33 afer HSCT only} polymerase chain reaction
{PCR) technigues were alsoused.

Clinical characteristics

There were 16 patsents who had suffeved Preumocistis carimi prewmorda;
6 hiad bronchiectasis ox computed toreography scan prior to tansplantaton
4 of whom had had Preumocysiis carinii pneamonia (Table 11 One had
mtrapulmenary calcification. There were 19 patients who had documented
presiows oryptosponidial infection; in i pattent {patent 29, Crypraspo-

riduns pearvaen was fust defected followmg chemotherapy conditioaung. OF
the patiants, 13 had notmal hepatic function and ulfrasound imaging and did
ot underzo hepatic biopsy; 6 (patients 2, 33, 15, 21, 22, 2nd 33) i whom
Lepatic biopsy was nomiai had movmnal hepatic ulnaseumd imaging, 2 of
wham {patients 21 and 22) also had mildly abnormal hepatic function. The

Table 1. Clinical characteristics of European patients with CD40 ligand deficiency

Cryptosporidium
Case Age at Tx. y PCP Respiratory status Liver histology infection
LI + Nosma! Not evaiuated -
2 12 + Noema Nermal -
3 2 + Nomal Not evaduated -
4 2 - Norma Not evauates -
s 2 - Normal Mot evaiuated -
2 5 + Noma Not evatuaied -
7 AT5 - Normal Sclerasing cholangitis +
2 4 - Neema? Not evaiuaned -
8 4 - Noomial Mot evalated -
w0 4 ~ Neema Cirrhosis +
11 4 + Bronchiectas's Nt evaiuated -
12 45 + Noemal Not evatuated +
13 45 - Noema! Nornal -
4 45 ~ Npoma Mot svaiuated -
5 T - Noevral Sclerosing cholangitis +
18 7 + Norma Norral -
7 73 - Nosma! Sclerosing choangitis +
18 a - Normaé Sclerosing cholangitis +
1% -3 - Bronchiectas's Portal inflamrration +
20 87 - Noema? Sclerosing cholangitis +
2% 85 - Normal Normal -
2 a5 + Norma Normat .
3 18 + Norma! Solerosing cholangitis -
24 10 - Noemal Gaolerosing choangitis cinhoss +
) 11 + Normal Bderosing cholangitis +
el 115 - Neema' Sclerasing cho'angitis -
zr s + Bronchiectssis Srlerosing cholangitis cinhosis +
28 155 - MNormat Not evauated -
2% 1 + Bronchiectasis Portal inflammation +
3¢ 13 - Neymia Sclerosing chefangitis +
3t 44 - Nosmal Fibrosis +
2 14 + Bronchiectasis Sclerosing cholangitis +
i 15 - Sloerresl Norral -
4 187 - Norma Sclerosing choangitis +
35 °% + Intrapumonary calcificstion Sclerosing cholangitis atypical sarocma -
W2 15 - Normal Sclerosing choangitis ~*
7 13 - Neemal Sclerusing choiangitis cirhosts -
£ 19 - Bronchiectas's Not evauated -

Tx indiates transplantaton; PCF, Preurnocy'sts carni pneumona.
*Positive on PCR testing onfy.
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Teznaining 10 patiests who bad aboormal hepatic famclion, unitaspand
imaging, or ecdoscopic remograde cholangiopancreatozmaphy had histo-
logic hepatic. disease: sciarosing cholangins ondy (12). sclerosing cholangi-
tis and hepatic cirrhosis (3}, Shrosis (1), portal imflammaticn: {2}, cirthos:

{1), and sarcoma {I). There were 3 patents who underwem: e
orthotopus kepatic transplantation at 4, 3. and 26 weeks prior 1o hematoped-
etic stem cell iransplamration {patens 34, 37 and 27, respectively)
becanse of preaxisting cirrhosis apd hepatic failure, and | panspr at 34
weeks prios 10 hemasopoieric stem celf mansplantxdon (patient 33) because
of an atypical sascoma. Cue patenr bad infiammatory btoael diseaze ané
segonegarive polyarthrtis (patuert 233 There were § patient: who had
severz fallure to thrive (patients 16, 23, 30. 32, 35, and 33}, of whom 4
raquired long-term tofal parenteral autrition (padents 13, 30, 3%, xnd 3%)
Al padenss received immmoglobulin repdacement therapy aud had normal
traugh IgG levels prios to transplaztation.

Transplantation

Age 3 wasspiantatoen raeged from 1 o 18 years (medsan. 8.4 vears). There
were 27 patients who reczived cytoreducdve conditiozing with 16 s 26
mgkg busulphan and 200 makg cyclophosphamide. 3 of whom received
additional aati-legkocyte functon amtigen-1 LFA-1) and anti-CD2 anzivod-
ies and 17 rabour antithymoryte globulin {ATG). Othar regimens inclnded
the following 16 mgkg busulphan, 200 wmgks cyciophosphamide. ané
alemmzumab {1 pattent), fudarabine and meiphalan with ATG admines-
terad imymediately before and afier step? cell infiasion {resubing in it vive
T-cell deplenion: § patieats, 1 of whom alse received ol Iympho:d
irradiation); fudarabine acd melphalan with alemuzumad adminiceered
immediately before and after stem call wfusion {2 pasentsy. tosal hody
irradiation with partial hepatic shueldivg md cyclophosphamide (1 patienty
12 mgkg busulphen, 20 mgkg thiotepa. 20 mez'm® Rudarebine, and &
migkg cyclophosphamide ( patent), and fudarabine aod melphalon alons
{1 padent). The chosce of condinioning regimer: was institatonally dependent

HLA matchipg of donor and recipzant was coznfirmed by serology and
moleculas typing. There were |4 patients who reczived whole mamon fom
BI A-identical sibling donors; 12 received unrelated dowor hematopoedc
siera cells, of whick 15 were full {10/13) masckes and 7 mismatched at cne
majer anagen. Of the petisass, 2 received phenorypically masched related
hematopoietic stam cells fom 2 parent, and 12 patients receivad T-celi-
dapleted grafis (11 urrelated dooor and 1 phenorypically matched refated
damery, 2 by addition of CAMPATH-IM 0 the mamow in vige. acd 9 by
TD347 stem cell enrichiment.

For graft-veysus-hoss disease prophyleis, 33 patients meceived cyclo-
sporin A, of whom 1§ also yeceived methowrexate, and I, 2ddivional mefot:l
mveophsnolate. Of these 33 patients. 3 additionally reczived methyipred-
nisolawe, | of whom also recaved ATG as graft-versus-host diseass
{GVED) prophkylaxis. There were 2 patiznn who received nyycophenclate
mofen]. and 1 recerved basilizimab i additien o cyclosporin A; 1 patient
received sacrolimus alone. 3 patents given CD34 7 -egriched stem cells and
1 raceivieg whole mamrow did not receive GvHD prophylaiz. All patients
were solated in Hepar-fitered o laminar fiow facilites. Bafore or duning
transplantatien. 35 received amithromycin alome or azithromvycin acd
FATOIMCIIYCED &3 antcryprosporidial prophylasss or weatmens, Oue pahant
{patiens 34} recerved nitazowapide rreatmen: for cryprospondiosis at the
time of tracsplapiaton.

Statistical analysis

The log-ramk test was uted w compare cumelaive survival betwsen
different groups. Siatistical amalyies were performed using B-ETAT
{varsion 0.5PPL; Dyoanuic Microsystems, Silver Spring, MI).

Results
Engraftment

As demvonstrated trv molecular genetic analysts, 34 patients en-
grafted with full or partial donor chimerisra. There were 4 patients
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whe had autologous reconstitution {patients 8, 18, 23, and 34), of
whore 3 contmue with zntihiotic prephylaxs and inmumeglobulin
replacement. The fourth patient {patient 8 engrafted after a further
condittoned rransplantation sung whole manew from 3 diferent
wrelated domor. Panent 33 developed 100%: engraftment with
grade 2 GHD but has parsistent very low T-cell mmmbars with a
mimraa] amewnyt of CD40L expression despite s sterm cell top up.

Followang the iutia) transplantation, 4 patiants veceived “boost™
mfusions. One patient (patient 8} recerved an uawonditioned donor
stem cell mfusion after the second transplantation because of lack
of donor T-cell chimerizm despite full donor chrmerism in other
cell lineages. Ome patent (patient 16) received an umconditioned
doner celf wfinion, and 2 patients (patiests 12 and 33) received an
uzmconditttered donor stem-cell-ennched nfusicn for failmg chinye-
ism. One patent (patiemt 35) received 3 donor lymphocyte
mftsiors for fack of donor T<ell chimensm despite full domor
chimensm in other cali lineages.

Infection

Pahent 3] developed probable enferoviral encephzhitis, treated with
pleconard, but has residwal newclogic smpabiment Patiem: §
weloped dizsemanated adenosius type 31 mfection durmg the
second taysplantaticn, treated successfully with intravenous niba-
varin and cidofow. Patent 34 developed Epstein-Bamr wviral
mfection treated with foscarnet and ninwareab. All 12 patients who
did mot swvive died fom comphications relatmg to mfection
mehnding crvptosponidiosis, CAAV, and aspergilius infection

Adverse events

Dazpite hepatic disease i X0 patients. venc-occlusive disease
(VOD) occurred in catv 4 (patients §, 1%, 30, and 32). Signihcant
acute graft-versus-howt disease (GvHD) (grades 2-4) ocowred in 14
patients and was associated with a fasal outcome i € with
preexisting infection {adenovirus m 1, oryptosporidiosis i 2,
cryptospondiosis, adenoniras and asperzillesis 1n 1. asperzillosis
i, and CAMV 1 §; Table 23 One panent (paten: 36} underwent
orthotopic hepatie tansplastation followmgz hematopeietic stem
cell mansplantation, because of fulminarmt hepatic faslure. but died
of pulreonzry cryptosporidios:s. Of 4 patests who underwent
elective orthotopic hepatic ransplantation prer to hematopoletic
stem cefl transplantation, 3 died Ome developed hepatic graft
rejection fellowing hemafopoistic stem cell tramsplamtation and
died from omgomg cryprosponidizl, zdenovizal. and aspergillus
mfecior secondary to immmmosuppression (patiemt 274 3
patient failed to engra® donor T hreephocytes, despite full donor
chimenism i all other hematopoietic cell lneapes and 3 domor
bemphoeyte infusions following HSCT, and died of aspergilions
{patiest 33) The other patient showed no evidence of hepatic
growth followmz HSCT and so underwent 3 second osthodopic
hepatic fansplantakon but died from overwhelming crvpiocporsdi-
osis (patiant 243

Survival

Thers are 25 patients (68%) who are alwe and well with 2
follow-up of 1.2 to 9.3 years (median, 3.4 vears) {Table 3}

Overall, 22 (38%) patients ave curad and express CD40L ox
activated vmmphoeytes; 20 no longer receive replacement tmmuno-
globulin, 18 (82%) of whom have been assessed and shown to
raspond to vaccmation with Haewmophilus ifhiensae npe B md
tetanuz antigens, and 1 of whom 1 being evalaated.
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parametery exammed, meindme preeasting hepatis damage previows
mifechion with Preurogsts carimi co Cnplosporidisam pervis, tang-
planzation before S years of age, conventionad or low-nensity condition-
ing regumens, use of wwelated donors or T-cell-depluted matrow, or the
occunrence of GuED.

Discussion

Supportive teatment of CO40L defictency varies slightly betwaeen
Ewmropean centers but all patients receive immumoglobulin replace-
ment, prophviactic antibioties for Prewmorystis carinii puenmntonia,
gralocyte colomy-stmmdaring facior for miractable nevfropemia,
as well as ansbactenial treaeent and nuaitional support. Long-
term prognosis remams pocl despite supportive treatnrent, and
hepatic disease is the major cause of death *

For patents with established hepate dismase, planming the mowt
appropuiate trestment renmary difficult, = ocoalt arvpiozponidhal infec-
tiom 15 very itkely o meactivate durng the postiensplantation penod
despite the wse of propindacee antmmerobiaks snd can lead to firther
comyperanise of bepatic fimetion. Hepatic biopsy vields usefial informa-
thoe regarding hepatic damaze. but should be considerad ealy if theve 15
biochenncal or radiolopic avidance of disexe. Swuprizingly, despire
preansstmg Bepatic dizease being a3 risk factor for VOUD in HSCT, only 4
patents expenenced thas conplication evan though most patients
recetved standard Puropean comdlifioming protecols contaming busul-
phan known w© be associzted with an mersased nsk of VODM
Fludaabmemelphalan conditonmg rezimens generally cause les
acute toxicity than comverntional regmmens and nuxy be prefeable w
Ppatents with presasting hepatic driease '? For patients who present with
end-stage hepatic disease related to CDY0L deficsency:, a comobination of
arthotopic bepate transplantaton followed by a nonnryeleablative
rechiced-intensity, chemotherapy-condiioned bone manvow tansplanta-
ticn has been successfid m ome case {patemt 37)¢ hwerestingly,
comventionzl and mwlecular diagnostic methods faled to show aoy
evidemcs of ayptospondial mfection in this patient &t a1y stage.
However, HSCT should be done as soon as possible afber onthotopic
hepatic transplantation because of the hugh risk: of severe axyplosporidal
mfection o the mew hver and cumequem zapﬁd daweriorabon afhepaﬁr;
pokbymearase cham eachon has been &\empe& and may alfow beim
wennfication of patients at Igher nisk 1% However, at the moment good
antervpbosporsdial drizgs are not available, althongh 3 combmaton of
dmgs sach as paromonryom, n{@mx.mide, and azitronrerin may be of
some wse i suppressang mfechon

Previous Prewmoaustis carnii pnexmonsia did not merease the nisk
of death followmng HSCT, but preexistng g damage was stougly
associzted with movtaliy It may be that preexasting lung damagze 15 2
predichve marker for latent viral or fomgal ifectica Altematuehy,
patents with preedsteng bmg damage mav be i zenarally poorsr
condigon and rolerate ransplantation less well. iz of pote that although
severe GuHD was oot sigmiheantly different betwasn the 2 groups, all 4
panents with GeHD sester than zade H died and fhus assoczation may
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be micve apparent m a larger seves. Tiansplantation using whole marren
to achzeve eatly T-cell macovery would be a logical approach to it
cryptospendial or other mfective disease, but, m thes study, 7 of 12 cases
enyafied after receiving T-cell-depleted marrow and T-cell depletion
was not asvoczated with @ micreazed mortality. The resuits wsmg
Tcell-depieted and whole marow fiom urmelated donors ave wery
encoursgmy, with 68% of patients survrving, sanilar to recent Exropess:
rezults veported for matehed waelated doner tansplams for othey Tcall
mrmmodefeiemes ¥ However. the use of atigen-nusmeatehed dowors
was associated with death or sutologous recomstitation.

The wost difficult guestion remnins the Svang of HCST %pam
without preexisting hepatic diseaze, HSCT was successfil m 13 (72%%)
of 18 patients, wath 4 deatls and 1 autologous reconshfution. Thy.e
vesults are sirdlar %o those achueved when voumg, 1mlatively wel
chaidven wath other T-cell mummmodeficiencies such as Wiskot- Sldrich
zyndrome*” underzo fransplantation where earhy HSCT is more success-
$ad than that done 2t a later age. Many patients reprain very well, leading
near normal kves on supportve testment winch mclodes the we of
bozled water fo reduce the & of crvptosporidial dizease Also, there
may be an understamdable reluctance to rigk 2 20°% or greater chomes of
death following HSCT when 1 15 not certain which patents will
witmiately develop fatal hepate disease. One approach m CDMOL
defiriency nuav be 1o adnunzster auppormve therapy and moritor closely
for evidemce of hepatic disease and other coreplicatons mebuding hae
damape wath HICT performed at the eashiest sign of conphications,
possibly wsing a low-amenzty condifioning regwmwn &u abermative
woald be to recoromend earty HSCT wsing 2 full conditionng regimen
These questons will be answered cndy by comtmunme carafil collectuoe:
of datailed lonmmdinal follow-up data ou the meidance of conplhica-
tiors and the suraval of patemts treated by HSCT early with fdl
condifoning, laber with low-intemsity conditioning or withowt HSCT
and fll supportive care only. It vl be paticulaly moportant to identify
adverse xusk factors for each weatreent strategy 5o thiat we can datermine
who should undsego transplantanon and when HSCT should be
performed Thase vesults from across Bxrope show that, ovesall, HSCT
is owmative i mexly HP% of CDA0L panents, with pressdsting bmg
deseace appearing to be the rxost mportan adversa rsk Sactor
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II- PREVENTION DE LA GVHD

I1I-1- Déplétion T par sélection positive CD34+ dans le WAS

En Juin 2000, nous avons réalis¢ une allogreffe phénoidentique déplétée en
lymphocytes T par sélection positive CD34+ Miltenyi chez un patient atteint d’un syndrome
de Wiskott Aldrich. Cette allogreffe a été finalement rejetée aprés une prise initiale. Nous

discuterons les raisons de ce rejet dans le contexte notamment d’un WAS.

I1I-1-1 Présentation du cas clinique

Le diagnostic de Syndrome de Wiskott Aldrich a été posé chez cet enfant a 1’age de 4
mois devant des signes cliniques infectieux et cutanés. En effet, I’enfant a présenté des

infections bactériennes a répétition, notamment deux septicémies a Pyocyanique et a

Maltophilia multi-résistant ainsi qu’une septicémie a Enterobacter, une otite purulente
chronique a Pyocyanique, Staphylococcus coagulase négative et Candida albicans et des
infections des voies centrales veineuses a Staphylococcus coagulase négative. Parallélement,

I’enfant présentait un eczéma trés sévere surinfecté avec lymphadénite dermatopathique

cervicale satellite, ainsi que des phénomenes cliniques auto-immuns apparus a 1’age de 14
mois sous la forme de polyarthrite (hanches, chevilles et genoux) et des lésions de vascularite

des membres inférieurs.

Biologiquement, une thrombopénie majeure a débuté a I’age d’un mois et demi avec
des micro-plaquettes, sans syndrome hémorragique sévere. Une splénectomie a été réalisée a
I’age de 8 mois, avec une efficacité certaine (+ 100 000 plaquettes) mais une rechute (- 20 000
plaquettes) lors de chaque infection.

Sur le plan de I’immunité humorale, une hyper IgA et une hyper IgE supérieure a 2000
Ul/1 étaient observées alors que les IgG étaient normales et les IgM a la limite inférieure de la
normale. La fonction anticorps vis-a-vis des antigenes protéiques se situait a la limite
inférieure de la normaie. En revanche, étant donné 1’age de I’enfant, la fonction anticorps vis-
a-vis des antigénes polysaccharidiques n’a pas été testée.

Sur le plan de I'immunité cellulaire, aucune anomalie quantitative n’a pu étre mise en
évidence. L’exploration fonctionnelle réalisée au sein de notre laboratoire a montré une bonne

réponse proliférative vis-a-vis des mitogeénes classiques mais aucune réponse proliférative
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contre le tétanos. De plus, la réponse proliférative vis-a-vis du periodate s’est révélée
effondrée (Index de transformation, IT = 1, alors que les témoins présentent un IT > 26).

Par ailleurs, la présence d’auto-anticorps anti-plaquettes anti-gp2b3a, un test de
Coombs positif et des auto-anticorps anti-lymphocytes B objectivaient un phénomeéne d’auto-
immunité biologique.

Le diagnostic de la maladie a ét¢ affirmé par I’étude de la mutation du géne WASP qui

a objectivé une mutation entrainant un décalage du cadre de lecture.

La présence de manifestations auto-immunes, la répétition de septicémies a
Pyocyanique, I’extréme gravité de I’eczéma de cet enfant, sont les arguments qui ont conduit
a proposer un traitement par allogreffe de Cellules souches hématopoiétiques a I’age de 18

mois.

I1-1-2 Allogreffe de CSH

Le donneur présentait avec le patient une compatibilité HLA 9/10 allélique avec une

différence portant sur le gene A (A3 011 vers A 3012).

Comme 1’a rapporté ensuite Filipovitch et al en 2001, les résultats des allogreffes
phénoidentiques chez les patients de moins de 5 ans atteints de WAS sont similaires & ceux
des allogreffes génoidentiques, en terme de probabilité de survie. Cependant, la méme équipe
a clairement montré que la cause principale de déces des allogreffes phénoidentiques chez les
patients atteints de WAS est la GVHD. Or, la présence d’une incompatibilit¢ HLA entre le
donneur et notre patient €tait un facteur de risque de GVHD supplémentaire. C’est pourquoi la
prévention de la GVHD devait étre particulierement efficace. Il a donc été décidé d’ajouter a
la prophylaxie classique de la GVHD (associant Ciclosporine et Methotrexate) une déplétion
du greffon en lymphocytes T par sélection positive CD34+ réalis€e par la technique
CliniMACS de Miltenyi. Cette technique, réalisée a I’UTCT, utilise des anticorps
monoclonaux  anti-CD34  (du clone Q-Bend10) couplés a des microbilles
immunomagnétiques. Les cellules mononucléées médullaires obtenues par séparation sur
gradient de densité sont mises en contact avec I’anticorps. Les anticorps non fixés aux cellules
sont éliminés par lavage. Les cellules sont ensuite déposées sur la colonne Miltenyi. Cette
colonne est placée dans un champ magnétique crée par 1’appareil CliniMACS. Les cellules
ayant fixé ’anticorps anti-CD34+ couplé aux microbilles immunomagnétiques sont retenues
dans ce champ magnétique alors que toutes les autres cellules sont €luées. Plusieurs passages

automatiques sur cette colonne de la fraction sélectionnée permettent d’accroitre la pureté en
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cellules CD34+ et de diminuer la contamination par d’autres types cellulaires comme les
lymphocytes T CD3+.

Dans le cas présent, le greffon obtenu apreés sélection positive CD34+ Miltenyi
contenait : 24.15 10° cellules nucléées totales par kg de poids du receveur, 23.67 10°
CD34+/kg (soit une pureté de 98%) et 2.41 10° CD3+/kg (soit une contamination de 1%). Le
rendement de la colonne correspondant au rapport des cellules CD34+ en bas de colonne sur
les cellules CD34+ déposées sur la colonne) était particulierement élevé : 96%. Cependant, la
contamination en lymphocytes T CD3+ s’est révélée trop élevée puisque le seuil de
lymphocytes T & ne pas dépasser pour éviter la survenue d’une GVHD est de 1 10* CD3+/kg.

Afin de ne pas administrer une dose trop €élevée de lymphocytes T, il a été décidé de
ne réinjecter qu’une fraction de ce greffon contenant : 2.5 10° CNT/ kg, 2.4 10 CD34+/kg et
4.2 10* CD3+/kg.

Avant de recevoir le greffon de CSH, le patient a re¢u un conditionnement myéloablatif
composé de Busulfan (16 mg/kg) suivi de Thiotépa (10 mg/kg), Cyclophosphamide (200
mg/kg). La prophylaxie de la GVHD a reposé sur du Méthotrexate court et de la ciclosporine
A et bien slr la déplétion T du greffon par sélection positive CD34+.

1I-1-3 Evolution clinique post-greffe

11-1-3-1- Sur le plan hématologique

Aprées une prise initiale du greffon objectivée par une chimére compléte a J15 (11
cellules sur 11 de type donneur), la greffe s’est soldée par un rejet entre J15 et J50 avec
d’abord apparition d’une chimere mixte puis 100% receveur, a la fois sur les lignées
lymphoides et sur les lignées myéloides. La séparation des sous populations pour 1’étude du
chimérisme post-greffe est réalisée a I'UTCT par la technique ROBOSEP de Stem cell
Technology.

Parallélement est apparue une auto-reconstitution (Globules blancs supérieurs a
1000/ul et polynucléaires neutrophiles supérieurs a 500/ul a J23, Plaquettes supérieures a

25000/ul a J50 et Plaquettes supérieures a 25000/pl a J55).

11-1-3-2- Sur le plan de la GVHD

Du fait du rejet, aucun signe de GVHD aigué n’a été observé.

11-1-3-3- Sur le plan infecticux
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A J8, I’enfant a présenté une infection des voies a€riennes supérieures puis une
bronchiolite 8 VRS de gravité moyenne, traitée par Virazole, Gammaglobulines IV a hautes
doses et Synagis. L’infection s’est progressivement amendée au début du deuxiéme mois.

Aucune autre infection n’est a signaler.

[1-1-3-4- Sur le plan général

Du fait de I’échec de la prise de greffe, un eczéma trés sévere est réapparu avec prurit
intense, polyadénopathies cervicales et inguinales satellites. Les épisodes infectieux se sont
également multipliés avec réapparition d’une otorrhée purulente surinfectée par Pyocyanique
et de plusieurs septicémies a Staphylocoque méti-R sur cathéter probablement infecté. De
plus, de nombreuses manifestations d’allergie alimentaire ont été observées.

Devant la sévérité de I’évolution clinique, il a été décidé de proposer un traitement par

une deuxieme allogreffe de CSH phénoidentique avec le méme donneur.

11-1-4 Deuxiéme allogreffe de CSH

Une deuxieme allogreffe de CSH a été réalisée environ 5 mois et demi apres la
premiére allogrefte.

Un conditionnement non myéloablatif composé de Fludarabine 150 mg/m? suivi de
Melphalan 140/m? a été réalisé. La prévention de la GVHD a consisté en I’association
Ciclosporine et Methotrexate (comme pour la premiere allogreffe) ainsi qu’en
I’administration de SAL de J-5 a J-3.

Le greffon médullaire n’a pas été déplété en lymphocytes T, compte tenu de I’absence
de prise de la premiére greffe. En fait, il s’agissait de la fraction positive CD34+ du greffon
médullaire qui n’avait pas été greffée lors de la premiere allogreffe et de la fraction négative
qui avaient toutes deux été congelées a 'UTCT. Ces deux fractions ont donc été décongelées
et poolées, afin d’obtenir un greffon présentant les caractéristiques suivantes: 0.75 10°
CNT/kg, 10.6 10° CD34/kg et 2.83 10’ CD3/kg.

L’évolution post-greffe a été tres simple avec une sortie rapide d’aplasie (Globules
blancs supérieurs a 1000/ul a J22, polynucléaires neutrophiles supérieurs a 500/ul a J24,
Plaquettes supérieures a 25000/ul a J18 et Plaquettes supérieures a 25000/ul a J21). La
chimére hématopoiétique de type donneur a été établie a partir de J30 et confirmée a J45. 1l
n’y a pas eu d’éveénement infectieux particulier et on peut noter la disparition de toute allergie

alimentaire. Le seul probleme a été une GVHD aigué digestive isolée de grade IIB (grade 1
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histologique sur biopsie) apparue a J25, résolutive sous traitement par Solumedrol 2.5 mg/kg/
avec diminution rapide. L’enfant a pu sortir du secteur de greffe a J60.

L’évolution a un an de la greffe est extrémement satisfaisante avec une reprise nette de
la croissance staturo-pondérale, une diminution tres significative des infections, une
normalisation du taux de plaquettes et I’absence de récidive de la GVHD. La seule ombre est
la persistance d’un eczéma peu sévere et d’une légere élévation des IgE, probablement liés a
’apparition d’un chimérisme mixte partiel sur la population lymphocytaire B (30% d’origine
receveur). Un chimérisme mixte est a signaler sur les autres sous populations : population
my¢éloide a 50 % d’origine receveur et population lymphoide T a 10% d’origine receveur.
Cependant, ce chimérisme est stable et parfaitement toléré avec absence de déficit
immunitaire et taux de plaquette normal.

Le recul est aujourd’hui de 6 ans, délai suffisant pour affirmer que ’enfant est guéri de
son syndrome de Wiskott Aldrich suite a la deuxi¢me allogreffe phénoidentique de CSH avec

conditionnement non myéloablatif.

I1-1-5 Discussion et conclusion

Les conditions de la premiere allogreffe ont été définies au regard de I’expérience

publiée :

- un conditionnement myéloablatif, du fait de la forte immunité résiduelle chez les
receveurs atteints de WAS pouvant entraver la prise de la greffe.

- une prévention de la GVHD trés importante comprenant en plus de la prévention
médicamenteuse une déplétion en lymphocytes T du greffon, du fait du risque
¢levé de GVHD dans les allogreffes phénoidentiques pour WAS et du risque
supplémentaire pour I’enfant que présentait I’absence d’histocompatibilité 10/10.

Cependant, la sélection positive CD34+ n’ayant pas permis d’atteindre un taux de

lymphocytes T /kg de poids du receveur satisfaisant (du fait, en partie, du faible poids du
receveur : 7.6 kg), tout le greffon n’a pas pu étre réinjecté et la dose de cellules CD34+ s’est
révélée insuffisante pour permettre une prise de greffe (2.4 10° CD34+/kg). La persistance
d’une immunité résiduelle malgré I’administration d’un conditionnement myéloablatif est

probablement a I’origine de ce rejet.

En revanche, les conditions de la deuxiéme allogreffe ont été définies en réaction aux
résultats de la premiére allogreffe. En effet, il était dangereux de proposer a nouveau un

conditionnement myéloablatif chez ce jeune enfant. C’est pourquoi [’option d’un
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conditionnement non myélablatif a été retenue, bien que I’expérience de ce type de
conditionnement dans le cadre de WAS ¢tait peu importante a ce moment-ia. La prévention de
la GVHD, toujours considérée comme risque majeur dans ce type d’allogreffe, a été renforcée
par I’administration en pré-greffe de SAL. Ces derniéres ont une demi-vie de plusieurs jours
et sont donc toujours présentes dans la circulation du patient au moment ou le greffon est
administré, permettant ainsi de réaliser une déplétion T in vivo du greffon. Le choix de cette
prévention de la GVHD a permis de ne pas manipuler le greffon in vitro et de pouvoir
administrer ainsi une forte dose de cellules CD34+, nécessaire dans le cas d’un
conditionnement non my¢loablatif. L’évolution post-greffe vers un chimérisme mixte stable
est fréquente aprés un conditionnement non myéloablatif. Le risque dans ce contexte
particulier, est que le pourcentage de cellules de type donneur soit insuffisant pour permettre
la restauration de I’immunité et la résolution du déficit immunitaire. Dans le cas présent, nous
disposons des résultats du chimérisme sur les différentes sous populations cellulaires et
pouvons observer que la population T est a 90% d’origine donneur. Une évolution similaire a
été décrite en 2002 par Longhurst e a/, qui ont réalisé une allogreffe avec un conditionnement
non myéloablatif (constitué de CAMPATH 1H, de Fludarabine et de Cyclophosphamide)
chez un patient atteint de WAS ayant de lourds antécédents infectieux ainsi qu’une atteinte
pulmonaire. Un chimérisme mixte stable a été observé sur les lymphocytes T ainsi qu’un
chimérisme majoritairement receveur sur les polynucléaires et la restauration de I’immunité
ainsi que la résolution du déficit immunitaire ont été obtenues sans complication majeure
post-greffe. Toutefois, les études récentes sur des cohortes importantes de patients allogreffés
pour un WAS montrent qu’un chimérisme mixte est souvent associ€é a une mauvaise
reconstitution plaquettaire et a plus long terme a 1’apparition de manifestations auto-immunes
(Pai et al, 2006 ; Oszahin et al, 2007). A la lumiere de ces résultats, une surveillance réguliere

de I’évolution clinique de notre patient est réalisée.

A travers ces résultats, nous pouvons observer que la déplétion T du greffon par
sélection positive CD34+, largement utilisée dans le cadre d’allogreffes en situation
haploidentique doit répondre a certains criteres. Outre la déplétion T, qui doit permettre de ne
pas réinjecter plus de 1 10% CD3/kg (seuil parfois difficile a atteindre, principalement chez les
receveurs de faible poids), la dose de CD34+ réinjectés doit étre importante. A titre indicatif,
en situation haploidentique, 1’équipe de Perugia préconise une dose supérieure a 10 10°

CD34/kg (dose parfois difficile a atteindre, principalement chez les receveurs de poids élevé).
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Par ailleurs, cet exemple montre qu’il existe des alternatives a la prévention de la
GVHD par sélection positive CD34+ qui doivent étre préférées lorsque les conditions
d’obtention d’un greffon riche en cellules CD34+ et correctement dépiété en lymphocytes T

ne peuvent €tre réunies.
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II-2- Dépletion alloréactive

ARTICLE 4:

Improving immune reconstitution while preventing GVHD in allogeneic stem cell
transplantation.

Cavazzana-Calvo M, André-Schmutz [, Hacein-Bey-Abina S, Bensoussan D, Le Deist F,
Fisher A.

Seminars in Hematology, 2002, 39 : 32-40

Lors de mon stage d’interne chez le Pr Cavazzana-Calvo, j’ai travaillé sur la déplétion
alloréactive avec immunotoxine afin de déterminer quel était le temps d’incubation avec
I’immunotoxine qui donnait le meilleur degré de déplétion T alloréactive. Puis, une fois sur
Nancy, nous avons accueilli a I'UTCT en 1998 une ¢étudiante que nous avions encadrée pour
réaliser une revue bibliographique sur les différentes stratégies de déplétion alloréactive.
Enfin, nous avons développé au sein de I'UTCT les contrles qualité des cellules
allodéplétées dans 1’objectif de participer au protocole oligocentrique d’injection de
lymphocytes T allodéplétés chez des patients allogreffés pour une hémopathie maligne.

Malheureusement, ce protocole n’a pas pu débuter.

Cette revue que nous présentons ici fait état des différentes stratégies de prévention de
la GVHD permettant de préserver le potentiel immunitaire anti-infectieux. Ces stratégies sont
classées en deux approches distinctes ayant le méme objectif : favoriser les effets positifs des

lymphocytes T tout en prévenant la survenue d’une GVHD.

La premiére approche est basée sur le fait que les lymphocytes T responsables de la
GVHD sont aussi responsables de I’effet GVL : il est donc impossible de dissocier 1’effet
délétére de ’effet bénéfique des lymphocytes T. C’est pourquoi deux équipes ont développé
une stratégie clinique visant a contrdler les lymphocytes T en les transfectant avec un geéne
suicide. Le géne transfecté est le géne d’une enzyme : la Thymidine kinase du virus Herpés
simplex (HSV-Tk). Cet enzyme peut transformer le Gancyclovir en métabolite toxique pour la
cellule. Seules les cellules ayant intégré le géne de I’HSV-Tk sont sensibles & I’administration
du Gancyclovir. En pratique, des lymphocytes T du donneur transfectés par ’"HSV-Tk sont
administrés au receveur d’une allogreffe de CSH déplétée en lymphocytes T, de maniere a

favoriser ’effet GVL et I’immunité anti-infectieuse. Dés 1’apparition de signes de GVHD, un
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traitement par Gancyclovir est réalise afin de détruire les lymphocytes T allogéniques
responsables de la GVHD.

La deuxiéme approche est basée sur I’hypothése que les cellules responsables de
I’eftet GVHD et de I’effet GVL peuvent étre dissociées, au moins en partie. Deux approches
ex vivo ont €té proposées : la premiére consiste & induire une anergie des lymphocytes T du
donneur vis-a-vis des allo-antigénes du receveur, la deuxieme consiste a éliminer ex vivo les
lymphocytes T du donneur activés par les antigenes HLA du receveur. Il s’agit de la déplétion
alloréactive.

Pour induire une anergie des lymphocytes T, certains travaux se sont portés sur le
blocage du « second signal » d’activation des lymphocytes T ou signal de co-stimulation.
Plusieurs couples de molécules sont impliqués dans ce signal de co-stimulation dont les
principaux sont: CD28/CD80-86, CD40/CD154, 0X40/0X40L, ICOS/B7H2. Un essai
clinique est rapporté consistant a mettre en culture in vitro pendant 36 heures des cellules du
donneur avec des cellules irradiées du receveur et hCTLA-41g. CTLA4 est un ligand de CD28
qui possede une affinité plus importante pour CD28 que les molécules CD80-CD86 et exerce
ainsi une régulation négative en « détachant » CD28 de ses ligands. Malheureusement les
résultats de cette €¢tude portant sur 12 patients n’ont pas €t€ encourageants avec 4 déces liés a
la toxicité du conditionnement, 1 non prise, 3 GVHD aigués digestives et 1| GVHD chronique.
D’autres équipes se sont intéressées a 1’effet inhibiteur (« anergy like ») de I'IL 10 et du
TGFB.

La technique de déplétion alloréactive consiste a réaliser une culture mixte
lymphocytaire avec les cellules du donneur et les cellules du receveur irradiées. Les cellules
du donneur s’activent et expriment des antigénes membranaires, marqueurs de cette
activation : CD25 (chaine o du récepteur de I’IL2), CD69 (marqueur précoce d’activation).
Ces antigenes membranaires constituent alors des cibles pouvant étre reconnues par des
anticorps monoclonaux couplés soit & une immunotoxine, soit a des billes
immunomagnétiques. Les tests in vitro ont montré que la population allodéplétée conservait
un effet anti-leucémique et une capacité anti-virale.

Tous ces travaux ont permis de débuter un essai clinique sur 1’hdpital Necker qui est

présenté a la fin de la revue.
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Improving Immune Reconstitution While Preventing
Graft-Versus-Host Disease in Allogeneic

Stem Cell Transplantation

Marina Cavazzana-Calvo, Isabelle André-Schmutz, Salima Hacein-Bey-Abina,
Danielle Bensoussan, Francoise Le Deist, and Alain Fischer

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the treatment of choice for many hematologic
malignancies or inherited disorders. Ex vivo T-cell depletion (TCD) of the graft and post-transplantation immunosup-
pression efficiently prevent the development of graft-versus-host disease (GVHD). However, the consequence of these
nonspecific approaches is a long-lasting immunodeficiency associated with increased disease relapse, graft rejection,
and reactivation of viral infections. Donor lymphocyte infusion, to treat leukemic relapse after allogeneic HSCT, can
cause severe GVHD. Several strategies are being optimized to specifically inactivate anti-host T cells while preserving
antileukemic or antimicrobial immunocompetence, based on ex vivo or in vivo elimination of anti-host T celis or on the

modulation of their anti-host activity.

Semin Hematol 39:32-40. Copyright © 2002 by W.B. Saunders Company.

LLOGENEIC hematopoietic stem cell transplan-

tation (HSCT) is the treatment of choice for a
number of hematologic malignancies2+243and in-
herited diseases of the lymphohematopoietic sys-
tem.}233 Progress in supportive care and in the man-
agement of infectious diseases has improved the
long-term survival of transplanted patients given hu-

man leukocyte antigen (HLA)-genoidentical trans- -

plants, but less so for partially HLA-incompatible
transplants.®>49 These disappointing results led to
attempts to modify transplantation procedures in or-
der to successfully use HSC from HLA-mismatched
related or HLA-matched unrelated donors. Using
these types of donor, stem cell dose escalation com-
bined with reinforced conditioning regimens have
enabled the HLA barrier to be bypassed, at least in the
case of adults affected by malignancies and treated by
multiple courses of chemotherapy before the trans-
plantation procedure.! 5 Before this approach was
introduced, adult leukemia patents frequently re-
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jected partially incompatible T-cell-depleted (TCD)
allogeneic transplants.

Non-genoidentical sources ol HSC are com-
monly used to treat children affected by severe
inherited immune disorders who lack genoidenti-
cal donors. Despite the advantages presented by
this selected patient population (absence of earlier
treatment, fewer previous transfusions, lower risk
of graft-versus-host disease [GVHD], and no need
for a graft-versus-leukemia [GVL] effect), signifi-
cant improvement in the long-term event-iree sur-

.vival is still difficult to achieve owing to profound

and long-lasting T-cell immunodeficiency post-
HSCT.4147 GVHD and graft rejection can be ef-
ficiently prevented both in adult and pediatric
patients by combining profound TCD and effec-
tive immunosuppressive agents with a high stem
cell dose. Nevertheless, disease-free survival still
ranges from 20% to 70% depending on the age of
the patient, the underlying disease,? and the degree
of HLA disparity,”” the worst results being reported
for leukemia patients due to a high relapse rate.!.13

The sustained T-cell immunodeficiency of HSCT
recipients depends on many factors such as the extent
of TCD of the graft (greater or less than a threshold of
1 X 10* donor T cell/kg), the in vivo use of T-cell-
depleting antibodies to prevent graft rejection, and
age-dependent residual thymic function.> Severe in-
fections and disease recurrence complicate the out-
come in two thirds of partially incompatible trans-
plants. The cause of death ol children transplanted
with HSC from a haplo-incompatible donor is often
viral infection®®: respiratory viruses such as ad-
enoviruses, respiratory synctial virus (RSV), and
paramyxovirus influenzae, as well as cytomegalovi-
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rus (CMV) and Epstein-Barr virus (EBV).1146 In con-
trast, disseminated fungal infection is the main
source of opportunistic infection in adults.”® The
kinetics of these infections is striking, most of them
occurring within the first 6 months post-transplant,
when patients are still highly immunosuppressed.
Consequently, shortening the immune reconstitu-
tion period is a potential way to significantly decrease
transplant-related mortality following TCD-HSCT.

Patients can benefit from the injection of a fixed
number of mature donor T cells that are able to
mediate protection against infections®4.76 and re-
lapse,3! as well as facilitate engraftment, without
inducing severe GVHD. The existence of these “pos-
itive” T-cell effects has been demonstrated in a well-
defined murine system where injected T cells exerted
a dose-dependent facilitation of engraftment.>® As
these T cells are phenotypically indistinguishable,
alternative approaches have been developed to mod-
ulate the alloreactive response. The alloimmune re-
sponse against HLA-partially incompatible trans-
plants, as compared with immune responses to
exogenous antigens, entails an unusually large num-
ber of T-cell clones.®® Depending on the technique
used, the percentage of alloreactive T-cell precursors
has been estimated to range from less than 0.001 to
10% of total T cells. Despite a high number of allo-
reactive T cells in vitro, only half of them are able to
proliferate in vivo.7® Major and minor histocompat-
ability antigens can elicit strong alloreactive re-
sponses. Antigen presentation by major histocompat-
ability complex (MHC) molecules, both direct and
indirect, causes full T-cell activation even in the pres-
ence of an immunological deficit.?6.77

The development of preclinical and clinical strat-
egies has been based on two approaches, both with
the same goal of amplifying the positive effects of T
lymphocytes while preventing GVHD. The first is
based on the assumption that alloreactive T cells
mediating GVHD are also involved in GVL activity,
making it impossible to distinguish between the two.
Based on this assumption, preclinical and clinical
trials have attempted to control T-cell function in
vivo by insertion of a suicide gene (Table 1).

The second strategy is based on the assumption
that even if protective actions against infections,
GVHD, and GVL are highly interconnected, T cells
responsible for such activities can, at least in part, be
separated. Two ex vivo approaches have been sug-
gested. The first consists of inducing host alloanti-
gen-specific anergy and/or immunosuppressive T
cells. The second involves ex vivo killing (or negative
selection) of T cells activated by recipient HLA anti-
gens. We here summarize the per[inem-background
studies and discuss clinical applications.
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Table 1. Approaches to Modulate or Eliminate Anti-host
Reactivity in Donor T Cells

In vivo postinfusion
® Depletion with ganciclovir of TK-
transfected T cells

Bonini et al, 19978
Tieberghien et al,
20017+

Ex vivo prior to infusion
® Blockade of costimulatory
pathways
—CTLA4 Ig with CsA
—Anti-CD40L antibody
e Immunomodulation with inhibitory
cytokines
—IL-10 and TGF-8
e Elimlnation of alloreactive T cells
—Depletion with anti-CD25
immunotoxin
—Removal with anti-CD25 or anti-
CD69 antibodies and magnetic
beads

Guinan et al, 199949

Cavazzana-Calvo et
al, 20001%

Suicide Gene Therapy

Suicide genes encode for enzymes that render cells
sensitive to otherwise nontoxic prodrugs. Herpes
simplex virus type 1 thymidine kinase (HSV-TK,
referred to here as TK) converts nucleoside analogs
such as ganciclovir (GCV) into the monophosphate
form; this conversion does not occur in normal eu-
karyotic cells. The monophosphate is transformed
into a triphosphate metabolite that is a potent inhib-
itor of DNA elongation, thereby causing cell death.
Thus, TK gene transfer creates a genetically deter-
mined difference, conferring GCV-sensitivity to di-
viding transduced T cells and allowing the selective
elimination of antigen-responsive proliferating TK-
positive T cells by GCV administration. Its main
application is the control of unwanted T cell immune
responses such as GVHD.

In practice, T cells obtained before HSCT harvest
are transduced ex vivo with TK-carrying retroviral
vectors, selected for TK integration, and then infused
into conditioned recipients receiving HSCT.87! [f
necessary, GCV is administered after transplant to
selectively eliminate activated, dividing TK-positive
T cells.

Infusion of HSCT plus peripheral T cells to lethally
irradiated mice provides an experimental model of
lethal acute (a)GVHD to test this principle. Using T
cells from TK-transgenic mice, aGVHD can be effec-
tively prevented by the early administration of
GCV.12.27.44 Published studies used variable doses
and timing of GCV treatment. Two doses of GCV
were sufficient to eliminate GVHD in one report,*+ a5
compared with daily treatment for 1 week in another 19
and several days to weeks for a third.?” While these
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differences may be explained by variation in trans-
gene expression variability and strain-dependent se-
verity of aGVHD, they indicate that the therapeutic
window is narrow, which could be a problem for
clinical applications. In these experiments, “late”
treatment with GCV at the time of established
aGVHD led to severe damage of secondary lymphoid
organs and liver. Despite a good survival rate, per-
sistent immunodeficiency was observed, eventually
leading to increased mortality.20 Thus, GCV probably
should be started as soon as possible after the TK-
positive T-cell infusion.2! Furthermore, the kinetics
of the T-cell division rate enable discrimination of
alloreactive from nonalloreactive lymphocytes and
spare functional TK-positive T cells, able to kill lym-
phocytic choriomeningitis virus (LCMV)-infected tar-
get cells.!8 :

The two published clinical trials of suicide gene
therapy differ by the time at which TK-positive T cells
were reinfused: delayed until after HSCT® and at the
time of HSCT.7! In the first pilot study, TK-positive
T-cell infusions were given only to patients develop-
ing EBV-lymphoproliferative disease (EBV-LPD) or
relapsing after HSCT.8 Three of seven evaluable pa-
tients experienced GVHD; two cases of grade III
aGVHD were cured by GCV administration, while
one case of chronic (¢)GVHD did not resolve despite
in vitro—proven sensitivity of TK-positive T cells to
GCV. The transduced cells could be detected follow-
ing infusion in three patients. In total, there were
three complete remissions, two partial remissions,
and two patients who showed no response despite
reinfusionof 3 to 5 X 10° T cells. Thus, TK-positive T
cells administered repeatedly and in different num-
bers are able to mediate the GVL effect and aGVHD
can be controlled by GCV administration. The disad-
vantages of delayed T-cell infusion were (1) a lack of
GVL at the onset of relapse or EBV reactivation that
might account for the absence or partial response in
four of seven patients; and (2) arisk of immunization
against TK, as was seen in one case. The results
illustrate clearly the difficulties associated with early
infusion of TK-positive T cells after HSCT.7! Twelve
patients at high risk for aGVHD received a TCD-
HSCT from an HLA-identical sibling, simultaneously
with increasing doses of donor TK-positive T cells.
Three patients developed aGVHD of grade = 11, and
one cGVHD. All of the aGVHD patients responded
quickly to GCV treatment, although one required
additional immunosuppression to control this com-
plication. In terms of in vivo immune competence of
the injected T cells, these results raised several con-
cerns. Three patients developed EBV-LPD despite the
injection of donor T cells, possibly related to the
decreased frequency of pre-cytotoxic T tymphocyte
(CTL) precursors against EBV found in cultured TK-
positive T cells as compared to fresh T cells. Further-

more, while some TK-transduced T cells were still
detectable by polymerase chain reaction 2 years after
transplantation, most injected T cells quickly dis-
appeared from the bloodstream. Following the 12-
day culture period required for TK-gene transfer, the
T-cell repertoire may have become selectively
skewed. This together with the prophylactic use of
cyclosporin (CsA) from day -1 to days +60 to +90
post-HSCT could have contributed to poor survival
and function of infused TK-positive T cells. Abolition
of post-transplant immunosuppression and shorten-
ing of the transduction culture period could improve
immune function. However, an additional problem
is the emergence of TK-positive T cells resistant to
GCV.35 The molecular characterization of these resis-
tant clones revealed a 227-bp deletion in the HSV-TK
gene donor and acceptor sites within the HSV-TK
gene sequence. Better retroviral vectors must be de-
veloped and the TK transfer procedure must be opti-
mized. The impossibility of transfecting all T cells,
the heterogeneity of TK gene integration, stability
and level of expression which might render GCV
ineffective, and T-cell dysfunction are real obsta-
cles.10 Furthermore, transplanted patients often de-
velop reactivation of CMV, adenovirus, and EBV,
infections which can lead to massive proliferation of
antiviral T cells. In this case, discrimination of GVH
and antiviral immune responses, based on different
rates of proliferation, would be impossible.

Ex Vivo Induction of Anergy and
Immunosuppression Towards
Host Alloantigens

Full activation of T cells is a complex phenomenon
requiring both the recognition of MHC class 1 and 11
molecules on antigen-presenting cells (APC) (TCR-
HLA peptide) and the delivery of costimulatory sig-
nals by the APC. Once activated, T cells proliferate
and exert specialized functions, such as secreting
cytokines or killing target cells. The 1990s saw the
introduction of the concept of the two-signals model:
signal 1 is the ligation of an antigen displayed by the
APC to the immunoreceptor on T cells: during the
intimate contact between cell clusters, a number of
receptor/ligand interactions mediate signal 2 and in-
duce full T-cell activation (signal 2 is also called the
“costimulatory signal™).}?

The first costimulatory pair of molecules identified
was the receptor protein CD28, expressed constitu-
itively on T cells, and its two binding partners, CD80
and CD86 (also called B7.1 and B7.2), whose expres-
sion is upregulated on activated APCs.?* Together
with the signal mediated by the T cell's antigen recep-
tor, the CD28/B7 pair enhances the production of
interleukin-2 (IL-2), T-cell proliferation, and the de-
velopment of effector functions.17.2+ Activation of
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helper T cells induces expression of CTLA-4, which
displays a much higher affinity for CD80 and CD86
than does CD28. CTLA-4 is a potent regulatory mol-
ecule of the T-cell activation process, and exerts a
negative effect probably by displacing CD28 from its
ligands. CTLA-4 blocks IL-2 production (as well as
antigen—induced cell death).17-24

The second key molecular pair, also essential for
costimulation and thus complete activation of T cells,
is CD40, constituitively expressed on APCs, and its
receptor CD154, expressed by activated CD4™" T cells
and a small fraction of activated CD8% T cells.63
Blockade of the CD40/CD154 pathway, or absence of
one of the partners, inhibits both humoral and cel-
lular immune responses. The two costimulatory
pathways, CD28/CD80/CD86 and CD40/CD154, are
closely associated, since (1) activation of CD40/
CD154 pathway creates a positive feedback loop
by increasing the expression of CD80 and CD86
on APCs®; and (2) CD40L expression is enhanced
on CD40" B cells by CD28/CD80/CD86 costimula-
tion.2®

Many other costimulatory molecules have since
been described, among which are OX40/0X40L,
4-1BB/4-1BBL, and, more recently, ICOS, a molecule
expressed by activated T cells, and its counterpart,
B7RP-1.67 These costimulatory pathways, despite an
apparent overlap in activity, may exert important
independent roles, probably relying on their different
patterns of expression on T-cell subsets and APCs
and at different stages of T-cell activation.17-24.67

Several lines of evidence indicate that CD28/
CD80/CD86 costimulation plays a significant role
in alloreactivity.* In vivo interference with CD28/
CD80/CD86 interactions reduces GVHD lethality in
mice.*8.39.72.80 Modulating alloreactivity of donor T
cells by blocking this costimulatory pathway ex vivo,
prior to infusion, offers several advantages over the in
vivo approach: (1) the recipient is not exposed to
reagents that may have side effects in vivo; (2) the ex
vivo efficacy of alloreactivity induction can be accu-
rately monitored; and (3) modulation of alloreactiv-
ity is more likely to be specifically directed against
host alloantigens than to leukemia-associated or viral
antigens, which may achieve a critical antigenic
threshold in vivo. Mixed lymphocyte reaction culture
(MLC) remains the in vitro assay that best mimics the
allogeneic response in vivo. Its inhibition by mono-
clonal antibodies and/or pharmacological agents is
generally used as a model of abolition of aGVHD in
vivo. Nevertheless, it should be emphasized that this
assay is a poor surrogate for the clinical setting and
results of MLC require cautious interpretation. Mu-
rine models have partially elucidated this issue,
as illustrated by hCTLA-4 immunoglobulin (Ig).
hCTLA-4 1g is a soluble fusion protein consisting of
the extracellular domain of CTLA-4 linked to the

constant region of IgGl. It was designed to take
advantage of the high affinity for CD80 and CD86
and the ability to block both CD28 and CTLA-4
signaling. B6 donor splenocytes from a 3- to 4-day
host-stimulated culture were exposed to saturating
concentrations of hCTLA-41g. Despite clear in vitro
hyporesponsiveness that reached more than 90%
with the addition of anti-LFA-1 monoclonal anti-
body, no prevention of GVHD lethality was observed
when the cultured cells were infused in vivo.® To
further increase the level of hyporesponsiveness,
anti-B7 monoclonal antibody was combined with cy-
closporine (CsA) to synergistically block alloantigen-
induced T-cell activation in vitro.”#7% The synergistic
effect of low-dose CsA is intriguing, since CsA can
antagonize tolerizing effects. In a MLC inhibition
assay, the addition of high-dose CsA to hCTLA-4lg
inhibited the induction of alloantigen-specific hypo-
responsiveness.3? Nevertheless, hCTLA-4Ig alone or
in combination with anti-LLFA-1, as well as the asso-
ciation of hCTLA-4lg and CsA, induced a state of
hyporesponsiveness to alloantigens that could be re-
versed by exogenous IL-2, indicating that inhibited T
cells were not deleted.

The hyporesponsive cells obtained by in vitro
treatment with a combination of anti-CD80 mono-
clonal antibody and CsA were not inert and could
inhibit potentially responsive T lymphocytes.??
These data are consistent with the concept of
“spreading anergy” initially proposed by Waldmann
et al, and later confirmed in experiments on the
suppressor capacity of human antigen-specific hypo-
responsive T-cell clones.?> In contrast to these data,
the suppressive effect mediated by hyporesponsive
alloantigen-induced T lymphocytes could not be re-
versed by addition of exogenous 1L-2 and required
cell-to-cell contact between stimulators, “anergic,”
and responsive cells.?*> Furthermore, the alloantigen-
induced anergic lymphocytes maintained their ca-
pacity to proliferate in response to viral and bacterial
antigens and to develop virus- and leukemia-specific
cytotoxic activity in vitro.22 It would be interesting to
validate this well-documented in vitro approach in an
animal model of TCD-allogeneic HSCT.

A clinical trial testing the feasibility of inducing
anergy before transplantation of histoincompatible
bone marrow was performed by Guinan et al.* To
induce alloantigen-specific anergy, bone marrow
cells from donors mismatched with the recipient for
one HLA haplotype were cocultured with irradiated
cells from the recipient for 36 hours in the continu-
ous presence of hCTLA-4 Ig. Twelve patients were
enrolled. Interpretation of the results was compli-
cated by the use of immunoprophylaxis against
GVHD consisting of short-course methotrexate and
CsA, and by the decision to study mainly “poor-risk”
patients. All but one patient promptly engrafted. Be-
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cause of regimen-related toxicity (four patients died
within the first month post-transplantation) and the
occurrence of one graft failure, only seven patients
were evaluable. Three developed gastrointestinal
manifestations of aGVHD, and one of the five patients
who survived more than 100 days developed cGVHD.
Data on the immunological reconstitution are scarce:
the absolute CD4 " T-cell counts rose to 400/uL or
higher by 6 months in three of the four survivors (all
aged << 16 years). It is difficult to draw any firm
conclusion on the usefulness of this strategy since
aGVHD prevention was limited and no proof was
provided for the concomitant preservation of the
anti-infectious effects of the injected T cells.
Blocking CD40/CD40L interaction decreases GVHD
lethality from 100% to approximately 60% in MHC-
mismatched murine models of transplantation.”-28
Consistent with the higher expression of CD40L on
activated CD4™" T cells compared to CD8% T cells,
anti-CD40L monoclonal antibody has a beneficial
effect only on GVHD initiated by CD4™ T cells.” The
results obtained in the latter study are in a favor of a
diminished Thl-type response to alloantigens. Blazar
et al have evaluated the long-term efficiency and
specificity of ex vivo blockade of CD40/CD40L inter-
action of purified CD4"* T cells stimulated by MHC
class Il mismatched cells.> Important features of this
study are the 10-day duration of MLC with anti-
CD40L monoclonal antibody and the limited MHC 11
disparity (only three amino acids in the I-A region)
between B6 responders and bm12 stimulators. Donor
CD4™ cells were rendered hyporesponsive to host
alloantigens, as proven by the inhibition of both
primary and secondary MLR. Moreover, they were
incapable of causing aGVHD. This protection from
GVHD was superior to that obtained following in
vivo administration of anti-CD40L in the same strain
combination and was not reversible by 1L-2.7 Anti-
host hyporesponsiveness was achieved without inhi-
bition of specific responses against exogenous anti-
gens as assessed by quantifying the in vitro response
of ovalbumin-specific T-cell receptor (TCR) trans-
genic cells. Despite its limitations, this is a feasible
method to spare at least the antiviral and, more hy-
pothetically, antileukemia responses of nonalloreac-
tive cell populations. However, to translate this tech-
nology to the clinical setting of TCD-HSCT would be
premature. The mouse model used was characterized
by MHC class 11 disparity only, while human GVHD
involves both CD4 ™" and CD8™ T cells. As discussed
above, blocking CD40L would have a limited effect
on allogeneic CD8™ T cells. In addition, injection of
large doses of ex vivo “tolerized” CD4" T cells with-
out any CD8™ T cells is less likely to protect against
viral infections, since CD8" cells are the principal
mediators of the antivirus protection. Combinations

of different blocking molecules would therefore be
required.

Other types of costimulatory molecular targets,
currently under investigation, could be used to mod-
ulate T-cell alloreactivity.* The exact mechanisms by
which agents blocking costimulatory signals are un-
known. In addition to their well-described effect on
clonal expansion and effector function, blockade of
CD28 and CD40 costimulatory signals could de-
crease T-cell survival by modulating the expression
of antiapoptotic proteins.* Functional alteration
and/or deletion of T cells might be responsible for the
phenomenon.

Finally, stimulation of human naive T cells in the
presence of 1L-10 can facilitate the induction of an
anergic-like state,?® highlighting the immunosup-
pressive property of this cytokine. Originally de-
scribed as a Th2 factor in mice, 1I-10 inhibits cytokine
synthesis by Th1 cells and acts as general inhibitor of
proliferation and cytokine responses.* Moreover,
CD4™ T cells chronically activated in the presence of
IL-10 give rise to regulatory clones (Trl) producing
high levels of 1L-10, low levels of IL-2 and no 1L-4,
and able to suppress the proliferation of naive CD4™
T cells specific for the same antigen.3® Similarly,
transforming growth factor-g (TGF-B) exerts inhib-
itory effects in a number of animal models, leading
to the idea that the combined use of these cytokines
could induce a T-cell antigen-specific hyporespon-
siveness applicable in the clinic. To test this hypoth-
esis, CD4% T cells, stimulated in a MLC against
recipient cells alone, or in the presence of either
IL-10, TGF-B, or both, were injected into sublethally
irradiated class Il incompatible mice and their sur-
vival measured. The infusion of 1 X 10’ T cells was
lethal in 85% to 100% of recipients when cells were
cultured with no cytokine, IL-10, or TGF-B alone. In
contrast, when CD4™" T cells treated with IL-10 plus
TGF-B were injected, 75% of recipient mice survived,
although some GVHD was found histologically.?
Like blockade of CD28/CD80/86 and CD40/CD40L
pathways, IL-10 plus TGF-8 immunomodulation in-
duces an alteration of TCR signaling, with dimin-
ished activation of the early response kinases (ERK),
and of the downstream nuclear pathways that control
T-cell expansion.® Of importance, alloantigen-spe-
cific hyporesponsiveness was achieved without los-
ing the capacity of the cells to respond to OVA anti-
gen, at least in vitro. The finding that exogenous
antigen responses are preserved after ex vivo treat-
ment suggests that the immune competence of al-
loantigen-nonresponsive cells may be sEared. Be-
cause of the important role played by CD8™ T cells as
antiviral and antileukemia effectors, it would be in-
teresting to test whether IL-10 plus TGF-8 can simi-
larly inhibit CD8" T-cell responses to alloantigens. A
second key issue to be addressed before clinical ap-

138



Prevention of GVHD by T-Cell Allodepletion 37

plication is the mechanism of immunosuppression,
especially whether IL-2 or anti-TCR stimulation can
reverse hyporesponsiveness of 1L-10~treated T cells,
as recently shown in an in vitro human model %6
Similarly, whether anergy is maintained following
T-cell transplantation in the context of inhibitory
cytokines, as well as agents blocking costimulatory
pathways, remains debatable. The type of condition-
ing regimen or concurrent infection could overcome
alloreactive hyporesponsiveness by mechanisms in-
cluding production of high levels of cytokines or
antigens causing GVHD.

Depletion of Alloreactive T Cells

Clonal elimination of alloreactive T cells is a very old
idea, dating from the original bromodeoxyuridine
{BudR) treatment experiments of Zoschke and Bach
performed to demonstrate that lymphocytes re-
sponding to foreign histocompatibility antigens are
not multispecific but committed to certain anti-
gens.®° Different pharmacological agents, such as
tritiated thymidine, 33258-Hoechst-modified-BudR
and light, and 5-fluorouracil have been used to re-
duce in vitro cell-mediated cytotoxicity to alloanti-
gens.?9-72.73.80 Despite abolition of CTL activity, le-
thal GVHD was not completely prevented in a fully
allogeneic murine combination, probably because a
cell subset survives this nonspecific in vitro treat-
ment.”3

In a canine MLC model, anti-dog leukocyte anti-
gen (DLA) class 1l monoclonal antibodies blocked a
mixed lymphocyte reaction,52 but the same antibod-
les failed to overcome transfusion-induced sensitiza-
tion in DLA-identical littermates and led to gralt
failure.®® The discovery in the 1980s of specific acti-
vation markers sequentially appearing on the T-cell
surface led to reconsideration of this approach. Sev-
eral strategies have been undertaken to achieve more
complete ex vivo depletion of the anti-host specifi-
cally activated T cells. All of the methods are based on
the use of monoclonal antibodies directed to the
high-affinity 1L-2 receptor (CD25) or to CD69, cou-
pled either to a toxin or to magnetic beads. Confir-
mation of depletion of anti-host T cells is shown by
the inhibition of MLC between HLA fully, haplo-
incompatible or phenoidentical donor/recipient
pairs,14.25.32.34.61.62 or HL A genoidentical siblings,
in which minor HLA antigens are recognized.31.60.62
The results have been highly variable. In the HLA
genoidentical setting, Koh et al reported 3.5% resid-
ual proliferation using anti-CD69 antibody labeling
followed by magnetic sorting.>! The main differences
with other protocols were (1) the use of recipient
cells prestimulated for 24 hours with a cocktail of
interferon-gamma and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a); (2) the choice of the antigen, depletion of

CD69™ cells (v CD25™ cells in the other studies); and
(3) the method of depletion, by magnetic beads
rather than immunotoxins. In the HLA-mismatched
setting, the addition of anti-CD25 ricin immunotoXin
in 2-day MLC led to greater than 98% reduction in
residual proliferation towards recipient cells.!*62 Dif-
ferences in techniques used, such as the time at which
the immunotoxin is added, the type of immunotoxin,
the use of magnetic bead depletion instead of immu-
notoxin, and the type of stimulator cells used, ac-
count for the variability of residual proliferation,
which ranges from 8% to 26%.2532.3+.51.61 Two major
issues have to be considered in order to optimize
allodepletion. The expression of activation markers
must be carefully monitored during MLC. CD25 and
CD69 present different expression kinetics on acti-
vated CD4" and CD8" T cells, which appear to be in
part dependent on the protocol of T-cell activa-
tion.1+32.51 The use of preactivated recipient cells and
the association of monoclonal antibodies specific for
CD25 and CD69 antigens could improve depletion
of alloreactive cells. Magnetic cell sorting presents
several advantages over immunotoxins, including
higher recovery rates, greater potential for medical
application as based on existing clinical grade de-
vices, and the ready-to-use availability of cells after
the procedure.3*5' Among the population of T cells
specific for HLA antigens, there is a mix of naive and
memory cells, TCRs are broadly cross-reactive, and
many T cells specific for environmental antigens also
cross-react with foreign HLA peptides. On the basis
of this information, T-cell allodepletion should be
associated with a reduction of the number of T cells
specific for exogenous antigens, but significantly this
was not the case for either viral or leukemia-associ-
ated antigens.23.60:62 Ip particular, it has been shown
that the number of cytotoxic precursor cells, as eval-
uated by limiting dilution assay and specific for
CMV-infected fibroblasts and EBV-transformed cell
lines, was not affected by this depletion method.62
The use of immunotoxins directed against CD25 to
deplete alloreactive cells seems to preserve the anti-
leukemia activity of treated cells, at least in vitro.
One method, in which allogeneic T cells were
treated with an anti—-CD25-ricin «-chain immuno-
toxin, passed all required preclinical studies.14.30.62
A murine model showed that TCD was effective, at
least partially, in preventing both graft rejection
and GVHD in a one haplotype-mismatched com-
bination.}¢ RFT5-SMPT-dgA immunotoxin, ap-
proved by the Food and Drug Administration {or a
clinical phase I trial in patients with refractory
Hodgkin's lymphoma,?° is now under evaluation in
a phase 1/11 clinical trial aimed at testing its appli-
cability in allogeneic HSCT from HLA-disparate
donors.1s Pediatric patients with genetic disorders
or hematologic malignancies, were transplanted
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Figure 1. Treatment schedule. Patients received 5 mg/kg/d of
anti-thymocyte globulin between days -14 to -10, 4 or 5 mg/kg/d
of busulfan between days -9 to -6 and 50mg/kg/d of cyclophos-
phamide between days -5 to ~2. CD34* hematopoietic stem cells
from matched unrelated donor or mismatched related donor were
purified according to the Miltenyi Biotec procedure and trans-
planted at day O. Peripheral donor lymphocytes were cultured with
host cells in a mixed lymphocyte reaction and CD25*-activated T
cells eliminated by a anti-CD25 immunotoxin after 4 days of
culture. Allodepleted lymphocytes were infused to the patients
provided that anti-thymocyte globulin was undetectable in the
serum and engraftment confirmed.

with HSC from matched unrelated or mismatched
related donors after conditioning which included
early treatment with rabbit anti-human thymo-
cyte globulin (Thymoglobuline, SangStat, Lyon,
France) between days ~14 and -10, followed by
busulfan and cyclophosphamide (Fig 1). Allode-
pleted donor T cells were injected between days
+15 and +30 post-transplantation, provided that
Thymoglobuline, administered for prevention of
rejection, was cleared from the serum and the
absolute neutrophil count was greater than 500/
pl. No immunoprophylaxis was given post—-TCD-
HSCT or after allodepleted T cells add-back. Pre-
liminary data show that up to 8 X 10° treated T
cells/kg per injection did not induce severe aGVHD
in the haploincompatible setting. The immune re-
covery of CD4" T cells as well as the detection of
virus-specific cytotoxic T cells as early as 25 days
postinfusion, in a setting of viral infection, sug-
gests that infused T cells can survive and expand.

Conclusion

The critical problem of elimination of GVHD poten-
tial from T-cell immunotherapeutic populations is
near solution. Almost all known aspects of T-cell
activation have been exploited with the aim of elim-
inating GVHD (Table 1). For most approaches, sev-
eral experiments still must be performed prior to
undertaking clinical trials, including in vitro quanti-
fication of residual activity against recipients’ HLA
antigens, validation of the efficiency of allomodula-
tion or depletion in animal models, and evaluation of
the immune competence of treated cells. Improving
immune recovery while preventing GVHD implies
that treated T cells are fully competent to react

against leukemia cells or infectious organisms. The
clinical trials performed or currently in progress
should help in understanding which criteria and pre-
clinical studies are important. The combination of
some of these strategies, such as blockade of in vitro
costirnulatory pathway together with TK elimination
in vivo, simultaneous blocking of two costimulatory
pathways as already shown for solid allografts,>°->% or
depletion of alloreactive cells followed by in vitro
cloning of residual T lymphocytes specific for infec-
tion or leukemia targets, are worth future explora-
tion.
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III- SIMPLIFICATION DU PROTOCOLE DE GREFFE
DANS LE CAS PARTICULIER DU SYNDROME DE
DIGEORGE

ARTICLE 5 :

T cell immune constitution after peripheral blood mononuclear cell transplantation in
complete DiGeorge syndrome.

Bensoussan D., Le Deist F., Latger-Cannard V., Grégoire MJ., Avinens O., Feugier P.,
Bourdon V., André-Botté C., Schmitt C., Jonveaux P., Eliaou JF., Stoltz JF., Bordigoni P.

British Journal of Haematology, 2002, 117: 899-906

ARTICLE 6 :
PBMC transplantation in complete DiGeorge syndrome: an eight year update.

Daguindau N., Decot V., Picard C., Latger-Cannard V., Grégoire MJ., Nzietchueng R.,
Salmon A., Stoitz JF., Bordigoni P., Bensoussan D.

Soumis

Dans ce chapitre, nous allons rapporter I’expérience d’une greffe de cellules
allogéniques sans conditionnement préalable du patient. Cette greffe a ¢té réalisée dans le
contexte particulier d’un cDGS ou il a été montré par plusieurs équipes que lors de greffes de
CSH réalisées sans conditionnement, seule la population lymphocytaire T était d’origine
donneur, les autres populations cellulaires restant receveur. Le fait de s’affranchir du
conditionnement, et des effets secondaires qu’il engendre, est possible dans le cadre de ce

déficit immunitaire avec absence totale de lymphocytes T.

CAS CLINIQUE

Le diagnostic de ¢cDGS avait été posé chez cet enfant a 1’age de 2 mois devant une
hyperparathyroidie sévere, une dysmorphie faciale, un eczéma sévere, 1’absence de thymus
mais en 1’absence de malformations du tronc cardiaque. Le nombre de lymphocytes T
circulants était treés faible. L’étude fonctionnelle de ces lymphocytes T réalisée a I’'UTCT a
montré une trés faible réponse proliférative aux mitogenes. La recherche de nouveaux
émigrants thymiques n’avait pas été réalisée & ce moment la mais elle a été réalisée apres
allogrefte et aucun TREC n’a été retrouvé. Ce résultat confirme a posteriori le caractere
complet du DGS. L’analyse cytogénétique a permis de détecter une délétion 22qll

homozygote.
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De nombreuses infections, I’absence de réponse a toute vaccination, I’apparition d’une
thyroidite auto-immune et la spectaculaire cassure de la courbe de croissance ont conduit a
envisager une allogrefte chez cet enfant. Nous avons proposé pour cet enfant une injection de
cellules mononucléées a partir d’un donneur génoidentique. Etant donné le jeune age du
donneur (10 mois), nous avons collecté les cellules mononucléées en 4 fois et les avons
cryopréservées a I’'UTCT jusqu’au jour de la greffe.

Le patient n’a recu aucun conditionnement pour cette injection. Le jour de la greffe, le
greffon a été décongelé renfermant 24 10° cellules mononucléées par kg de poids du receveur,
10.2 10® CD3/kg, 8.9 10° CD19/kg, 1.7 10° CD3-CD16+CD56+/kg et trés peu de CD34+ :
0.073 10%kg. La prophylaxie de la GVHD a consisté en Ciclosporine A (12.5 mg/kg/j de J-1 a
J35) et Mycophenolate mofetil (30 mg/kg/j de JO & J28).

Le patient a re¢u des Immunoglobulines IV pendant les 6 premiers mois post-greffe.

EVOLUTION POST-GREFFE

L’évolution clinique post-grefte a été extrémement favorable avec survenue d’une
GVHD de grade I spontanément résolutive, disparition des infections et de 1’eczéma,
récupération d’une fonction thyroidienne normale et ascension spectaculaire des courbes de
taille et de poids.

Comme décrit précédemment, un chimérisme mixte a été observé avec une prise
partielle sur les lymphocytes T (45 a 55%) et un chimérisme 100% receveur sur les
lymphocytes B et les polynucléaires. La séparation des sous population pour la réalisation de
cette étude a été faite par nos soins a I’'UTCT.

Nous avons pu étudier au laboratoire la récupération des fonctions cellulaires avec
apparition de réponses prolifératives aux mitogénes et a l’anatoxine tétanique apres
vaccination. De méme, la production d’anticorps spécifiques aprés vaccination a pu étre
montreée.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, 1’étude des TRECs a été réalisée mais
aucun TRECs n’a été détecté. L’étude du répertoire T a été effectuée par le Dr Le Deist a
Necker et a montré un répertoire diversifié sur les CD4, trés proche du répertoire du donneur
et un répertoire plus restreint sur les CD8+.

Nous avons suggéré que les lymphocytes T contenus dans le greffon avaient subi une
expansion périphérique chez le receveur et avaient permis une récupération des fonctions

immunitaires contribuant a la résolution des infections, de ’eczéma et a la disparition de la
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thyroidite autoimmune. Nous avons également souligné les problémes éventuels pouvant
survenir en 1’absence de thymopoiése : un épuisement du greffon, une restriction du répertoire
T, I’apparition de manifestations autoimmunes.

Devant de tels risques, le patient a été suivi réguliérement cliniquement et
biologiquement. Nous avons étudié le chimérisme sur sous-populations séparées ainsi que les

fonctions immunitaires tous les ans.

Nous sommes maintenant a 8 ans de 1’allogreffe et rapportons dans [’article 6 [’état
clinique et immunitaire du patient. Cliniquement, ’enfant se porte bien en I’absence
d’infections. Le probléme persistant est une hypocalcémie majeure liée a une non observance
du traitement médicamenteux. Le chimérisme mixte reste stable et 1’étude immunologique
révele des fonctions similaires a celles rapportées 2 ans apres la greffe. Les seuls changements
observés sont ’apparition d’une inversion du rapport CD4/CDS8 et I’apparition d’une
restriction importante du répertoire T CD8+. Le répertoire T CD4+ reste diversifi¢ et similaire
a celui de la donneuse. Aucune manifestation autoimmune, ni aucun signe d’épuisement du
greffon n’ont pu étre observés. L’évolution clinique de ce patient est tres rassurante, compte
tenu des hypothéses envisagées précédemment et semble similaire a celle de la premiére

patiente allogreffée sans conditionnement par Goldsobel ef al il y a 24 ans.
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Summary, Complete DiGeorge syndrome (cDGS] iz a
caongenital disorder characterized by typical facies, thymic
aplasia, susceptibility to infections, hypoparathyroidism and
conotruncal cardiac defect. Fetal thymus or post-natal
thymus tssue transplantations and human leacocyte anti-
gen (HLA)-genotdentcal bone marmw transplanmations
were followed in a few cases by tmmune reconstitution.
More recently, a peripheral blood menonuclear cell trans-
plantation (PBM(T) was perdormed with an HLA-geno-
idenrical doner and followed by a partial T-cell engraftment
and immune reconstitution. We report a boy with ¢DGS.
witheut cardiac defect, who suffered recurrent severs
infectiona, At the age of 4 years, he underwent PBMCT (rom
his HLA-genoidentical sister. He recelved ne conditioning
regimen, but graftversus-host diseaze (GVHD) prophylaxis
was with oral cyclosporin A and mycophienolate mofetll.

Toxlcity was waild, with grade [ acute GVHD. The patient
ks currently 2-5 vears post-PBMCT with excellent clinical
performances. Mived chimaertsm ¢can anly be observed on
the T-cell population (S0% donor T cellsi. T-lymphocyte
count fluctuated {CD3 mere than 400 x 10%/1 at d 84 and
(T34 more than 200 x 10%1 at 4 46). Exclusive memory
phenctype T cells and absence of new thymic emigrants
suggest expansion of infused T eells. T-cell mitogen and
retanus antigen responses normalized a few months afber
transplantation. After immunizations, specific antbodies
were produced. FBMCT from an HLA ientical sibling could
be an efficient treatment of tmmune deficiency in ¢DGS.

Kevwords: complete DiGeorge syndrome, transplantation,
nunune constitution, chimaerism. peripheral expansion,

Complete TiGeorge smdrome {cDGS) 18 a rare congenital
disorder. resulting from faulty development of the third and
fourth pharyngeal pouches. DUS is characterized by typical
facies, thymic aplasia. increased suxceptibility to a vartety of
infections, hypoparathyreidism and conetruncal cardlac
defects (Barvett o af, 1981). Previous studies have reported
that many patients with DGS are hemizy gous for 22q11 or,
in rare instances, hemizygous for 10pt3 Driscoll et al.
1993; Daw et al, 1996). Daetion in the IFDIL gene at
22q11 has been described. but other genes located in the
same region could be implicated (Yamagishi #¢ al, 1999).
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it is known that patents with <GS have o persistent
immunodeficiency with low T-cell response @ mitegens and
no or very few detectable T cells {< 400 x 10° (DA™ cells/l)
in the peripheral blood (Bastan et af, 1989; Miller et al,
16895 In severe cases, the highly compromised T-cell
compartment 8 accompanted by a relative increase of B
Iymphocytes (Miller of &, 1989

Several therapies have heen wed 1o treat immonedefi-
cdeney assoclated with DGS. The first ene was the trans
plantation of fetal thymus and. In a few casea it was
tollowed by immune reconstitution (Cleveland ot &, 1968;
August o af, 1970 Mayuami ¢t al, 1989). (ne recent study
showed that the wansplantation of post-natal thymus tissue
to five children with DGS succeaded in two cases {Market
2t al. 1999). These two patients developed normal prolifer
ative responses © mitcgen within 3-8 months after trans
plantation. The TREC analysis iepisomal circular DNA
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excision products of T cell-receptor gene rearrangement)
showed evidence of new thymopoless. Tn three patients,
human leucocyte antigen {HEA)-genotdentical bone mar-
row  transplantation {BMT) successfully restored T-cell
function by adeptive wansfer of post-thymic T celis 1Goldso-
bel o af, 1987 Borzy of al, 1989; Matsurmow « &l 1998).
Bowers «f al (1998) postulated that only postthymic
lymphocytes, and not stem cells, were respongble for
immune constitution after successful BMT. They performed
peripheral blood menonuclear cell transplantation (PBMCT)
from an HLA-identical sibling which was followed by «
partial T-cell engraftment and immune reconstitution.

In the present report. we describe the case of a young boy
with complete DCS without cardiac defect who suflered
racurrent and severe infections asseclated with an auto-
immune thyrolditls and received PBMC from an HEA-
identical sibling. Two and a half years alter the PBMCT, the
child s in very good health with complete ressclution of
aute-immune  thyriditis. He presents a stable mixed
chimaeram on T oells and a good immune reconstitution.
PBMCT was performed without any conditioning regimen
and the follow-up of the patient was uneventtul.

PATIENT AND METHODS

Patignt

The bay, born at 37 weeks with a birth weight of 228 kg,
was diagnosed with complete DiGeorge syndrome {DGS) at
the age of 2 months, HHe presented severe hypoparathyrod-
dism. dysmorphic facies, velopharyngeal insufficiency and
severe eczema with hyper [gE, but ne conotruncal cardiac
mualformation. Chest radiography and ultrasound tomegra-
phy showed no thymic shadow. He was found to have a low
number of creulating T cells and near absence of PBMC
proliferative  responses 1o mitogens. Cytogenetic study
detected a hemizypous 22911 déeletion {fluorescent in situ
hybridization (FISH; with a VYSIS LSI/VCFS region dual
colour prebe, locus TUPLE 1)

The child’s first 4 vears were complicated by recurvent
infections including septicasmios (Condidy athicans, Stapitg
locaceus aerens, Pseudomorus acruginosa, Sreplococcus prget-
maottiae), pneumonias {Psetadomonas aeruginosa and Candide
alhicans) and sinusitis. Despite the vaccination schedule, he
never tmmunized. At the age of 4 years, he developed a
cytomegalovirus (CMV] enterins successfully treared with
gancyclosir, but CMV antibodies remained negatve. More-
over, at the age of 3 years he presented an autelmmune
thyroiditis. These complivations were associated with severe
growth failure (helght: —5 8D, weight: -3-5 SD).

PRMC trunsplamtation

Because of the young donor age (10 months), unmobilized
peripheral blood was collected four tmes from the HLA-
peneidentical  boy's  healthy sister (after the parents’
inforined consentl. PBMC were separated tram cach collec-
tion on a denslty gradient (Lympboprep, Life Techoology,
Cergy Pontoise, France!, washed twice In human serum
albumin 4% {HSA, LFRB, Les Ulis, Francet and aryvopreserved
using a rate centrolled freezer (Kryo 1016 planer, Flebio,

France). The patient did not receive any conditioning
regimen and was transplanted on 3 March 1999 with
thawed PBMC: 24 « 10° mononucleaied cells’kg contain-
lng 102 % 10" CD3/kg, 89 x 10° CD19/%kg and 1:7 x 10°
CI3 CD167CHR56" kg, and very few CN3A™ cells: 0073 =
li)év”kg As grafr-versus-host disease (GVHD) prophylaxis,
the patient received cyclosporin A (12-3 mag/keg/d fromd -1
to d 351 and mycophenclate mofertl (30 mg/kg/d frem d O
s od 28) (Yu o @l 19981, The patient received immuno-
giobulins  (Endobulines. LPB)  A00 mp/kg/maonth  for
& maaths after PBMCT,

Chimnagrism stiady

Cell subser purification. Peripheral blood ctrculating cells
were separated on a density gradient. Meonocyes and
T-lymphocytes were  immunomagnetcally  isolated by
CIN4 and Pan T microbeads, respectively, with a magnpetic
activated cell sorter (MACST device {Miltenyi Biowe, Sun-
nyvale, USA). Buetly, PBMC were first incubated with a
microbead-conjugated monoclonal ant-CDI4  antibody.
The pesitive fraction was kept for chimaerism analysis and
the negalive fraction was incubated with a micrabead.
cenjugated monoclonal antbody cockail contained in the
Pan-T isolation kit ((D11h, CD14, CD19, D36 and CD34)
{Miltenyd Bioteo . The negative fraction was enriched in T
oells and the positive fraction essentially contained B and
natural killer (NK} cells. More than 90% pudty was
achieved for both D14 and (D3 cells.

FISH analysis. Because of the sex difference between
doner and recipient, puritied fractions could be analysed by
FISH with alphasatellite centremeric chromoesome X and Y
probes (Vysis, USA). FISH was also performed with LSI/
VCES region dual-colour probe, locus TUPLE 1 (Vysisy.

Polymorphism amadysis. We ased @ semiquantitative
polymuerase chain  reaction (PCR)based assay  with
polymorphic short tandem repeat (STR) markers. The
FISHER Genomic F-G 50 kit {Fisher Scientific, Elancourt,
Prancel was used for DNA estraction. The PGA tetrani-
cleotide STR locus fabelled with HEX) was found o be
informative in distinguishing doner and recipient DNA.
The ABL PRISM 310 QGenetic Analyser {Perkin FElmer.
Foster City, USA) provided separation and semsitive quan-
rification of PCR products amplified with fluorescent primer
set. The AB cENEsCAN 672 TM software was used w
caleulate the peak areas from the flucrescent signals
determining a quantitative measurement of the degree of
mixed chimaerism for this infermative kxus

Flow aaometry

Lymphocste phenotyping was performed on EDTA whele
Mood samples, with a FACSCansrr {low cytometer 1Back-
ton Dickinson, San [ose, [ISA), by direct immunofluores-
cence using the fellowiog specific conjugated menoclonal
antibodies: anti-CD3, -CiM4. (DS, -CI45RO, CDH5RA,
(D16, «CD36, CD1Y, -TCR2B. -TCR¥H |Becton Dickinson)
and ant-CD103 {(HML1, mmunotech, Marseille, Prance).
Additional monoclonal antibodies wers used to characterize
the T-cell receptor V[ repertoire (Immunotech). Indirect
immunathssrescence was used for all the VB analysis execepr
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for VP2, VB3, VB3, VP13«6 and VP17 which swere
determined by direct immunoflucrescence.

Mitogere and antigen-indtaed profiferation

Proliferntion assays in response to phytohaemagglutinin
{PH A, phorbal 1 2anyristate 13-acetate (PMAj-ienomycine,
pokeweed mitogen {PWM) and tetanus toxoid antigen were
perfonned as previously described Bordigoni ot @, 1982,

NK<oll functional arsa ysts

NK activity was measured in triplicates using a standard
chremium release assay agalnst K562 cells, as previously
described (Le Deist ef af, 19871

Varcination and artibody determination

The patient was immunized at 7, § and 9 moenths after
PBMCT with a series of three tetanus and diphtheria
toxaids, polioviras and hacmophifus influcnzee type B conju-
gate vaocine [Hib) and a sertes of two {7 and 8 months after
PBMCT) 23-valent pneumococcal polysaccharide vaccines
{Pvax). Specific antibodies were detected by enzyme-inked
tmmunosorbent assay tests.

TRECS

On d 477, peripheral (4 and D8 Tdymphocytes were
preliminarily isolated with Dynabeads (Dynal, Compiégne,
France). DNA was extracted on (D4 and D8 T-cell
fracions according w Qlagen Protocal ((Hapen, Court-
aboeuf, France). DNA concentration was determined using
a fluorometer. Primer sequences are located on either side of
the recombinaton jeints. Defined numbers of internal
standard moleculss were added to each PCR reaction
(Douek o #f, 1998). PCR products were separated by
electrophoresis on polyacrylamide gels with an automared
373 DNA sequencer. Data interpretation wis performed by
GENESCAN analysis,

RESULTS

Clindeat owteoree

The patient's clinlcal course after wansplantation was
uneventful, Toxicity was mild with transient grade T acute
GYHD at d 45 post PBMUT: this did not require treatment,
The patient was discharged o 4 38, There has been no
chronic GVHD. Post transplantation, there was complete
resolution of chronie pulmoenary intection and eczema.
Normal thyreld functon was regained assoclated with a
complete disappearance of and-thyroglobulin antibodies.
Interestingly. there was a dramatic decrease in I1gE ifrom 15
times pormal pretransplant e four dmes normal post
procedure). There was only one intection post transplant
1+ 135 manthsk central venous catheernreated coagulase
e gative staphylovooous septicaemia.

There was substantial weight and height gain with
normalization of his weight, although his height remains
~2 8D helow the normal for age {vs ~4 SD before PBMCT)
{Fig 1) He continues 1o require calclum and T alpha-
caleidol supplementation. The patlent Is currently very well
25 years after transplantation.

e
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Fig 1. Weight and hdght gain after PEMCT. The patient's height
incteased radically from 80 cm {to -5 81 before PBMOT {the
patient was 4 yveurs ald) to 106 cm {-2 S 2 years alter PBMCT.
His weight aleo progressedirom 95 kgito -3-5 SDibebre PEMUT to
18-5 kg (nearly the normal mean weight) 2 years after FEMCT.

Engrajvrrent and haermtolagicad reconstitittan

Noconditioning regimen was administered and there was ne
secondary aplasia, Partial engraftment was detected on d 14
after trapsplantation with 10% XX donor cells (data net
shown). A mixed chimaeism was observed only on T-cell
subset, flucmating around 50°% XX donor T cells ifrom
415 » 10%1 €D3* T cells tncluding 145 % 101 XX donor
{D3” Teellsend 98, w 311 x 10™1CD3™ T cells including
217 % 10%1 XX donor CD37 T eclls on d 890) (Fig 2). The

€Dy xvy

0 300 200 300 400 FHQ €00 TO0 800 GO

Days after transpl antation

Fig 2. Chimaera study on (D3 cells. Evolution of CIBY T calls
from recipient arigin {C133 XY} and donor arigin (D3 XX fom the
duy of PBMCT to & K90, Results are expressed as ahsolute values.
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monacy e fraction and B and NK cell fraction were exclu-
sively of reciplent ordgin (with a mean of 99-1 £ 34% and
976 £ 2-1% XY recipient cells respectively).

Iniiuno logical reconst tution

Lymphoaite subsets. Before PBMCT, the patient had few
CD3” T eells (166 x 10°4), indading 120 = 101 TCR 24
Teells and 45 x 10%1 TCR 48 T cells. CD4™ cells and (D5~
ells were equally represented, CD4° cell phenotype was
mainly CD45 RO™ (98 x 10%/1) whereas D4 UD45RA"
cells remained below 8 x 10%/1,

After PBMCT. T-lymphocyte count increased repularly
during the first 3 months D3 > 400 x 10°1  and
CD8 > 100 % 10%1 on d 84 and D4 > 200 x 10%1 on
d 46) (Fig 3A). The T-cell count flactiated arcund
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Fig 3. Immunological reconstitution after PEMOT. {AY Phenot ypic
analysis of CD19%, C3Y, C134° and CD8Y lymphocy e subsets of the
patient after PRMCT. iB) Time course of the rconstimtion of
CD4CDHSROY and (D44 SRAY subscts afier PBMOT. Resubs
are expressed as ghrolute values,
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300 x 10%1 during the first year post PBMCT (385 x
101 en d 340) tncuding 311 x 1071 TCR=B™ T eells and
31 % 10%1 TCR ¥8* T eells. 4™ cell phenotype was
mainly D45 ROF (CD4TCDASROS > 200 % 10%1 on
d 46). CD4™CD45RA™ cells atill rematoed very low (always
< 5( % 10%/1} {Fig 3B). Two and a half vears after PRMCT,
similar  T-lymphocyie  propertions  were  still  found:
311 % 10°1 CD3™ cells including 286 x 10%1 TCRaf™ T
cells and 33 = 10%1 TCR ¥5™ T cells. CD&™ T cells were
mainly TCRaf" and CD8aB" (147 » 101 Morcover.
(D103 antigen, which is specific te human mucesal
lymphocytes, was weakly expressed on CD4” and €D T
cells (%4, on d 740. CD&™ (45RO and CDE~ (TH5SRA™
populations have been analysed since d 477 and were
initially equally represented (735 x 10%/1 and 612 x 10%1
respectively),  but  on  d 890  there were mainly
CDE™CMSRO™ (168 x 10°4 compared with 84 x T0%/1).

{D19” B cells fluctuated within the normal range after
transplantation (532 x 10%1 on d 15-370 x 10%1 on
d 390 {Fig 3A).

Mitogen- amd antigen-induced profiferatiorn. PHA and PMA-
tenomycine-induced proliferations were increased on d 33
post transplantation compared with d —25 before wans-
plantation {Fig 4). Those proliferative responses continued
e increase and reached normal values at d 88 post
ransplantatien (FHA: 100 000 cpm. and PMA-ionomy-
clne: 219 OO0 ¢ pand. After tetanus vaccnation, tetanus
toxold proliferaticn was studied in vitro. Proliferation was
very marked on d 338 and centinued te remain high on
d 894 {115 000 and 96 462 c.p.m. respectively). Control
proliferation was 15 000 cp.m. A mized chimaersm was
abserved with FISH on metaphases analysis afier wetanus
toxohd antigen stimulatoen: 48% XX donor-activated T cells
without 229711 deletion, and 32% XY recipient T cells with
22411 deleton.

NKaell activity. NK-cell  activity was  normal  before
ransplantation with or without interleukin 2 {1L-2) acti-
vation, showing functional NK cells. Stmilar results were
obtained on d 42 after transplantation {data not shown).

Antibody responses gfter vacoingtion. Before transplants-
tion, the patient presented very low inmune responses ©
vaccinations (Table 11 After transplantation, the patient
had wery good and sustained antibody responses w

u Lnstimuiastad ceils
. PHA
PMA, IONG

Fig 4. Proliferative responses to mitogens.
Prolilerative respemse evaluated through
H3-TdR incorporation after mitogen simula-
tion of PBMC from the patient. Control
praliferations from cach test are expressed in
mean £ S,

4 2002 Blackwell Sdence Lid, Brifish Journal of Haematology 117: 89 9-906
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Table 1. Specific antbady production.

Normal
Months hefore and afer PRMUT 1 5 7 1z 13 15 values
Pneumococaus™t (pg/mii < {3 7 11 03 43 97 > 433
Hib1§ 1% 27 68 67 Yh NI 99 >34
Tetanus toxoid {miK Dl 5 8 >3 =3 (8 = -1
Diphtheria toxoid (pg/mh§ i3 -8 L] =5 > 5 349 >4
Palboviruz {10 11§¢
1 - 12 > 532 > 512 384 > 44
2 - 26 ib 54 > 1)
3 - 16 22 > 512 > 5312 335 > 44y
*Antibody 10 Streptaorens parumoniaz {23 serotypesi.
timmunization at 7 and B months post PEMCT.
tAni-Hasmophilus Influe nzae type b capsular polysaccharide.
$lmmunization at 7, % and 9 manths after PBMCT.
YPoliowirus expressed e the reciprocal of the serum dilution.
Immunoglobulin administration was performed for & months after FEMCT.
A » B # -
B Revipivas ; Kewipient
8 Bonor Doaor
3 g
3 &
: F
2 Ed
e -

v

g -

Fig 5. TCR Vf repertaire profik on recipient and donor CI4 ¥ and CD8™ T cells 2 yeurs afer PRMCT. Comparative analysis between donor ans

recipient of TC
expression was not studied,

immnunization with pelievires, tetanus roxsid, pneumocne-
cal polysaccharides and hasmophthug influenzae.

Tocoll repertoire. CIM” and CDS™ recipient T-cell repentolre
studies performed 2 years after PBMCT are represented in
Fig 54 and B. A normal surface expression on T4 T cells
of 17 VB families studied was observed. Moreover, a similar
pattern could be detected on doner €T cells at the same
time. The (D&” Twell repertoire was characterized by mingr
defects with ne detection of four members among the 17 VR
families tested (VH5-2, VP11, VPI8 and V13 6L
Moreover, VB3-1 was excessively expressed {14%., data not

R VP repertaire on CD4 7 A and CDSY (B) T~<els. Resulls are expressed as pereentage of Vi expression. NI means that the Vit

shown). All these features were not found on donor CDE™ T
cells.

TRECS. No TRECS were detected. supgesting that ne
thymic function could be detected.

DISCUSSION

The present paper reports a successful allogensic vamebi-
lzed perpheral blood monenuclear cell wansplantation
(PBMOTY itn a ¢hild with <DGS with 22q11 deletion (Mitller
of &, 1989: Yamagishi et ai. 19991 Such an experience has

© 2002 Rlackwell Science 144, British fournat of Haemataiagy 117: 8949906
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previously been reported by Bowers of af {1998), buat with a
shent follow up (95 d post PBMCTI and a limited immune-
logical study. In our patient, the immunodeficlency was
cliaracterized by recurrent severe infections assoclated with
aute-immune thyroklitis and eczema 1Scuccimarri & Rodd,
1998: Archer ot o, 19901 Low (D3° T-cel number
1< 200 x 10%1) and markedly decreased PHA-induced
proliferation had been obeerved for the first 4 vears of life,
Ne conditioning regimen was administered and GVHD
prophylaxis consisted of oral eyelosporin A and myvephe-
nolate mofeti! (Yu ¢ al. 1998). After ransplanmtion, he
developed transient grade T GVHD. Immunodeficiency,
eczema and avimmune thyroiditis, as lustrated by the
complete disappesrance of anti-thyroglobulin  antibedies
and nonmal thyreid function, were all vesolved. The patient
has improved clinically, and gained in weight and height in
the 2-3 yeuars since reansplantation.

The chimmera study showed a mixed chirpaerism on T
cells. The other subsets were from recipient orgin exclu-
sively.

Tcell immune constingtion vould be identified very soon
after PBMCT with a significant improvement of T-cell count
in peripheral blood. Mostr of the T cells were of memory
phenotspe and presented af™ TCR. TREC apalyss did not
show any new thymic emigrants but there was a wide T-cell
repertoire on CD4™ cells and. to a lesser extent, on (D§*
cells. T-cell proliferation to different mitogens normalized
3 manths post PBMCT. After tetanus vaccination, antigen
proliferation te tetanus ©oxeld subsmntially increased
Moreover, NK-cell function remained constant and normal
betore and after transplantation.

Three mechantsms can be proposed to explain T-cell
reconstitution. First, inmature lymphoid progenitors of the
graft are submitred to a thymic maturation. This hypothesis
needs a thymic remnant that coulkd be activated after
interaction with infused T eslls ag previcusly suggested
(Bowers ef al, 1998; Collard ¢ o, 1999}, For cur patient,
wa could not visualize the thymus on the pretransplantation
ultrasound tomopgraphy: neventheless, no surgery was
performed to confirm the absence of thymus (Bastian e al.
1989). The CD34" precursor cells level in the graft was very
low. CD4™CDIMSRA™ cells did not increase after PBMCT.
These cells did not expand nor did they disappear: they

survive within an independent miche’ in the absence of

thymus ourput, bur are continuously substituted when
there is a thymus export (Tanchot & Rochi, 1998: Tanchot
st al, 20000, Finally, there were no new thymic emigrants,
as shown by TREC analysis. Second, immature lymphid
progenitiws of the graft are submitted w extra-thymic
maturation. Extra-thymic maturation s not compatible
with the wide VP repertoire on CDM ™ cells and (V8™ cells to
a lesser extent {(Rocha of af, 1992} Moreover, we detected
<35 % 101 TCR 48 T cells. Lymphocytes do not exhibit
extrathymic phenotype such as CD103 and the CDR™ T cells
bear both (T8x and B chains. TREC analysis was negative,
as is wual in extrathymic marwraten (Douek of &, 2000).
Third, peripheral expansion of posi-thymic marture T cells Is
responsible for immune constitution. Mature T cells,
brought in by the grafl, are not thymus dependent. thus

explaining the shsence of TREC. Usually, in perpheral
expansion, T cells display a memory phenotype, which
correlates with the high level of CD4™ CDASRO™ T cells in
our patient and the Tow level of C0M™ CD4SRA™ naive T
oulls iMackall ¢ @l 19971, However, the Vf repertoire in
peripheral expansion is usually skewed. The TCR diversity of
such expanded populadons seems o be limited by the
diversity of the starting inocula (Drayson ot &, 1989,
Mareover, as we have shserved with the (D47 T eells from
our patient, it has recently been suggested that the doner's
repertotre is maintained i the host environment, in the
absence of the thymus (Pignata ¢t al, 2001). Nevertheless,
four VB families from the doner were not detected in the
{DY recipient repertoire which could ke due 1o the
expansion o the VB5-1 family. Alwroatvely., another
posstbility could be an elimination of strong anti-host clones
by other oligoclonal T cells (such as VP3-1). However, no
increase of (D377, a marker of oligoclonal cyotoxic CDE™ T
cells, within the effector T-cell population could be detected
after PEMCT (data not showni{Auawan ¢f al. 1991; Sze ¢f al,
2001). Mitogen proliferation may be due to CD4 CN45R0O™
T cells, as previously shown in severe combined inmmuno-
deficlency very soon after allogenedc stem eell transplanta-
tion, before CD4™CDHMSRA™ emergence (Patel of al. 20000
In contrast. aother authers comrelated mitogen proliferation
to CD4 CD45RA™ cell emergence in similar conditions
{(Brugnoni et o, 1998). Perdpheral expamsion of marure
deor T cells seems to be the only hypothesis te explain
Immunological constitufion in cur patient. Nevertheless, we
have observed a mild expansion of donor T cells at the same
time as the presence of reciplent T cells, vepresenting nearly
half of the mature T-cell povl. Competition between donor
and recipient Tcell populations may be responsible for a
partal inhibition on donor T<ell expansion, as previously
described (Freitas & Rocha, 2000). Miwgen non-responsive,
phenotypically mature T cells have alrendy been detected in
an infant with <DGS when he was 3 months old Collard
¢t wl, 19991 The authers suggested that there was an
oligoclonal expansion of a small number of T cells matured
extrathymically, as no functicnal thymus remnant could be
detected. In cur patient, the recipient T cells can proliferate
after mitogen or tetanus toxold antigen stimulation, sug-
gesting that a spedfic memeory population could be pro-
duced betore ov atter PBMCT. As thiz proliferation could
only be observed after PBMCT, some co-operation (as an
imouine bystander effect! between donor and recipient T
cells may have sccurred (Freitas & Rocha, 2000). We were
also impressed by the very prompt and marked responses &
vaccinations, particularly againar the tetanus toxold anti-
gen. Marure antigen-spectfic T cells must have been
transferred froan the recently immunized donor (Bowers
o al. 1998). Interestingly. even if this has already been
demonstrated for tetanus toxoid and Hib antigens, it has
never been observed for pneumococcal antibodies (Molrine
of al, 1996). Roux o ai { 2000) demonstrated that there is a
good  correlation  between the extent of the antibody
responge and the high diversity of the T-cell repertoire.
However, It has previously been shown that the vecipient's
antigenic milien  influences by skewing the repertoire
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towards particular antigenic specificities (Gaschet of al.
1993). The antibody response in our patient i3 probably
the evidence required to show that donor T cells are able to
co-operate with recipient B cells.

Because of a pertpheral Tcell expanson and the absence
of thymaepeiests, we cannot nile out the posability that this
boy might develop the following problems in the future.
First, a progressive T-cell exhaustion of the graft could
acour, as a result of apoptosis. T cells present long telomeres
throughout life and express talomerase, which protects the
chromoscmes against progressive deletion {Robertson ot af,
2004)). Nevertheless, after high<dose chemotherapy for
adult breast cancer or BMT from an unrelated donor for
combined immunodeficiency in children, an  increased
susceptibility of (D47 cells to apoptosis after mitogen
stimulation wag observed {Hakim et al, 1997, Brugnoni
et al, 1999). This apoptosls seems to have a regulatory efect
in response to the increased level of activation in the {4
pepulation. Nevertheless, it may also contribute te the
genesis of immunedefidency that follows BMT. The loss of
part of a relevant T-cell repertelre could alse be observed
{Brugnoni ¢f al. 1999). This ebservation raises the problem
of the evolution of the TCR repertoire of our patient. Will it
still remain the same ar will lesses occar by apoptosis? We
could hope that, as reported by Tanchot & Recha (1998),
afier the elimination of antigen, decay of memory T cells
would lead te initial rapid contraction of large clones and to
the relatively prolonged survival of small clones, determin-
ing a memory Twell repertoire comprising all the small
T-cell ¢lones brought by the graft. Sceond, exclusive
peripheral ¢xpansion of the T cells without thymic selection
could lead to auntolmmunity, The emergence of certaln
autoimnmine diseases atter thymectomy. as well as the age-
related increase in self-reactive lymphocytes, suggest that
continuous thymi¢ output ensures that selfreactive T cells
are maintained at very low frequencies in the periphery
1Sakaguchi & Sakagachi, 1990% Tanchot & Rocha, 1997).
In our patient. there was ne thymic ouput preventing the
emergence of reciplent-reactive clones from doner orgin in
the peripheral peol. These recipient reactive dones could be
responstble for chronie GVHD. However, no sign of chrenic
GVHD has been found since the padent was PBMC
transplanted. Moreover, the complete recovery of his
autolrmnmune thyroidits was alse observed after PBMCT.

In conclusion, these data indicate that PBMC transplan-
tation from ao HLA-gencidentical sibling withewt cendi-
tioning I8 an efficlent treatment of lmmune deficiency in
complete DiGeorge syndrome. It is noeworthy that periph-
eral expansion of mature T cells is probably the mechanism
for T-cell immune constitution, However. a longer follow-up
perfod is required to exclude the gradual exbaustion of the
T-lymphocyte graft or emerpence of autoimmune disease.
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SUMMARY

A young boy with a confirmed cDGS underwent a peripheral blood mononuclear cell
transplantation (PBMCT) from his HLA-identical sister at 4.5 years of age, without a
conditioning regimen. Eight years later, he is healthy with good immunological functions in
presence of a stable mixed T-cell chimerism. We observe an inverted CD4+/CD8+ ratio,
related to the CD8 subset expansion, with a skewing of TCR repertoire and absence of recent
thymic emigrants in the CD4+ subset. The telomere loss observed in T-cells is certainly

related to donor T-cell expansion but also patient T-cell telomere shortening.

Key Words: ¢DGS, PBMCT, Immunological reconstitution, TCR repertoire, Telomere
shortening,.
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INTRODUCTION

DiGeorge Syndrome (DGS) is a rare congenital disorder characterized by conotruncal heart
defects, thymic hypoplasia, hypoparathyroidism and facial dysmorphism (Muller, et al.1988).
22q11.2 deletion is found in approximately 80% of the patients. Thymic hypoplasia occurs in
about 80% and implies an immunodeficiency known to be extremely variable (Sullivan, et
al.1999). Recently, criteria for athymia (complete DGS) were based on very low levels of
naive T-cells (<50 /mm3 CD3+CD45RA+CD621L+) and very low levels of T-cell receptor
rearrangement excision circles (TRECs < 100/100.000 T-cells). These profoundly
immunodeficient infants are particularly predisposed to fatal opportunistic infections. Several
therapies have been used to restore their immunity: successful HLA genoidentical bone
marrow transplantation (BMT) without a conditioning regimen or GvHD prophylaxis
(Goldsobel, et al.1987), successful HLA genoidentical BMT with a conditioning regimen and
GVHD prophylaxis leading to complete donor chimerism (Matsumoto, et al.1998), cord blood
transplantation (Ohtsuka, et al.2004), successful postnatal thymic tissue transplantation
(Markert, et al.2007) and successful PBMCT (Bowers, et al.1998).

In our first report (Bensoussan, et al.2002), we described the case of a young boy with ¢cDGS
at 2.5 years post-PBMCT. We showed very encouraging clinical and immunological
improvements. This case suggested peripheral expansion of infused T-cells and raised the
questions of progressive T-cell exhaustion, increased oligoclonality in T-cell repertoire and
the emergence of chronic GVHD in the absence of thymic output. We now report the 8 year

clinical and immunological follow-up.

STUDY DESIGN

Patient

The patient, diagnosed as a ¢DGS, underwent HLA-genoidentical PBMCT without any
conditioning regimen, but with an initial GVHD prophylaxis, when he was 4.5 years old.

After 2.5 years, clinical improvement with spectacular weight and height gains without
serious infections could be observed. A quantitative and qualitative immune reconstitution
with a stable mixed chimerism on T-cells was reported but without new thymic emigrants
(TRECs). The T-cell repertoire was quite perturbed on CD8+ T-cells with overexpression of
the VB5-1 family and complete absence of 4 families (VB5-2, VB11, VB18, and V[313-6).

Chimerism study

157



T-cells and polynuclear cells were isolated from whole blood with a fully automated cell
separator ROBOSEP® (StemCell Technologies, Vancouver, Canada) using a CD3 and CD15
positive selection. The CD3+ and CD15+ cell fractions had a purity of 93 and 97%,
respectively. After DNA extraction, polymorphism analysis was performed by fluorescent
polymerase chain reaction (PCR) for polymorphic locus THO1 and genetic analyser ABI
PRISM® 310 (Applied Biosystems).

Flow Cytometry

Flow cytometry was performed on a FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA) to
define lymphocyte subsets including naive T-cells (CD45RA+/CD62L+) and recent thymic
emigrant naive CD4+ T-cells (CD31+CD45RA+/CD4+) (Kimmig, et al.2002) and to

characterize the T-Cell Receptor V[ repertoire with a panel of 21 VB family-specific

monoclonal antibodies.

Proliferation assays

Proliferation responses to various mitogens and to various antigens (tetanus toxoid,

cytomegalovirus, aspergillus conidia) were performed as previously described (Bensoussan, ef
al.2002).

Measurements of the Terminal Restriction Fragments (TRF) Length

DNA extractions were performed from CD3+ cells using the Puregene DNA purification kit
(Gentra Systems, Minneapolis, MN).

TREF lengths were measured as previously described (Benetos, ef al.2005).
Results and Discussion

Eight years post-PBMCT, the clinical picture is marked by a very good general state
(height +0.5 SD and weight —0.5 SD), the absence of infectious complications, no sign of
GVHD and marked hypocalcemia related to a therapeutic non-compliance.

We still observe the persistence of a stable mixed chimerism profile (41% of recipient

cells over the past 6 years) on the T-cell subset, exclusively.
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Proliferation responses to mitogens and antigens also remain stable within normal
values (PHA: 175 000 cpm, PMA-ionomycine: 260 000 cpm, tetanus toxoid: 312 000 cpm).

Post-vaccination  specific  antibody titers for  poliovirus, pneumococcal
polysaccharides, haemophilus influenzae, tetanus and diphtheria remain high.

A slow rise in T-cell count is observed (644.10°1 vs 311.10%1 2.5 years post-
transplantation), due to a significant increase in the CD8+ T-cells which reach the 10"
percentile for age, but a stable, low number of CD4+ T-cells (225.101), responsible for an
inverted CD4+/CD8+ ratio (0.58 vs 1.4 at 2.5 years), as previously described after BMT in
athymic recipients (Pignata, et al2001). In the CD4+ subset, only 1% expressed a
CD62L+/CD45RA+ naive phenotype and always in the absence of recent thymic emigrants
CD31+CD45RA+/CD4+ (1%). Lack of new thymic emigrants may explain the absence of
CD4+ cell expansion. The TCR repertoire study performed on CD4+ cells by flow cytometry
shows a similar profile between donor and recipient. Thus, TCR repertoire diversity in the
CD4 + population is not affected by athymia and recipient environment.

In the CD8+ subset, the CD45RA+ regeneration is predominant (RA: RO ratio = 2.4
vs 0.5 2.5 years after PBMCT). Most CD8+ cells are CD28- (91%) but the CD8+CD57+
population (27%) is normally represented. The predominance of CD8+CD28- cells is the
result of an extrathymic lymphopoiesis. These data support the hypothesis of a double
regeneration pathway: thymus-independent for some of the CD8+ T-cell subset and limited
expansion of mature peripheral cells of the CD4+ subset, in the absence of the thymus
(Mackall, et al.1997). Fig 1A-B shows TCR repertoire evolution of 21 V3 families in the
CD8+ donor and recipient T-cells. In the donor cells, there is a marked decrease of only the
VB3 family, still within normal range and an increase of the V3 13-1 family. In the recipient
CD8+ T-cells, there is a skewed distribution of the V[ families characterized by a marked
overexpression of VB8-1 and VP16 families and a marked decrease of VP33 and V5 families.
Other authors have reported important perturbations of the CD8+ T-cell repertoire in patients
with pDGS (Cancrini, et al.2005) and in human nude/SCID after BMT (Pignata, er al.2001).
This oligoclonal expansion of CD8+ T-cells has also been reported in Common Variable
Immunodeficiency (CVID) patients where it was related to an increased CD8+CD28-
subset, as with our patient (Serrano, et al.2000). The skew of TCR repertoire is probably
not due to infectious antigenic stimulations, as our patient has not suffered infections since
he was transplanted. In the view of Cancrini et al, a skewed TCRBV repertoire of CD8+

cells reflects a developmental defect.
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Terminal restriction fragment length in purified CD3+ cells was 10 kb for patient
and 10.3 kb for donor. In the light of studies of telomere dynamics in T-cell subsets after
allogeneic-BMT, this difference (0.3 - 0.5 kb) could be related to telomere shortening in
donor lymphocytes, reflecting peripheral expansion as observed immediately after BMT
(Robertson, ef al.2001). But taking into account the T-cell chimerism, we measured in our
recipient the mean counts from both sources. Thus, telomere loss could also be due to
accelerated T-cell telomere shortening as reported in pDGS (Piliero, et al.2004). We lack
pre-transplantation and intermediary data to construct a kinetic of telomere shortening.

Our case report supports PBMCT as a therapeutic option in cDGS, with no
infections after eight years, no chronic GVHD, persistence of specific cellular and humoral
immunity and no need for another donor PBMC infusion. However, the skew of TCR
repertoire and telomere shortening suggest a “replicative stress” and raise the question of
graft exhaustion, as reported in a Nude/SCID patient 6 years after BMT (Pignata, et
al.2001). Therefore TCRBV repertoire and TRF length seem to be useful indicators to
follow graft expansion. Nevertheless, the first patient to be transplanted with BM without a
conditioning regimen for a cDGS by Goldsobel ef al. over twenty years ago is relatively
healthy although the TCR repertoire is skewed. These data support the long-lasting

efficiency of such a therapy and are very encouraging for our patient.
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Fig 1. TCR VB repertoire profile on donor (A) and recipient (B) CD8+ T-cells 2 and 7 years after PBMCT.
Results expressed as a percentage of V3 expression. ND means that the V3 expression was not studied.
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L’efficacité de 1’allogreffe de CSH dans le traitement des déficits immunitaires
héréditaires n’est plus & démontrer. Cette thérapeutique a apporté une réponse curative a des
maladies graves n’offrant qu’une perspective de survie parfois trés courte.

Nous avons pu montrer au cours de ce travail que le succeés du traitement des DI par
allogreffe de Cellules Hématopoiétiques est dépendant de deux parametres principaux :

- une bonne connaissance du déficit immunitaire a traiter et des complications qui le
caractérisent afin d’optimiser les conditions de greffe.

- une prévention efficace des effets secondaires des allogreffes notamment la GVHD
et les infections.

Nous allons reprendre successivement ces deux notions a la lumiére des articles que

nous avons présentes.

[- Une bonne connaissance du déficit immunitaire a traiter et des complications
qui le caractérisent

Nous avons pu voir, a travers I’exemple du Syndrome Hyper IgM lié a I’X (ou déficit
en CD40 Ligand) que I’indication de grefte doit étre posée en fonction de 1’évolution clinique
du patient et du type de donneur disponible.

Nous avons tout d’abord rapporté le cas de deux freres allogreffés avec des donneurs
génoidentiques a 1’age de 6 et 8 ans, respectivement, et dont 1’évolution clinique a été tres
satisfaisante. Toutefois, ces enfants présentaient tous les deux wune infection a
Cryptosporidium parvum avec cholangite sclérosante et une atteinte hépatique débutante.
L’absence d’atteinte grave du foie ou d’autres organes a permis de proposer un
conditionnement my¢éloablatif & ces enfants. L’équipe de Kawaja a décrit le cas de deux
patients atteints d’HIGM 1, présentant une atteinte hépatique sévere et recevant une allogreffe
de CSH avec conditionnement my¢loablatif. (Kawaja et al, 2001). En revanche, d’autres
équipes proposent lors d’une maladie hépatique avancée de réaliser un conditionnement non
my¢loablatif (Amrolia et al, 2000). Deux patients ont pu bénéficier avec succés de ce
traitement.

Les auteurs de 1’étude européenne a laquelle nous avons contribué, qui sont également
les auteurs de Recommandations précédemment exposées, soulignent que le probléme
principal est de déterminer le moment propice pour réaliser 1’allogreffe. Au regard de ce que
nous avons exposé ci-dessus, il parait raisonnable de proposer 1’allogreffe de CSH avant toute
atteinte hépatique. Il a été montré dans cette étude que 1’allogrefte est un succes dans environ

60% des cas et dans 72% des cas en 1’absence d’atteinte hépatique. Or, beaucoup de patients
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atteints d’HIGM1 meénent une vie pratiquement normale. Il n’est de ce fait pas aisé de leur
proposer un traitement présentant un risque vital de 28%. C’est pourquoi, il est recommandé
de réaliser un traitement substitutif associé a une surveillance étroite et réguliére des
parametres hépatiques. La recherche de Crypfosporidium parvum fait partie de cette
exploration hépatique. Une détection précoce par des techniques sensibles telles que la PCR
doit permettre de proposer le traitement par allogreffe de CSH au moment ou il s’avére
nécessaire, sans prendre de risque supplémentaire li€ a 1’état clinique du patient. L’utilisation
de Nitazoxamide peut permettre de diminuer la charge parasitaire avant 1’allogreffe.
Cependant, les traitements anti-parasitaires utilisés seuls ou en association contre le

Cryptosporidium parvum n’ont parfois qu’une efficacité relative.

Parallelement, nous avons pu montrer & travers I’exemple du syndrome de DiGeorge
complet qu’une bonne connaissance de ce déficit avait permis de proposer une allogreffe de
cellules hématopoiétiques trés simplifiée, avec un greffon ne contenant que les cellules
d’intérét (pas de CSH) et ’absence de conditionnement de greffe, permettant ainsi de
s’affranchir de ses effets secondaires. En effet, ’absence de thymus qui caractérise ce déficit
et qui a été confirmée pour notre patient de fagon directe par 1’imagerie et de fagon indirecte
par I’absence de nouveaux émigrants thymiques (TRECs) ne permet pas d’espérer une
maturation thymique des progéniteurs lymphoides présents dans le greffon. Nous avons de
plus montré qu’il n’y avait pas non plus de maturation extra-thymique, incompatible avec le
répertoire T étendu de l’enfant aprés greffe et en ’absence d’expression d’un phénotype
extra-thymique de lymphocytes (absence d’expression de CD103). La seule explication de la
reconstitution immunitaire spectaculaire observée chez cet enfant aprés greffe est une
expansion périphérique des lymphocytes T matures post-thymiques présents dans le greffon.
Dans ce contexte, il apparait clairement qu’il n’est pas utile de proposer en premiére intention
un protocole d’allogreffe classique avec un greffon riche en cellules souches
hématopoiétiques et un conditionnement myéloablatif. En présence d’un donneur
génoidentique, une allogreffe de cellules mononucléées du sang périphérique sans
conditionnement est suffisante pour corriger le déficit immunitaire présent dans le cDGS. Ce
geste est simple pour le donneur comme pour le receveur et peut éventuellement €tre répété en
cas d’épuisement du greffon ou de restriction du répertoire des lymphocytes T. Toutefois,
dans le cas de notre patient nous avons maintenant un recul de 8 ans apres allogreffe avec une

évolution clinique tout a fait favorable. De plus, des expériences similaires ont été rapportées
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récemment, avec des évolutions cliniques et immunitaires favorables (Hoenig et al, 2004 ;
Janda et al, 2007).

Cependant, fin 2006, nous avons été amenés a traiter un jeune bébé atteint de ¢cDGS
atypique avec une présentation clinique de type Ommen. L’absence de nouveaux émigrants
thymiques et la présence d’un répertoire T oligoclonal peu diversifié ont pu étre observées.
Un traitement par corticoides a permis d’obtenir la résolution d’une éruption cutanée et la
disparition progressive des lymphocytes T circulants. Une allogreffe de cellules
mononucléées périphériques de sa soeur génoidentique a été proposée et un conditionnement
par SAL a été réalisé en 3 injections (J-7, J-5 et J-2) afin de prévenir tout risque de rejet lié
aux lymphocytes T du receveur. Malheureusement, aucune prise des lymphocytes du donneur
n’a pu étre mise en évidence chez le receveur, ce qui a conduit a lui proposer une allogreffe de
MO avec sa sceur, suite & un conditionnement non myéloablatif composé de 1’association
Fludarabine et Melphalan. Cette deuxiéme allogreffe a été un succés avec un chimérisme
initial 100% donneur sur toutes les populations cellulaires puis apparition progressive d’un
chimérisme partiel sur la population myé¢loide. Une récupération des fonctions immunitaires
cellulaires a pu étre observée avec présence d’un répertoire T polyclonal. L’absence
d’efficacité de la premiere allogreffe de cellules mononucléées initialement attribuée aux
lymphocytes T du receveur (malgré I’absence de lymphocytes T circulants au moment de la
greffe) semble plutot secondaire a I’administration de SAL qui est probablement responsable
d’une déplétion T du greffon in vivo, comme cela a €t€ démontré dans les allogreffes de CSH.
En effet, I’expansion chez le receveur des lymphocytes T du greffon qui permet une
récupération des fonctions immunitaires, dans le contexte particulier du cDGS, a

probablement été bloquée par 1’effet de déplétion T du SAL.

I1- Prévenir les effets secondaires des allogreffes de CSH :

Nous avons pu montrer dans ce travail que les deux effets secondaires majeurs
entravant a ce jour le succes de 1’allogreffe de CSH dans les DI sont la survenue de la GVHD
et les infections post-greffe.

Nous avons pu rapporter deux techniques de déplétion T totales permettant de prévenir
la survenue de la GVHD.

La premiére n’est plus utilisée a ce jour car elle requiert des composés d’origine
animal : la déplétion des lymphocytes T dépendante du complément de Lapin. Cette technique
a été beaucoup utilisée dans les années 1990 afin d’éliminer spécifiquement les lymphocytes

T des greffons. Nous avons pu voir dans la population témoin de notre travail, que cette seule
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déplétion T avait pour conséquence la survenue d’infections graves parmi lesquelles les
syndromes lymphoprolifératifs induits par le virus d’Epstein Barr (EBV). En effet, la
contrepartie de ce traitement du greffon est la perte des lymphocytes T ayant un potentiel anti-
infectieux qui a pour conséquence une incidence accrue des infections bactériennes, virales et
fongiques apres allogreffe. C’est pourquoi, nous avons proposé d’ajouter un traitement
concomitant des cellules par des anticorps dirigés contre les lymphocytes B. Nous avons mis
en ¢évidence qu’une telle stratégie permettait de prévenir la survenue d’infections par le virus
d’Epstein Barr (EBV) : 0 lymphomes induits par ’EBV dans le groupe d’étude avec déplétion
B versus 37% dans le groupe témoin. Cependant, la survenue des autres infections virales ou
fongiques n’est pas diminuée.

La seconde technique de déplétion T est toujours utilisée & ce jour: la sélection
positive CD34+ par méthode immunomagnétique. Cette méthode utilise des anticorps de
grade clinique sans aucun apport de produit d’origine animal. De plus, elle permet de réaliser
des déplétions T assez profondes. Les autres populations cellulaires sont également déplétées :
les lymphocytes B et les cellules NK notamment. Cependant, il peut arriver que la déplétion T
obtenue soit insuffisante. C’est le cas que nous avons rapporté lors de 1’allogreffe d’un enfant
atteint du syndrome de Wiskott Aldrich (WAS). Nous n’avons pas observé chez cet enfant la
survenue d’infections aprés allogreffe du fait d’une reconstitution autologue rapide.
Cependant, ce type de manipulation du greffon engendre une immunodépression profonde et
longue, propice a la survenue d’infections.

A travers ces exemples, il apparait que toute la problématique réside dans la séparation des
lymphocytes T responsables de la GVHD de ceux responsables de la défense anti-infectieuse.
A titre de comparaison, le méme enjeu existe avec les allogreffes de CSH dans le traitement
des hémopathies malignes, avec la nécessité de dissocier ’effet GVHD de I’effet GVL. Nous
avons rapporté dans ce travail une méthode de prévention de la GVHD préservant le capital
des lymphocytes T anti-infectieux : la déplétion alloréactive, soit par élimination physique des
lymphocytes T alloréactifs du greffon soit par neutralisation de leur effet alloréactif par
induction d’anergie. Deux essais cliniques frangais successifs ont été réalisés par 1’équipe de
Necker chez des patients atteints de DI héréditaire pour la majorité d’entre eux afin de tester
’impact sur la reconstitution immunitaire de I’injection de doses de lymphocytes T
allodéplétés. Le premier essai a inclus 15 patients qui ont regu une allogreffe (deux allogreffes
pour I’'un d’entre eux) en situation haploidentique dans 13 cas et avec un donneur non
apparenté dans 3 cas (André-Schmutz er a/, 2002). Les patients ont tous regu un greffon

déplété en lymphocytes T par la méthode de sélection positive CD34+ contenant en médiane
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13.1 10° CD34+ /kg (de 4.1 4 51.8) et une médiane de 1 10* CD3+/kg (de 0.21 2 1.88 x 10%),
aprés un conditionnement associant Busulfan, Endoxan et SAL. Aucune prophylaxie de la
GVHD n’a été administrée. Les cellules allodéplétées ont été préparées en mettant en contact
en culture mixte lymphocytaire les cellules du donneur et les cellules du receveur irradiées.
Apres 3 jours de culture, ’anticorps anti-chaine o du récepteur a I’IL2 couplé a une
immunotoxine a été ajouté pendant toute une nuit. L’efficacité de la déplétion a été controlée
par cytométrie en flux mais également par un ensemble de tests fonctionnels in vitro montrant
la perte du potentiel alloréactif vis-a-vis du receveur mais pas vis-a-vis d’un tiers et la
conservation du potentiel anti-infectieux. L’injection de cellules allodéplétées a été réalisée
une fois la prise du greffon confirmée et lorsque le taux de SAL chez le patient était < 0.4
png/ml, c'est-a-dire en médiane a 24 jours post greffe (de 15 a 47 jours). Quatre doses de
lymphocytes T allodéplétés ont été administrées : 1, 4, 6 et 8 10° CD3/kg. L’efficacité
clinique de la déplétion a été montrée par [’absence de GVHD de grade > II aprés I’injection
de lymphocytes T jusqu’a une dose de 8 10°/kg. Au total, deux patients ont développé une
GVHD aigué de grade 11 et deux autres de grade I. Cependant, les auteurs signalent que ces 4
patients avaient recu des lymphocytes T allodéplétés présentant une alloréactivité résiduelle
¢levée, supérieure a celle observée pour les autres patients (> 1%). La reconstitution
immunitaire des patients a été tres rapide. Les données de cet essai suggerent que les
lymphocytes T allodéplétés permettent de prévenir la survenue d’infections. Chez deux
patients qui présentaient une infection CMV active et/ou une infection EBV au moment de
’injection des lymphocytes T, une résolution de ces deux infections a pu étre observée. Un
deuxiéme essai est actuellement mené par la méme équipe en utilisant une méthode de
déplétion T immunomagnétique. Les résultats de cette étude ne sont pas encore publiés.

Une étude similaire a été menée par 1’équipe de Malcom Brenner chez des patients
atteints dans la majorité des cas d’hémopathies malignes et allogreffés en situation
haploidentique (Amrolia ef al, 2006). La technique d’allodéplétion était la méme. Seize
patients agés en médiane de 9 ans (de 2 a 58 ans) ont recu un greffon déplété en lymphocytes
T contenant en médiane : 11.5 10® CD34/kg (de 5.9 4 20 10° CD34/kg) et 2.6 10* CD3/kg (de
0.73 a 18 10* CD3/kg). Les patients ont regu des injections de lymphocytes T allodéplétés a
130, J60 et J90 a la dose de 10° cellules/kg et par dose pour 8 d’entre eux et de 10° cellules/kg
et par dose pour les 8 autres. Un patient a présenté une GVHD de grade IV évoluant vers une
GVHD chronique hépatique létale et un autre patient a présenté une GVHD de grade I,
évoluant également en GVHD chronique résolutive sous immunosuppression. De plus, la

reconstitution immunitaire T et ’'immunité anti-virale ont été considérablement améliorées (2
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décés sont liés a une cause infectieuse). Cependant, le taux de rechute est élevé (7/16
patients).

L’équipe de John Barett a réalisé un essai clinique de déplétion alloréactive avec la
meéme technique (anticorps anti-CD25 couplé a une immunotoxine) chez 16 patients d’age
médian 65 ans (51 a 73 ans) atteints d’hémopathie maligne a un stade avancé et recevant une
allogreffe de CSP a partir d’un donneur génoidentique aprés un conditionnement non
my¢loablatif (Solomon ez al, 2005). Ces patients ont regu un greffon déplété en lymphocytes
T renfermant en médiane 4.5 10° CD34/kg (de 3.4 4 7.3 10° CD34/kg), complété avec des
lymphocytes T allodéplétés en médiane 1 10%/kg (de 0.2 4 1.5 10%/kg). Quinze patients ont eu
une prise du greffon. Le taux de GVHD de grade II a IV observé a été de 46% +/- 13% et de
GVHD de grade III a IV de 12% +/- 8 %. Les auteurs soulignent que dans cette population de
patients, I’incidence de la GVHD de grade II a [V est classiquement de 58% et I’incidence de
la GVHD de grade III a IV est classiquement 34%, avec une prophylaxie standard de la
GVHD. Les auteurs concluent a un bénéfice de la déplétion alloréactive dans la prévention de
la GVHD pour cette population de patients et montrent que la prise de greffe, I’effet GVL et
la reconstitution immunitaire des patients n’ont pas €té affectés, contrairement a 1’étude

précédente.

D’autres stratégies de thérapie cellulaire sont actuellement développées pour essayer
de prévenir ou limiter la GVHD tout en conservant le potentiel anti-infectieux. Nous allons en
évoquer deux qui semblent trés prometteuses : les Cellules Souches Mésenchymateuses

(MSC) et les lymphocytes T régulateurs (Tregs).

I- Les Cellules Souches Mésenchymateuses

Les MSC sont des progéniteurs non hématopoiétiques multipotents qui peuvent se
différencier en cellules stromales médullaires (contrélant le « homing » et la prolifération des
CSH), en ostéoblastes et adipocytes ainsi qu’en chondrocytes, ténocytes, myocytes et
cardiomyocytes (Deans et al, 2000). Toutes ces cellules ont la méme origine embryonnaire
mésodermique. La multipotentialit¢é des CSM s’étend a d’autres cellules n’ayant pas une
origine mésodermique : cellules neuronales et cellules hépatocytaires. Les MSC s’obtiennent
simplement en culture par adhérence d’un prélevement de cellules médullaires sur plastique.

Apres un temps de culture de 2 & 3 semaines elles constituent une couche adhérente de
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cellules fusiformes d’aspect fibroblastiques. Les MSC obtenues aprés culture expriment les
antigénes de classe I du CMH, mais n’expriment pas les antigénes de classe II, ni les
molécules de co-stimulation CD80, CD86, CD40 et CD40 ligand. Les MSC n’activent pas les
lymphocytes T alloréactifs en culture mixte lymphocytaire (CML) et inhibent une CML
lorsqu’elles sont ajoutées en troisieéme partenaire. Cette inhibition semble liée a la production
de facteurs solubles inhibiteurs en particulier le Transforming Growth Factor beta (TGFp) et
la prostaglandine E2 (PGE2). Il a été montré récemment que les MSC ont une influence sur le
profil cytokinique des cellules dendritiques (DC), des T naifs, des T helper TH1 et TH2 et des
cellules NK en faveur d’un effet anti-inflammatoire (augmentation de la production d’IL4 et
IL10 et diminution de la production d’IFNy (Aggarwal et al, 2005).

Cet effet immunomodulateur des MSC peut se révéler extrémement intéressant dans le
contexte de la prévention de la GVHD. Cependant, il existe a ce jour peu de données dans la
littérature donnant des résultats de greffe de CSM allogéniques associées a une greffe de CSH
en vue de la prévention de la GVHD. L’équipe de Lazarus a rapporté une étude portant sur 46
patients ayant recu une allogreffe de CSH et des MSC obtenues en culture a partir de
donneurs génoidentiques (Lazarus et a/, 2005). Ce premier essai a montr¢ la faisabilité d’une
telle stratégie et [’absence de toxicité¢ des MSC. Une GVHD aigu€ modérée a sévére a été
observée chez 28% des patients et une GVHD chronique chez 61% des patients. La survie
sans progression de la maladie deux ans apres greffe est de 53%.

Dans le traitement de la GVHD aigué grave résistante aux immunosuppresseurs majeurs
Katarina Le Blanc a rapporté une expérience tres intéressante (LeBlanc ef al, 2004). Un
enfant atteint d’une leucémie aigu€ lymphoblastique a regu une allogreffe non apparentée et a
développé une GVHD de grade IV (foie et tube digestif). Les MSC allogéniques
haploidentiques ont été isolées a partir de la mere de I’enfant. Deux doses successives de
2x10%kg puis de 1x10%kg administrées par voie intra veineuse ont permis de faire disparaitre
la GVHD comme le montrait la normalisation de la bilirubine et la régression des diarrhées.
Cependant, 18 mois apres I’injection de MSC, la GVHD a récidivé et le patient est décédé. La
méme équipe a publié une étude pilote avec 8 patients présentant des GVHD aigués de grade
II-1V résistantes aux corticoides traités avec une dose médiane de MSC de 1 10° MSC/kg
(Ringden et al, 2006). Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de cette étude : 1’absence
d’effets secondaires apres injection des MSC, 1’absence de formation de tissus ectopiques,
I’impact spectaculaire des MSC sur I’immunomodulation et la réparation du tissu intestinal
chez 6 patients et du tissu hépatique chez 1 patient. Les auteurs concluent que les MSC ont

une place dans le traitement de la GVHD aigué cortico-résistante (Le Blanc et a/, 2006).
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Un protocole national frangais sous I’égide de la SFGM-TC débute courant 2007 dans
le traitement préventif de la GVHD aigué. Il s’agit d’une étude prospective randomisée en
double aveugle comparant I’administration de MSC allogéniques en prophylaxie de la GVHD
au décours d’une allogreffe de CSH pour une hémopathie maligne en situation génoidentique
ou phénoidentique (dans ce cas le donneur de MSC est un membre de la famille du receveur)
versus placebo. L’objectif de cette étude est de comparer le taux de GVHD aigué de grade
supérieur ou égal a Il apres allogreffe de CSH avec MSC ou sans MSC (bras de référence). Il
est attendu une réduction du taux de GVH aigué de grade supérieur ou égal a Il de 25% entre

le bras avec MSC et le bras sans MSC.

II- Les Lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont une sous population spécialisée de
lymphocytes T qui a pour réle de supprimer I’activation des autres cellules du systéme
immunitaire et de maintenir ainsi 1’homéostasie du systeme immunitaire. Ils ont été décrits
pour al premiére fois en 1983 (Nakamura ef al, 1983). Parmi les Tregs, on distingue plusieurs
sous populations : les Tregs naturels et les Tregs inductibles.
Les Tregs naturels apparaissent lors du développement thymique et sont CD4+ CD25+. Il
semble que I’activation des Tregs naturels soit dépendante des spécificités antigéniques. Les
résultats obtenus in vitro suggerent que I’effet des Tregs naturels sur les lymphocytes T
effecteurs s’exerce par le biais d’un contact cellule — cellule (interaction CTLA4-CD80/CD86
par exemple) mais également par le biais de sécrétion de cytokines comme le TGF 1 (Pausi
et al, 2004 et Nakamura et al, 2001). Le facteur de transcription, qui joue un réle fondamental
dans le développement et la fonction de Tregs naturels, est FoxP3.
Les Tregs inductibles sont produits en périphérie probablement pour arréter la réponse
immunitaire lorsque 1’élément pathogene a été €liminé et pour éviter la survenue d’une auto-
immunité. Leur génération est dépendante de facteurs périphériques comme la nature et le
degré de maturation de I’APC, la présence de cytokines comme le TGF 3 et la présence de
faibles doses d’antigéne. Il existe au moins deux populations de Tregs inductibles : les Th3
qui exercent leur effet suppresseur par sécrétion de TGFJ et les Trl qui sécretent de I’IL10 en
grande quantité. Les Tregs inductibles fonctionnent de fagon indépendante des interactions
cellulaires et exercent leur action suppressive par le biais de la sécrétion de cytokines (IL10 et

TGFB).
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L’effet immunosuppresseur des Tregs en fait un outil extrémement intéressant pour la
régulation de la GVHD. En effet, il a pu étre montré sur des modeles animaux que
’administration de Tregs permettait de contréler la GVHD sans inhiber ’effet GVL. Une
étude a été réalisée chez des patients atteints de GVHD aigué montrant une corrélation inverse
entre 1’expression de FoxP3 et la gravité¢ de la GVHD : I’expression du mRNA de Fox P3
était non détectable chez les patients atteints de GVHD de grade III-IV, significativement
réduite (2 fois moins) chez les patients atteints de GVHD de grade I-1I que chez les patients
ne présentant pas de GVHD (Hess ef a/, 2006). L’analyse séquentielle des lymphocytes du
sang périphérique de patients atteints de GVHD aigué€ évoluant vers une GVHD chronique
révélait une diminution nette de 1’expression de FoxP3 lorsque la GVHD était active et un
retour a une expression normale apres résolution de la GVHD. De plus, la normalisation de
I’expression de FoxP3 coincidait avec le développement de cellules T de novo, comme le
montre ’analyse des TRECs. En conclusion, ces Tregs seraient des nouveaux émigrants
thymiques et joueraient un réle crucial dans la prévention de la GVHD aigu€. En revanche,
des résultats trés contradictoires ont €té publiés sur le réle des Tregs dans la GVHD
chronique.

Des techniques d’expansion in vitro des Tregs se développent et plusieurs groupes initient des
essais cliniques (Bluestone, 2005). Par exemple, 1’équipe de Blazar propose un essai clinique
utilisant des Tregs naturels aprés expansion ex vivo avec des anticorps monoclonaux anti-CD3
et anti-CD28 en présence d’IL2. Ces Tregs sont co-injectés au moment de 1’allogreffe de
CSH. Le succes de cette approche résiderait dans la fréquence élevée de précurseurs de Tregs
naturels spécifiques d’alloantigenes dans la population polyclonale de Tregs, qui représente
10% de la population totale. Cet essai est actuellement en cours. Une autre approche consiste
a utiliser les Tregs inductibles Trl. En effet, il a pu étre montré chez des patients allogreffés
en situation partiellement compatible pour SCID et ne présentant pas de GVHD en 1’absence
de tout traitement immunosuppresseur, que des taux élevés d’IL10 étaient retrouvés dans le
sang périphérique. De plus, une proportion importante des lymphocytes T dérivés du donneur
qui étaient spécifiques des antigénes HLA du receveur produisait des taux élevés d’IL10
(Bachetta er al, 1994 ; Baker et al, 1999). L’équipe de Roncarolo s’intéresse plus
particulierement a induire in vitro la production de Trl capables de produire de I’IL10 et du
TGFpB, de faibles taux d’IFNy, pas d’IL2 ni d’IL4 et exer¢ant une action suppressive sur les
réponses T par I’intermédiaire de I’'JL10 et du TGFB. La production de ces cellules Tr1 peut
étre obtenue par [’utilisation de stimulations répétées de cellules T CD4+ naives isolées du

sang périphérique par des cellules dendritiques immatures. Ces cellules dendritiques, dites
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tolérogénes ont un phénotype immature particulier, caractérisé par une haute expression de
CD45RB, induit par I’'IL10 et sécretent elles-mémes des taux élevés d’IL10. Elles sont
capables d’induire la génération de cellules Trl spécifiques d’antigéne, & la fois in vivo et in
vitro (Wakkach et al, 2003).

[l semble que les Tregs aient un réle important a jouer dans la prévention et/ou le
traitement de la GVHD aigué, comme le montrent les résultats obtenus dans les études pré-
cliniques. Cependant, il reste encore plusieurs points a éclaircir ou a confirmer, notamment, la
population la plus appropriée de lymphocytes Tregs a utiliser, I’impact de ’utilisation des
Tregs sur la reconstitution immunitaire et sur I’effet GVL et le nombre de cellules a utiliser

afin d’obtenir un effet clinique durable.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

175




Ce travail a permis de montrer dans le contexte de 3 déficits de I’immunité cellulaire,
ce que les développements récents de la thérapie cellulaire ont permis d’apporter en terme de
bénéfice dans le traitement de ces pathologies. Ces progres thérapeutiques sont également liés
a une meilleure maitrise des caractéristiques des déficits immunitaires et de leurs
complications.

Nous avons illustré dans ce travail que les complications majeures des greffes de
cellules allogéniques étaient la GVHD et les infections post-greffes liées a
I'immunodépression des patients et que les efforts se concentraient actuellement sur le
développement de stratégies de prévention de la GVHD préservant le capital anti-infectieux
du greffon. Cependant, un grand nombre de patients ne développent pas de GVHD ni
d’infection apres allogreffe de CSH. De plus, parmi les patients qui présentent une
augmentation d’une charge virale, tous ne nécessitent pas un traitement curatif ; en effet,
certains seront suffisamment immunocompétents pour maitriser 1’infection. Il est de ce fait
indispensable de connaitre parfaitement 1’état immunitaire des patients aprés allogreffes de
CSH afin de ne leur administrer le traitement médicamenteux ou de Thérapie cellulaire
(lymphocytes T cytotoxiques anti-infectieux par exemple) que si nécessaire.

Ainsi, un monitoring régulier des principales charges virales et fongiques avec des
techniques performantes de Biologie moléculaire, lorsqu’elles existent, doit étre réalisé chez
tous les patients apres allogreffe de CSH. Paralléelement, un suivi de la reconstitution
immunitaire cellulaire quantitatif et fonctionnel doit étre réalisé. Des études complémentaires
de la réponse immunitaire fonctionnelle spécifique d’agents pathogenes viraux (EBV, CMV,
ou ADV par exemple) ou fongiques (aspergillus) par technique ELISPOT par exemple,
peuvent étre proposées lorsqu’une augmentation de la charge virale est constatée sur deux
prélévement successifs.

Il apparait ici clairement qu’une structure forte d’Immunologie cellulaire se donnant
les moyens de développer des tests specifiques pour le diagnostic des déficits immunitaires et
disposant d’outils permettant de contribuer en temps réel a I’étude de la reconstitution
immunitaire spécifique est une des clés de volte d’une structure impliquée dans la prise en
charge et le traitement des déficits immunitaires héréditaires. Cette structure émerge au CHU
de Nancy, notamment dans le cadre de I’'UTCT.

De plus, I'intégration de cette structure dans un réseau national de laboratoires
impliqués dans les mémes thématiques permet d’optimiser le travail de chacun. Ce réseau

national voit actuellement le jour dans le cadre du CEREDIH (Centre de Référence des
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Déficits Immunitaires Héréditaires) sous la responsabilité du Pr Alain Fischer et permettra de
parvenir plus rapidement au diagnostic de déficit immunitaire.

La création d’un réseau similaire de laboratoires travaillant a [’étude de la
reconstitution immunitaire apres allogreffe de CSH serait également bénéfique. Ce dernier
pourrait d’ailleurs étre intégré au CEREDIH puisque dans la majorité des cas, ce sont les

mémes laboratoires qui sont impliqués dans ces deux thématiques.
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ARTICLE 7:

Frequency of thrombocytopenia and large platelets correlate neither with conotruncal cardiac
anomalies nor immunologic features in chromosome 22q11.2 deletion syndrome

Latger Cannard V. Bensoussan D, Gregoire MJ., Marcon F., Cloez JL., Leheup B., Jonveaux
P., Lecompte T., Bordigoni P.

European Journal of Pediatrics, 2004, 163:327-328.

Dans le cadre d’une étude prospective réalisée a I’initiative du Dr Latger Cannard du Service
d’Hématologie Biologique du CHU de Nancy et a laquelle nous avons collaboré, nous avons
analysé sur une période de 4 ans les parameétres plaquettaires, les anomalies cardiaques et les
réponses immunitaires de 34 patients avec une délétion 22q11.2. L’exploration de I’immunité

cellulaire a été réalisée au sein de I’'UTCT.

Nous avons pu observer la présence d’une thrombopénie chez 35 % des patients et la
présence de macroplaquettes chez 82% des patients comme cela avait précédemment été
rapporté. Cependant, aucune corrélation n’a pu étre montrée entre la thrombopénie ou les
macroplaquettes et les anomalies cardiaques ou les anomalies immunitaires.

Nous concluons que I’exploration d’une macrothrombopénie devrait inclure une étude

moléculaire a la recherche d’une délétion 22q11.2.
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We report thrombocytopenia and large platelets in 34 patients with 22q11.2 deletion
syndrome. Our report demonstrates the absence of correlation between platelet abnormalities

and other phenotypic features such as conotruncal cardiac anomalies or immunodeficiency.

The 22ql11.2 deletion syndrome includes a wide spectrum of clinical anomalies,
among which are dysmorphic facies, velopharyngeal insufficiency with or without an overt
cleft, speach delay, hypoparathyroidism, conotruncal cardiac anomalies and

immunodeficiency.

In this prospective study, we analyzed, over a period of 4 years, platelet parameters,
cardiac anomalies and immunologic features in 34 patients with a 22q11.2 deletion (median

age : 5 years, age range : one month-24 years, 25F/9M).

Platelet counts (H2 Technicon®, Bayer) indicated thrombocytopenia (platelet count <
150 x 10°/L) in 35% (13/34) of the patients and large platelets (mean platelet volume, MPV >
10 fLL and median MPV to 10.6 fL) were found in 82% (28/34). A strong negative correlation
between the MPV and the platelet count was noted (correlation coefficient -0.78). These
platelet findings were not associated with bleeding tendencies, even during heart surgery.
Macrothrombocytopenia in patients with 22ql1 deletion constitutes now a well defined
feature of the wide spectrum of this syndrome. This link has been first suggested in 1995 by
Budarf et al. with a case of Bernard-Soulier syndrome due to a mutation on one chromosome
and the typical chromosome 22q11.2 deletion on the other chromosome (4), and was then
reported in 1997 by Ryan et al. (5). The gene had been mappen in the critical deletion region
of del 22ql1 by Carlson et al in 1997(1). Our results are according to Van Geet study (7)
which found in 38 patients with velocardiofacial syndrome, an increased platelet size (median

MPV to 10.5 fL) with a strong negative correlation (-0.58) between the MPV and platelet
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count. Then, Lawrence et al. suggested that the haploinsufficiency of GPIbf, related to
hemizigous deletion, may lead to macrothrombocytopenia (4). Finally, Kato et al. recently
confirmed hemizygosity for GPIbB by FISH analysis (3). The authors demonstrated that
phenotype of patients with 22ql1 deletion syndrome, such as large platelets,
thrombocytopenia and slightly impaired platelet agglutination to ristocetin, is associated with

the decreased membrane expression of GPIb[ protein due to hemizygosity.

Associations between the frequency of platelet abnormalities and conotruncal cardiac
anomalies or immunodeficiency findings were sought in this patient population.

Ninety one % (31/34) of the population had an identifiable cardiac anomaly. Table Ia
shows the absence of correlation between thrombocytopenia or large platelets and any
specific cardiac anomaly. Platelet abnormalities were also found in case of normal heart.
These results suggest that conotruncal heart anomalies do not contribute to thrombocytopenia
according to Kato et al (3).

Immunological evaluation was realized according to the scoring system described by
Sullivan et al. (6). Among the patients, 91% (31/34) demonstrated immunocompromise of
some type (impaired cellular or humoral immunity or both). As illustrated in table Ib, the
frequency or severity of each category of immunocompromise were according to Sullivan

results (6) and were not correlate with platelet abnormalities.

This study leads to consider chromosome 22q11 deletion syndrome as a new etiology
of hereditary giant platelet disorder. In our opinion, exploration of unexplained hereditary
macrothrombocytopenia should include a molecular study. This study also demonstrates the
lack of correlation between platelet abnormalities and conotruncal cardiac anomalies or
immune dysfunction. Consequently, each patient with a deletion of chromosome 22q11.2

should be completely evaluated for both platelet and immunodeficiency.
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LEGENDES

Table I : Correlation between platelet abnormalities (thrombocytopenia, large platelets) and

cardiac anomalies (a) or immunologic findings (b).
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Patients with Truncus Tetralogy Atrial septal Ventricular Interrupted Other* Normal heart
22q11 deletion Arteriosus of Fallot Defect septal defect aortic arch
(n=34) (n=2; 6%) (n=75; 15%) (n=3;9%) (n=12; 35%) (n=9;26%) | (m=10;29%) | (n=4;12%)
Thrombocytopenia 1 (50%) 2 (40%) 1 (33%) 4 (33%) 3 (33%) 4 (40%) 1 (25%)
(n=13)
Large platelets 1 (50%) 4 (80%) 3 (100%) 11 (92%) 7 (78%) 9 (90%) 4 (100%) N
(n=28)
- .
* Includes pulmonary atresia, aortic bicuspidia.
Table la
Patients with 22q11 Impaired T cell Impaired T cell Impaired humoral Severity score > 2 Normal
deletion production function function
(n=34) (n = 28; 82%) (n=10; 29%) (n=16; 18%) (n=11; 32%) (n=3;9%)
Thrombocytopenia 11 (39%) 4 (40%) 1 (17%) 3 (27%) 1 (33%)
(n=13)
Large platelets 25 (89%) 7 (70%) 5 (83%) 8 (73%) 3 (100%)
(n=28)
Table Ib
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DEUX ARTICLES COLLABORATIFS SUR UN AUTRE DEFICIT
IMMUNITAIRE: LE WHIM Syndrome

ARTICLE 8:

The WHIM syndrome shows a peculiar dysgranulopoiesis myelokathexis
V. Latger Cannard, D. Bensoussan, P. Bordigoni

British Journal of Haematology, 2006, 132 (5), 669

ARTICLE 9:

WHIM syndromes with different genetic anomalies are accounted for by impaired CXCR4
desensitization to CXCL12

K. Balabanian, B. Lagane, JL. Pablos, L. Laurent, T. Planchenault, O. Verola, C. Lebbe, D.
Kerob, A. Dupuy, O. Hermine, JF. Nicolas, V. Latger-Cannard, D. Bensoussan, P. Bordigoni,
F. Baleux, F. Le Deist, JL. Virelizier, F. Aranzana-Seisdedos and F. Bachelerie .

Blood, 2005, 105, 2449-2457

Le WHIM syndrome est un déficit immunitaire rare caractérisé par la présence de
verrues (Warts), d’une hypogammaglobulinémie (H), d’infections (I) et d’une myélokathexie
(M). Nous avons diagnostiqué tardivement ce syndrome chez un patient de 17 ans présentant
depuis I’enfance des infections du tractus respiratoire, des infections herpétiques, des verrues
depuis 1’age de 6 ans, d’abord sur les mains puis s’étendant sur les bras, les jambes et les
pieds. Le patient a présenté tres précocément une pancytopénie. L’observation du
myélogramme a permis de mettre en évidence la myélokathexie caractérisée par une grande
quantit¢ de polynucléaires neutrophiles de morphologie particuliere. L’exploration
immunologique a montré un déficit immunitaire T et B avec d’une part une réponse cellulaire
faible vis-a-vis des antigenes vaccinaux et d’autre part une hypogammaglobulinémie. Un
traitement par gammaglobulines et Neupogen a permis de diminuer le taux d’infections et

d’augmenter le taux de polynucléaires neutrophiles.

Chez ce patient, le diagnostic a pu étre posé par l’observation attentive du
myélogramme. La myélokathexie et surtout la morphologie caractéristique des polynucléaires
ont conduit les cytologistes a proposer ce diagnostic. L’article 8 rapporte le cas clinique ainsi
que les perturbations biologiques associées et se focalise sur les caractéristiques de

I’observation du myélogramme.
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Du matériel biologique de ce patient a été envoyé a 1’équipe de F. Bachelerie a
I’Institut Pasteur, a la demande de F.Arenzana, afin que soit recherchée la cause moléculaire
de ce WHIM syndrome. Peu de temps auparavant, il avait été montré que le WHIM syndrome
était associé a une mutation autosomique dominante sur le gene de CXCR4 (récepteur de la
chémokine CXCLI2 ou SDF1). Cependant, aucune mutation sur le géne de CXCR4 n’a été
retrouvée chez ce patient. De plus, aucun autre membre de la famille (fratrie ou parents) n’est
atteint d’un WHIM syndrome. L’ensemble des études fonctionnelles rapportées dans I’article
9 ont conduit les auteurs a montrer que le récepteur CXCR4 ne s’internalise que treés peu en
réponse 8 CXCL12. L’altération de I’internalisation suggere 1’existence d’une protéine mutée
ou « down régulée » restreinte a 1’axe CXCL12/CXCR4. L’activation soutenue de CXCR4
observée dans les polynucléaires de patients WHIM bloque la sortie des neutrophiles matures
de la MO. Ce mécanisme peut certainement expliquer la myélokathexie. Les auteurs
suggerent qu’un traitement par un antagoniste de CXCR4 (médicament prochainement
commercialisé pour la mobilisation des CSH) devrait permettre de remonter le taux de

polynucléaires neutrophiles circulants et de diminuer ainsi les infections bactériennes.
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The WHIM syndrome shows a peculiar dysgranulopoiesis:

myelokathexis

A oyear-old boy had beer: born al term atter an uneventtul
pregoancy o non-consanguineows parents, His siblings amd
parents were well. He had experienced numerous upper
respiratery tracl intections since birth, which had Cawsed
pulmoenary  atelectasia requiring  surgical remoeval of the
attected lobe, He had suttered recurrent herpetic peribuccal
intection. Warts had appeared vn his hands at 6 years of age
and extended gradually w the slbows, arms, kegs, knees ad
teel,

Parcytopenia was first documented at the age ol 1 month,
White blsod cell counts varied trom 09 we 39 2 10%] with
newtrophil counts of 09-28 2 10" There was ne oyeic
pattern: of neetropenia. His hacmoglobin concentration ranged

r

betweer [0 and 12 gidl and the platelet count was 47—

7« 107 Blood smears showed abrormal nectrophils with
condensed nudet conneaed by long, stringy Glamenis. The
bone marrow was hypercellelar with an increased propoertion
ol mature myeloid cells (lettl. Mary veutrophils had biseg-
mented nucle with dense pykuotic lobes connected by long
taments leading 1o Bizarre torms, such as eveglasses or
‘clover leal” Crightl. Occasionally, these flaments were twisted
around cach other. Some cosinophils showed cytoplasmic
sacuolation. No signitcant morphological abnermalities were
observed in the other cell lineages. Folic adid and viamic By
levels were normal.

Trunueslogical  investigation  showed  severe combined
immunadeficiency, Both B- and T-cell subspopulations were
reduced, particadarly CD47 T ells, T-cell responses to vawing

antigens wers moderately attected. Glelal hypogammaglebu-

2 2005 Blackwell Putisiing Ltd, gobsh sournal of Haermatology, 132, 883 d

liraemia was chserved 11gG < 6 gl rormal levels of TgG2 and
IgGal. No antibodies o leucocytes or plaelets were detected
and karyoype acalysis was cormal,

Maonthly trament with gammaglobulins and Blgrasting was

initiated when the child 7 oyears ot age, produting a

subsequent decrease in the rate of intections and an ireased
reutrophil count (21« 10710 The patient presented the twll
spectruim of findings described in the WHIM syndrome, a rare
immunodeticiency disorder characterised by warts, hypo-
garmmaglebulinaemia, intections and myelohathexis, Myelok-
athexis is Charaderised by a prolonged retention ot newtrophils
in the bore marrow compartment leading 10 neutropenia,
despite hyperplasia ot bone marrew  oyelond cells, and
degenerative changes i mature newtrophils, The observation
of these maorphologic teatures was strongly  suggestive of
myelokathexis and is helptul in the diagnosis of WEHIM
syndrome. This syndrome is cavsed by the mutation ot a
chemoking receptor gene, leading 1o production of the mutant
(XCRS protein that causes abnormal aploptosis and migratery
tunction, thought 1o be related 1o the (ause ot dhroni

lewcopenia,
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WHIM syndromes with ditterent genetic anomalies are accounted for by impaired
CXCR4 desensitization to CXCLI12
Karn Balabanian, Bornard Lagane, .José Luis Pablos, Lysians Laurert, Thiorry Planchenault, Olivier Verola, Calaste Labbe, Dalphine Korob,

Alsin Dupuy, Olivier Hermine, Jean-Frangois Micolas, Véronique Latger-Cannard, Danibls Bensoussan, Pierre Bordigoni, Frangoise Baloux,
Frangoise Le Deist, Jean-Louls Virelizier, Fernando Arehzana-Seisdedos, and Frangoise Bachelsrie

The WHIM syndrome is a rare imsmunode-
ficiency disorder characterized by warts,
hypogammagiobulinemia, infections, and
myolokathexis. Dominant hoterazygous
mutations of the gone encoding CXCR4, a
G-protein—coupled receptor with a unique
ligand, CXCL12, have been associated
with this pathology. We studied patients
belonging to 3 differont pedigrees. Two
siblings inherited a CXCR4 mutation en-
coding a novel C-terminally truncated re-
captor. Two unrelated patients were found
to boar a wild-type CXCR4 open reading
frama. Circulating lymphocytes and neu-

trophils from all patients displayed simi-
lar functional alterations ot CXCR4-medi-
sted responses featured by a marked
snhancement of G-protein—dependent re-
sponses. This phenomenon relies on the
refractorines ¢ of CXCR4 to be both desen-
sitized and intomalized in responss to
CXCL12. Theratore, the abarrant dysfunc-
tion of the CXCR4-mediated signaling con-
stitutes a common biologic trait of WHIM
syndromes with different causative ge-
netic anomaliss. Responges to other che-
mokines, namely CCL4, CCLE, anvd CCL21,
weorn preserved, suggesting that. in clini-

cal torms associated with a wild-type
CXCR4 open reading frame, tho gonelic
anomaly might target an effector with
some degres of seloctivity for the CXCL12/
CXCR4 axis. We propose that the sus-
tained CXCR4 activity in pationt cells ac-
counts for the immune-hematologic
clinical manifestations and the profusion
of warts characteristic of the WHIM syn-
drome. (Blood. 2005;105:2449-2457)

& 2005 by The Ammrican Society of Hematology

Introduction

The CXC chemokine stcomal cell-derived factor | (SDF-1Y
CXCL12)"2 is the sole natural ligand for CXCR4™ a broadly
expressed G-pretein—coupled recepror (GPCR).S The unique. non-
promiscuous interacton between CXCL12 and CXTR4 s critically
involvext in the organogenesis of a number of phylogenetically
distant animal species.!! In addition, B-cell lymphopoiesis and
bone marrow (BM) myelopofesis are regulated by the CXCLLY
CXCR4 axis during embryogenesis !>!* In postnatal life. the
CXCL12/ACXCR4 couple coptrols the BM homing of CD34” cells
and lymphocyte trafficking !5-1% Besides the regulation of homeo-
static processes, CXCR4 has been impdicated in the development of
infectious® ™ and inflammatory diseases as well as romor metasta-
5i5.20-2 Recenty. inherited heterozygous autosomal dominant
mutations of the CXCR+ gene. which result in the truncation of the
carboxyl-termigus (C-tally of the receptor. were found to be
associated with the WHIM syndrome.2 This rare immuncefi-
clency disease is characterized by disseminated human papillema-
virus (HPV)-induced warts. hypogammagiobulinernia, recurrent
bacterial infections, and myelokathexis. a form of neutropenia

associated with abnormal retention of mature neutrophils in the
BM.25?? Patients with WHIM also exhibit a marked T-cell 1ym-
phopenia. The disorder is clinically and genetically heteroge-
n2ous.® sinve hypogammaglobulinemia and verrucosds were ab-
sent in some cases.” and individuals with isolated myelokathexis
were {ound to be wild type for the CXCR4 gene ™ However, the
altered mechanism accounting for the pathogenesis of the WHIM
syndrome not associated to CXCRY mutations remains unknown.
Here, we provide original evidence that individuals with incom-
plete or full clinical forms of the WHIM syndrome, and carrving
either 3 mutated or a wild-type CXCR4 open reading frame (QRF).
share biclogic anomalies targeting CXCR4-dependent signaling.

Patients, materials, and methods

Patisnts and sample processing

Patiemts P and P2 (pedigree 1. 41 and 38 years old. respectively® P3
{pedigree IL 43 years old}, and patient P4 {pedigree HL 17 years old?
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¢Figure 1A} displayed clinical features of the WHIM syndrome. Dissemi-
nated. cutancous warnts caused by commaon serotypes of HPV were cbserved
i the 4 patients, with anal and genital condylomata in patients PL. P2, and
PR, Sporadic. genital infections by herpes viruses were observed in patients
Pl and P3. Bactenal infections of the respirutory tract were frequent in all
patients and caused pulmonary atelectasia in patient P4, requinng sugeal
removal of the affected lobe. Patients P1 and P2 showed the typical patiem
of isolated myclokathexis in BM biopsizs. & similar pattern was found in
pavents P} and P4, Indeed. histologic analysis of BM proved in both
patients the presence of dysgranslopaiesis with increased arnount of mature
neutrophifs exhibiting hypersegmented nucleus characteristic of my-
clokathexis. Like in patients P and P2, no dyslymphopoiesis or dyshema-
tspoiesis were observed in patients PA and P4, All the patienis showed a
marked leukopenia i« 2 » 1691 affecting both B- and Tecell subpopula-
tions. in particular the CD47 T-cell subser. In patient PR, Iymphecyte
counting maintained below 0.4 % 1091, while o patient P4 it was regulady
below 0,2 % 10%L. In paticat P3. CD14% monoeyies were not detected.
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Figure 1. Analysis of the CXCA4 ORF in patients with WHIM. (A) Patiert=P1 and
P2 ipadigmee 1} inhsritsd the disaase-assnciated haplotype from their father. Patisnt
P3 (pedigree (1) inherited the diseas=-associated haplotype fom her father, Pabisnt
P4 pedgres 1] is the fourth child of healthy, nonconaanguinecus parents and might
oonztitute a sporadic case. (B) Electrophoregram of the CXCR4 cONA sequense
from patient P1 {right penel} encompassing a C1013 — G substtution. The ssme
nwtalion was detectad in pationt P2, Laft pansl shows tor patient P3 the sguivalent
CXCR3 cDNA wild-type sequence. {31 In the amino aoid sequence i tha CXGR4
C-tail, the mutaton recovered in patients P1 and P2 introduces a nonieenss codan
{undsninad) in placs of Ser-33&. The previously reported WHIM-associabed CXICGRY
is shown, 24 (D) Cell surface wxpression of CXCR4in CD3+-gated PBMCs from the 4
patenta and 2 independant heaithy donors was detamrired by Row oytomelry using
the PE-conjugatad 12GS {emply hisiogrars) or isotype ooritrel (gray histgrams)
manocdonal antibedy (mAb),
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Profound neuiropenia (< U.4 x 10%1) was observed in patients P1 and P2
and was Jess pronounced in paticnts P3 and P4: | x 10 or slightly below
for paticat P4, while in patent P2 it ascillated between 1.1 % 1P and
16 % {7, Global hypogaromaglobulinemia was observed in paticnts P
< 3Ly P2 6 /L. nammal levels of immunoglobulin G1 [IgG1]3 and
P4 (2 6 gL normal levels of 1gG2 and IgG3. For patient P3. y-globulin
values were 10 the low limits of the sonnal range. Patient P displayed a
marked ancmia (hemoglobin, < 80 /1. and thrombocytopensa (<2 50 = 101,
Mild nomux ytic, nammochromic, nenregencrative anemia, and thrombosy-
pema were observed in patients P2, P3 and P4 T-aelf responses to
vaceine antigens were preserved in patients P, P2, and P3 and mioderatel v
affected in patient P4, Healthy Wlood danor valunteers were maiched fiow
age and sex and used 25 contral subjects. Penipheral blood mononuclear
cells iPBMCH) and polymorphonnclear newrophils (PMNs were isalated
from be pasin-treated blosd samples using Ficoll-Paque Plus (Ame rsham
Biasciences, Uppsala, Sweden) density gradient centrifugation as previ-
ously described # The local ethics committee approved this study. and all
subyects gave tnformed consent for thiz investigation.

CXCR4 mutation identification

Total messenger RNAs extracted (RNeasy kit QIAGEN Sciences, Court-
abeuf. France) from freshly patient-isclated PBMCs were reverse tran-
scobed (Superscript: BD Biosciencss Clomech, Palo Alew CA) by exten-
ston of oligofdT) prming using a “remplaie~-switch™ (TS) primer
S-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC| T 20VN-3° > Subsequent
amphification of oligo-dT primed ¢cDNA was perdformed by polymerase
chain reaction (PCR: Advantage I pol. BD Biosicnces Clontecht (40
cycles at 95°C for 30 seconds and 68°C for 3 mvnutes) using specific
CXCR4 torward S-AGTAGOCACCGCATCTGGAGAAC-3 and reverse
5 ACSAAAATCCAACAAGCAATAAAAACTG-3 primers. Addition-
ally. a 3'-step-cut mapid amplifivation of CXCR4 cDNA ends™) was
performed using specific CXCRS forward primer and TS-PCR reverse
primers. Deuble-strand sequencing of ampliheaticn products was per-
formed to. at least, a 4-fold redundancy by puimer walking,

CXCR4 constructs and expression

The nanaense mutations TGpeA and TGyepsA (Figure 10) were imroduced
in the CXCR4 codling region by PCR and confirmed by sequence analysis.
The CXCRS™, CXCRA1®, and CXCR471Y cDNAs were cloned imo the
pTRIP vector and were expressed following a lenti viral-based strategy® In
PBMC3 from healthy individuals activated (o~ 90% CD257 blasted T cells?
with phvtobemaggiutima (PHAL 1 pe/mL) and 20 ngfml intedeukin-2
(IL-2. PeproTech, Rocky Hill. NI or in the CXCR4-negative A0OL T-cell
i foora Dr HT He, Centre d Immunclogie de Luminy. Marscille. France) and
Chinese hamster ovary (CHO) cell lines (ATCC, Rockville. MDY, For some
experiments, the T7-GFP-CXCR# ¢DNA (kindly provided by Dr G.
Guibeket, IPBSICNRS, Toulouse. France), ¢loned ioto the peDNAX plus-
i, wias used. We coatrolled that the. fanctioning of the resulling CXCR4™
chimem was wild-type-like. These CXCRAW chimeras were expressed
following the calcium phosphate-DINA copreci pitation method in CXCR4™-
re CXCRIM L expressing CHO cells oo simohianconsly with CXCRI™ o
CXCRAYM? psing the amaxa Nucleofector technology (Cologne. Germany)
12 PBMCs from healthy individuals. Experiments were performad 36 hours
after tansfection and 13 hours after nucleoporation,

Functional evaluation of chemokine receptors

Flow cytometry analysis were carmried oat on a FACSCalibur (Becton
Dickinson. Rangis. France) using the following anti-human moncelonal
antibodtes (mAbs) tfrom Becion Dickinson unless specifiedy CD3 (clone
SKT1, CD8iclone BY 11 and cone 53-6.7: Immunitech. Beckman-Coulter.
Marseille. Francel, CD23 (clope M-A251), CDM iclone RPA-T4), CXCRS
{elone 120353 CCR3S (clone 2D7Y, and the rat anti-human CCRT (ploae
31 2). The hinding of the mouse anti~-T7-Tag mAb (Novagen, EMD
Biosciences, Darmstadt, Germany) was revealed ssing the secondary
phycoerythrin (PEl-conjugated goat anti-moose Flab’)y Ab (Dako.
Glostrup, Denmark).

208



BLOOD, 158 MARCH 2005 - VOLUME 105, NUMBER 6

Chemokine receptoc internalization was studied a3 previcosly de-
scnbed 3 BneHly. cells were incubatedd at 37°C unless specified for 43
routes with 200 pM CXCLI2 (from Dr ¥ Baleux, Umité de Chimie
Crganigue. Tnstitue Pasteur, Paris, Frances or 6Ckine/CCL2L (R&ED Sys-
tems, Mioneapolis, MN). or for 75 minutes with 200 M phorbel
12-mynstate 13-acetate (PMA: Sigma Chemical. St Louis, MOJ. After 1
wash in deidic glycine buffer {pH = 2.7, levels of receptor oell sudace
expresaion were determined using the comresponding PE-conjugated mAbs
alone in AD.OY T-cell and CHO cell lines, or in combination with fnoescent
mAbs specific for T<ell antigens (CD3. CD8. and CD4) in PBMCs.
Background Auorescence was evaluated using the coresponding PE-
cogjugated. immunoglotulin-isotype controd mAb, No recepior internaliza-
ton was found when cells were incubated at 4°C in the presence of hgand.
Receplor expression in stimulated cells was caleulated as follows.: (receptor
geometric mean fluorescence intensity [MEI] of treatesd cellsrecepiar
geometric MFT of unstimulated cells) X 108 [00% camespond to mxeptor
cxpression at the surface of cells incubated in mechum alone.

Chemctanis was performed using a Transwell assay® upon induction
with chemokines. Bricfly, 3 »= 109 ¢ells in 130 pl. RPMI modiim supple-
mented with 20 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-¥'-2-ethanesul -
fonic acid} and 1% human AB serum were added to the upper chamber of 2
6.5mm diameter, S-pm pore polycarbonate Transweil cuftore insert. The
same media (600 pl) with or without chemokine were placed in the lower
chamber. Chemotaxis procseded for 2 hours at 37°C in burnidified air with
3% CO,. CXCLI2. macrophage inffarmmatory pootein 1B (MIB-]gCCTA
(from Dr F. Baleux) and regulated cav acuvation normal T expressed and
secreted {RANTESFCCLS (Sigma) wene vsad at 30 nM and CCL21 at 60
nM. AMDZ100 (AaorMED, Langley. Canadi) sas used at | pM to inhibat
CXCR4-dependent signaling. The fracton of cells migrating across the
polycarbonate membrane was calculated as follows:. [[{number of cells
migrating w the lower chamber in response to chemekine) = (number of
cells migrating spoatancousty 1]/ number of cells added o the upper
chamber ar the stan of the assay | = 109,

Actin polymenzation assays were performed s descnibed® using
CXCL12 at 30 nM and CCL21 at 60 oM. Intracedfular F-actin content was
rocasured in fixed cells using the fluoresoein istahiocyanate (FITCi-dabeled
phalloidin and was expressed as frllows: (MFI afier addition ef chemokine /
MFI befor addition of chemokine) % 100, MFI values assessed before
addition of ligand were arbirranly set at 100%.

HEK-203T cells (ATCCY were transiently tunsfected using i phosphate
calcium methed with CXCR4-derived ¢DNAs. Crude membranes from
these cells were assessed far *S-GTPyS {GTP anal og guanosine-3°-(w-thio)-
mpbosphate) binding as described. ™ ECq thall maximal effective concen-
tration’ was detemmined with the GraphPad Pnsm software (GraphPad
Scdiware, Sun Diego, CAY usiog nonlinear mgression applied to a sigmoddal
dose-respanse model.

Histopathologic studies

Wart and condyloroa bdopsies from patients Pl oand P2 14 independent
samples) and 4 patients without WHIM were cbtained. Biopsies from
bealthy skin, @ non-HPV-related proliferative lesion {achorrheic ke ratosis).,
2 epidermnid carcinomas, and inflammatory skin lesions (cutancous jupus
and dermatomyositis) were stadied in paralfe]. ITmmunchistochemistry was
performed in panaffincmbedded sections as previcusly desenibed.* usiog
the anti-CXCLI12 {edone RI3C, [pG 21 isaype Iyl and anti-CXCR (clone
EHB. 1gGi sotype [zymAbs. Bindiag of mAbs was detested by immunaper-
oxidase staining wsing diaminobenzidine (DAB) substrate, and sections
were subsaquently counterstained in Gill hematoxylin. Contral secticns

were similarly processed with isotype-maatched mouse lgG instead of

primary mAbs. Imuges were obtained on a Zeiss Axioplan 2 microscope
iCarl Zeiss. Jena, Germany) equipped with standard optic objectives at the
indicated magnifications (16-60 X, spertures §.25-1.4) and were directiy
digitalized using a SpoiRT CCD camera and Spat 4.0.4 softwace (Diagnos-
tic Instruments. Sterling Heights, MD.
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Sratistical analysis

Stattstical analyzes consisted 10 unpaired 2-tailed Student 7 tests and were
carned oot with the Posm software {GraphPad Software s,

Results

Patients with WHIM syndrome present a gonstic hoterogenaity
in the CXCR4locus

We identified that the siblings Pi and P2. who inherited the
autosomal dominant haplotype from thelr father (Figare 1 A), carry
a motation in the CXCR+ ORF, Acvording 1o recent reports 2424 this
punctual heterozygous mutation {(Figure 1B. right panel) leads to a
partiel deletion of the CXCR4 C-tail (WHIM'®™ Figure 1Cy.
Patient F3 inherited the autosomal dominant haplotype from her
tfather. while patient P4 is the fousth child of healthy, aonconsanguin-
eous parents and might constitute a sporadic case of the syndrome
{Figure 1A}, In both patients P} and P4. | single CXCR¥ ¢cDNA
praduct was amplified using the 3'—step-out rapid amplification
technology, and its seguence was found to be wild type as
illustrated for patient P3 In Figure 1B (left panel). These 2
pedigrees were called *WHIMY in reference to the absence of
mutation in the CXCR< ORE We found that the levels of CXCR4
cell swlace expression on WHIM™ lymphocytes were similar o
thase detected either on WHIM'OU or control ones (Figure 1IN,
This result is suggestive of a normal production and stability of
CXCR+ mRNA {n WHIM™ lymphocyies. Functions studies were
mext set up to investigate CXCL12-induced signaling in WHIM™
and WHIM'! lymphocytes.

Impaired CXCL12-induced internalization of CXCR4 in
lymphocytes from pattemts with WHIM

On the basis of the requirement of the C-tail integrity for CXCR4
internal izaticn 2747 we speculated that WHIM-associated C-tail
truncated receptors (CXCR4™) might be impaired in their ability
be internalized in response 10 CXCL12. Therefore, inte roalizatgon
of CXCR4 in response to CXCL12 was investigated in circulating
T lymphocytes from healthy subjects and patients P1 and P2. To
assess CXCR4 cell surface expression followiag CXCL12 stimula-
tion. cells were washed in acidic buffer. This permitted us to
remove CXCL12 bound to CXCR4 that would compete for the
hinding of the mAb 12G35 to the second extracellulas loop of
CXCRAIID and, therefore, would mask detection of CXCR4
(Figure 2A5. We found that. in sharp contrast 1o cells from healthy
subjects (Figure 2A. left panel). the internalization of CXCR4
tnduced either by CXCLIZ2 or PMA in T lymphocytes from patients
Pt {Figure 2A, right panel) and P2 was markedly impaired { Figure
2B} Time-course analysis of CXCLIZ-promated CXCR4 down-
modulation indicated that the residval internalization in CD+-
aated T lymphocytes from patients was idelayed relative to control
cells (Figure 2C5. Similar results were oblained in CD8 -gated T
cells (data not shown).

To awthenticate the causative role plaved by the CXCR4
mutations in the impaired endocylosis of the receptors. we
expressed either CXCR4™ or the CXCR4™ receptors (CXCR41%
or CXCRAM%) in the A0.01 T-celd tines that do not express CXCR4
or in lymphocytes from healthy dopors (Figure 2Dy In AGOL T
cells, our results indicate that the CXCRA™ receptors were disabled
1o undergo endocytasis in response to CXCL1Z or PMA. while
CXCRA™ was. as expected. extensively internalized {Figure 2D.
left panel). Expression of CXCR4® in lymphocytes from healthy
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Flgure 2. Altered CXCRA internalizstion in WHIM'™'? lymphocytee. (Al Cell suface sxpression lavels of CXCR4in CO4a--pated T zels From PBICs of & healthy subjsct
tnntrol, el panad] o1 WHIM'1E patiert P41 (right panely. CXGR4 levals wera asseszsd using the 12G5 tempty histograms) orisotyps contral (CTRL, gray histograms) mab. (B}
CXCR4 oall surdase expression in Chu--gated T cells from PRMCs of WHIM'13 patients P1 (B} and P2 (I or healthy subjects (). *P < .06 ard **P < 005 oompared with
heaithy subjects, (C) Time nourse of GXCL12-promated CXCR4 andocytosis in COS- -gated T celis from paserts Pt (B and P2 M) versus heaithy subject (). (0} GXCR4call
surlacs expression inA0.01 T zells (left panel) or PBMGs from hesl thy indivickials (right pane) nontransduced {NT) of transdused with the indicated CXCRA4 vatant recaptars,
tindisates +CXCL12; I, ~PMA, Inuntraated A0 T oslis, the gearnetric MFI of CXCRaw, CXCRAR, ard TXCRA10 receptors were 3, 26, and 28, raspectively. Analysis
in PBMCs was assessed in CO4--gated T oalls, *P < .05 and “F < .005 compared with GXCR4Y-expressing Au.01 T cells or with NT 7 lymphoeytes, Results, expresaed as
percentage of untreated oalls, are from 8 ndependent expedments {mesn = 3EM) (B DY) or fram 1 tepresentative expenimert of 2 (2. (E) Gell surface sxpressicn of
T7-GFP-LXCR4w in CXCH4m or CXCR4 101 CHO cells eithar untreated (dot plot, fopj or treated with CXCLI2 (bottom). T indicatlias CXCR4 @, CXCRAYE Iy unreated
CHO cells, the geomatric MF1 of CXCR4% GFP-/gate A), CXCR4™ GFP- (gate B}, CXCR4* GFP- (gate C), and CXCRA'¥™ BFP- (gate D) were 47, 57, 63, and 51,
mepoctivaly. Exprassion of T7-GFP-CXCR4™ is roughly comparable when cosapressed wwith CXCR4™ (geomstric MFI = 150, gats E} or CXCR4? {geormebic MFI ~ 130,
gate F). Anabysis of CXCL12-promyted receptor erdncytosie was perfomned in the cell gates defined earlier in tha legend. Results {mean = SEM) are representative of 2
daterminabons and are expressed as parcentage of untreab=d cells. {F) Call surfase exprossion of T7-GFP-CXCA4% in CD4* -gated T celks from PBMCs of & haalthy individus)
Tansfected with CXCRA™ or CXCR4AM™2 variant either untrested (dat phod, upper panels ortreated with TXCL12 or PMA (lower parel). G indicates CXIZR4%; B, CXCR4'0? |y
urdreatad TO4--gatad T cells, the geomatric MFI of CXNCR4 in gates A, B, G, and D were 165, 210, 829, and S30, raspectively, Bxprassion of TZ-GFR-OXCR is raughly
oomparable wher cosxprassad with CXCRAY (geomatic MF1 = 260, gate Ej or CXCR49 {gaometic MF1 = 220, gate F}. Analysis of CXTL12- o PMA-pmomded recepior
Andocytoais was performed in call gatss definad above. Results are from 1 represen tative expermernt of 2 and arg exprassed as peicentage of urtrsated cels,

subjects is shown in Figure 2D. right panel. CXCLI2- and  CXCR4YY or CXCR4™ {in a 131 ratio), are shown in Figure 2F.
PMaA-induced endocylosis of receptors were found to be impaired  Expression levels of the CXCR4™ chimera in CD4* -gated T cells
in cells transduced with CXCR4 (Figure 2D. right panel) and  were roughly comparable whea cosxpressed with CXCR4* fupper
CXCR49% {data not shown), while they remained preserved in  panel. gate Eior CXCR4'% (upper panel. gate F). Again. we fownd
nontransduced or CXCR4*-transduced lymphocytes. These find-  that CXCR4'™ expression impaired CXCR4* chimera endocyto-
ings show that expression of CXCR4® jn T cells reproduces the  sis in response to both CXCL12 and PMA (Figure 2F, lower panel).
CXCR4 dysfunctions observed in WHIM™ leukocytes. This sug-  Owverall, these findings highly suggest that the functional preva-
gests the functional prevalenve of the mutant CXCR4 receptor over  lence of CXCRA™P we speculated in WHIM™ Jeukocyles cannot
its wild-type counterpart in WHIM™ Jeuk ocytes. te attributed to its accumulation at the cell surface, Rather, cur
We then investigated whether this phenomenon might be  results make it likely that CXCR4!9' alters the functioning of the
attributed to the predominant expression of the mutant CXCR4  wild-type receptor by means of a transdaminant-negative effect.
receptor at the cell surface of WHIM® lepkocyles. We stably We next investigated whether the aberrant pattern of CXCR4
expressed in CHO cells. which lack endogencus CXCTR4 expres-  endocytosis relates specifically (0 the presence of a lruncated
sion. either CXCRA* or CXCR4M! receptors following a lentiviral-  CXCR4 receptor or extends to leukocytes from aWHIM™ patieet.
based strategy. These cells were then transiently tansfected witha  Figure 3A-B iHustrates the defective CXCL12-promoted CXCR4
plasmid encoding T7-GFP-CXCTR4*'. T7 and green fuorescent  internalizaticn in CD4”-gated T cells feam patients P3 and P4. In
protein {GFP) tags fused at the receptor N-terminus of this chimera  contrast. CXCR4 was readily internalized after PMA treatment, as
receptor permitied us o distinguish selectively CXTR4™ expres-  obtwerved in lymphocyles from healthy individuals, including the
sion when it coexists with CXCR4'Y (Figure 2E). parents of patient P4 (Figure 3B). We also noticed that CCL21
Staining of the T7-Tag revealed that the cell surface expression  (Figure 3B) and CCL4 (data not shown) efficiently promated
of the CXCR4™ chimera was not altered when coexpressed with  internalization of the chemokine receptors CCR7 and CCRS.
the mutated CXCR$'Y? receptor (GFP~-gated cells in Figure 2E,  respectively. in both patient P4 and control cells. Additionally, in
gates E and F). Conversely, we controlled that untagged CXCR4™  skin fibroblasts from patient P3 with WHIM™, we found that
and CXCRA!? gisplayed similar cell-surface expression in the CXCR4 was refractory to CXCLI12-promoted internalization but
presence of the chimera (GFP*-gated cells in Figure 2E. gates C remainad fully sensitive (o PMA stimuiation (data not shown).
and D). However. we found that the CXCR4™ chimera reseptor
became refractory to CXCL12-induced internalization when coex-
pressed with CXCR4!982 (Figuce 2E, lower panely. Similar experi-
ments performed using PBMCs from healthy subjects, coexpress-  Defective CXCL12-dependent CXCR4 endocytosis suggested an
ing after nucleoporation the CTXCR4* chimera with either  impairment of homologous desensitization. an adaptive process

Impalired CXCR4 dosonsitization in WHIM patient lymphocytes
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Figure 3. Defective CXCR4 internalizetion and desensitization in WHHA%
lymphocytes. {A-B) CXGL12- and PMA-promoted CXCRY internalization in GLig+-
gated T calls from WHIMY patients P3 (A and P4 (B} and healthy subjacts (T and
patiert Pa's mother B and father &). (B} CCL21 promated CUR7 endocytosis in
Chd-gated T cells trom the patiera P4 ard healthy subjsote i3 shown. Velues,
exprassed as permeniage of unstimslated celle, are fmm 3 independert sxperimants
imean = SEM). ‘P < 0% vorrpared with healthy subjecta. (-0 CXGL1 2-tiggered
actin paymerization in CDs$--gated T lymphoeytas from YWHIM pasients P2 (C, teft
panel and P4 {0} and healttyindividuals {7 and patient P4's mother & and father &)
Panel C {fight) shows kinetics of actin patyrmerization following GCL21 stmuation.
Arows indicate chemokine stimulation. The reeuts dispiayed ars from 1 representa-
live axpenrnent of 2.

that precludes a protracted coupling of the stimulated receptor ©
heterotrimeric GoPry proteins. To address this issue, we measured
polymerization of actin monomers inw F-actin filaments, a4 re-
sponse indicative of receptor-dependent G-protein activaton '+
In control CD4” -gated T lymphocytes. a rapid and transient gise of
F-actin was observed after the first stimulstion with CXCL12 but
no response after the second stimulation, indicating that desensiu-
zation had occurred (Figure 3C-D, open symboels). By contrast. in
CD4+-gated T lymphocytes from WHIM™! patients P3 {Figure 3C,
keft panel, ®; and P4 (Figure 3D, ®), actin polymetization was
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protracted after (he first stimulation with CXCLI2. and a rise was
also observed after the second stimulation. However. the response
to CCL21 was similar in control and patient cells {Figure 3C).
Similar results were cbtained in CD8*-gated T cells (data aot
shownj. Regarding the WHIM'®Y pedigree. we also demonstrated
that CXCR4 desensitization was impaired in both CP47- and
CD8*-gated T lymphocytes from patients P1 and P2 (Figure 4A.
@), Additiopally. this functional anomaly was also evidenced in
CXCR4-negative T-cell lines or contral T lymphocyles expressing
the mutant CXCR4™ receptors (Figure 4B. left and right panels.
respectively).

The increased magnitude of CXCLI2-promoted F-actin peak
observed in all patient tymphocytes {Figures 3C-D and 4A) was
reproduced both in AQ.01 T-cell lines and in aoomal T Jymphocytes
expressing CXCR4™ (Figure 4BY. This finding might reflect an
increased ability of WHIM-associated CXCR4 to activate G-
proteins. We thus developed HEK-293T cell lines expressing
similar amounts of CXCR4A™ or CXCR4™ (Figure 45 to investigate
CXCL 1 2-induced activation of G-proteins using a GTP+S binding
assay.® As shown in Figure 4C (left panel), the half-maximal
effective concentrations for CXCL12 were about half for CXCR4™-
than for CXCR4*-expressing membranes. indicating that the
ligand ix a more potent agonist toward the truncated than the
wild-type receptor. Additionally. a more efficient activation of
G-proteins by CXCR4™ was observed either in the absence or in the
presence of CXCL12 (Figure 4C. right and left pagels. respec-
tvely). Thus. the enhanced responsiveness of WHIM-associated
CXCR4 to CXCL12 i5 likel ¥ to be the consequence of an improved
acrivation of receptor-associated G-proteins.

Enhanced CXCL12-promoted chemotaxis of WHIM
patient loukocytos

Sustained agonist-induced G-protein-dependest signaling and im-
paired CXCR4 desensitization predicted magnified responsiveness
of WHIM leukocytes to CXCL12. This possibility was investigated
using a chemotaxis assay. Leukocytes from WHIM* (Figure SA)
and WHIM'? (Fipure 5B) patients displayed a stronger che matac-
tic response toward CXCLI12 relative to coatrol cells. This
enhanced cell migration in response to CXCL1Z was totally
inhihited by the specific CXCR4 antagonist AMD3 100 (Figure

A B
<08 . -~ T 210,
180 , 200 « 2 I Py L
. T . ) % & - i = ! * i

Figure 4. lmpaired degensitization of truncated - s % k1 o0 170
CXCRA™ receptors. A} CXCL12-triggered actin polyrar- e 4 180 oy i w S\
izationin GD8~-gated (left paneds) and SD4--gated (right  _, | 429 130!
pareis) T cells from WHIM'® patients P1 (bop row, @) £ y i i
and P2 (bottom mw, @) or from haalthy donors (7). (B} ! 2 § i |
Kinetica of CXCL1Striggersd actn polymeiization in % L SR =1 g0 ; P
001 T cells et penel) or in CDM--gated Thymphccytss 3 | so = o 1 2 3 ot 2 3
{right panely nontranaducsd {NT) or transduced with the S 475 - 215 o 4, um.u‘ oo d
indivated GXGRA variants iz, GXGRawt, B CXCRaw», & » - 3 1 Yieme (e} -
@, CXCRA™3, ) NT). {A-B) Data ars reprasantative of 3 8 w4 LPRL R o
independent expenments. (C) GTPyS binding assays to E 7% 12 e 7
membranes from HEK-268T cells axpmesing af eimilar 135 i 14 °
lavels CXCR4™ (left panal, ©; right panef, ), CXCR4'9% i g £id 2_6
feft panal, 5, right panel, B, o CXCR4' U (B geomt- g g ] f E
fic MF! for the atorementioned receplon were 11.2,12.8, . l - RN f ® 3
and 105, respectively). Membranss wers treated with o5 i} | T 6! n
the indicated cancentrations of CXCL12 (It panalj or left o 1 2 3 %y o2 3“ s 4,‘ 2 a
untrasted (right panel). Data are mean = SEM of tripit- L R L et Z;&! i
cate determinations. Deduoad ECgovalups cf the experi- - 3 . 3dik.
ment of 8 independant dstamnirations wars 17 nM for Time (min) 409 8.7 &8 W 1000 1013

CXCRam, 7 nM for CACR4100 and 9 nM for CXCR410S,

CHGLIZ (tog, M}
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3B. left panel). CCR3- and CCR7-dependent migralions were
observed to be in the same range for WHIM and conotrol
leukocytes., We reproduced the exacerbated CXCLI2-induced
chemotaxis of WHIM leukocytes with AQ.01 T cells expressing
CXCR4A™ (Pigure 5C). As compared with controls, CXCRA4™-
expressing AG.D1 T cells displayed stranger migeatory responses
at low concentrativas of ligand. indicating a higher efficiency of
CXCL12 toward these cells.

As myelokathexis constitutes a prominent clinical manifesta-
tion of the syndrome. we also examined the sensitivity of PMNs
from WHIM" and WHIM ! patients 10 CXCL12. Similarly ©
patieat lymphocytes, PMNs displayed impaired CXCRH desensiti-
zation (Figure 6A.C), and a markedly increused chemotaxis in
response o CXCLL2 (Figure 6B.D3.

Expression and distribution of CXCL12 in warts
and condylomata from patients with WHIM

To gin knowledge on the relationship hetween the lack of
CXCR4-signating attenuation and the profusicn and persistence of
HPV lesions observed in patients with WHIM. we investigated the
expression of CXCL12 in wart and condyloma biopsies from these
patients. CXCL12 was not detected in the epidermis of healthy
skin. benign proliferative lesions (sebotrheic keralosis). inflamma-
tory skin lesions. or epidermoid carcinomas (Figure 7A-Dy. In
addition. no CXCLI2 staining was observed in skin lesions
induced by herpes virus (Kaposi) or poxvirus (Molluscum conagio-
susmt, data not showns. In suriking contrast, 3 of 4 samples from
patients P1 and P2 found to be positive for HPV {immuswstaining
of the capside L1 HPV protein: data aot shown). displayed strong
CXCL12 immunostaining in keratinocytes (Figure 7E-F). Simi-
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Figure 5. Exacerbated CXCL{2-induced chemotaxis of WHIM leukocytes. (A}
GXCLi2-, C0L21-, GOl or CCLE-indused migration of PBMCs from patients P3
{loht panel W) and P4 {ght panal, ) ard heatthy denors (T, and patisnt P4's mothar
8] and father [E]). Transmigrated cells recoy ered inths lower chamberwers caunted
b flow cytometry with gating on forward and side scatier fo exdluds debris ard
menacybes {BY GXCL12-promoted shemataxs of PBMCs trom WHIMIC patierts Py
{lsft pand, & ard P2 (right pand, I} or healthy individuals {73, Inhitition of cell
nigration by AMD3100 addedin both chambers and chemotexis in respores & COL4
ara shoen. (Gl Dose-dapandant CXGL12-induced chamotexis of A0.01 T cells
wansduced with the indinated CXCR4 varients (7}, CXCRa%; B, CXCR4OS B,
CXCRA™Y Parargal AG.O1 T-call line wae consistently unreaponaive 1 CXCLIR.
iA-C) Results (mean = SEM) are from 3 independent experiments and are
sqpresand a3 percentage of inpul cellz that mngrated to the lower chamber, P« 05
and *2 < 05 companed with leukacytas from healthy subjects or with CXCH4Y
prossing Ao Teels.
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Figure B, Irapaired CXCR4 signaling in WHIM PMMNa. {A C) CXCL1 24riggersd
actin polymenzation in ovemight-cultured PEANs from SWHIM® patiant P4 (A, ® or
VEHINY patisnt P2 (C, @) compared with thoss from healthy danors (] and patient
P4's mother {4] and father [T). Results are from 1 represantative expariment of 8,
(8,0 CXCL12-induced chemotais of PMMNe from patients Pa (B, W snd P2 (D, l)
wares compared with those of oalls from healthy doners (5, and patiant P4's mether
[E8) and father [&]). inhibition of CXCL12-induced chamataxis by additon of 4KAD3100
in both chamibars is shown in panef B, Beaults {mean = SEM} are from 3 indepandent
experimernits and are exprassed as percentags of input PMNs that migeated to the
{ower chamber **F « .08 corrpared with PidMa from heatthy subjects.

larly 1o WHIM HPV lesions. keratinocytes from warts of patients
without WHIM {4 samples from 4 patients), free of concomitant
infections by other pathogens. also displaved. mainly in the
granular layer. abundant CXCLI12 expression (Figure 7G-H). The
expression pattern of CXCL12 in the dermis was similar 10 that
previougly observed in healthy and inflammatory skin and inchuded
blood vessel endothelia, sweat glands. scattered fibroblasts, and
large mononuchear Jeukocytes 354445 In both WHIM and non-
WHIM HPV lesions. fibroblasts and a fraction of mononuclear
lenkocytes with dendritic cell-like morphology expressed abun-
dant CXCL12 (Figure 71-K). As previously reported for bealthy
and inflammatory skin® CXCR4 was uniformiy detected in
epidermal keratinocytes. endothelium. and infiltrating cells in all
WHIM and non-WHIM warls and condylomata (Figure 7L).
Absence of labeling using 1gG2a and [pGt nonrelevant isotype
controls supports the specificity of staining for CXCLI2 and
CXCRA4. respectively (Figume TLM).

Discussion

Qur study shows that primary lymphocytes and neutrophils foym
individuals with ¢clinical features of the WHIM syndrome share
functional alterations of CXCR4-mediated responses. We provide
original evidence that such anomalies do not necessarily depend on
the occurrence of a C-terminally truncated form of CXCR4, as they
are also observed in WHIM leukocytes expressing only wild-type
CXCR4 receptors. Refracioriness of CXCR4 1o be desensitized and
internalized together with Increased G-protein—dependent signal-
ing in response to CXCL12 are characteristic biologic manifesta-
tons we found in all patient leukocytes. We propose that the
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Figure 7
keratasis (B, inflammatory skin (C), and epiemaid carzincma (D). CXC

magnification, = 300 A4-C G H), ~» 200 {D-F i), » 800 {J-K), x 100 1L-M}.

resulting. abnormally sustained CXCR4 activity in WHIM Ivmpho-
cyvtes and neutrophils might account for the peculiar association of
Ivmphopenia and myelokathexis with this genetic disorder

Agonist-induced GPCR internalization generally relies on phos-
phorviation of the C-tail that in twrn promates binding of B-ar-
restins 1o phospharylated receptors.® Accordingly, C XCR4 intemal-
ization depends on C-tail Ser/Thr residues that are phosphorylated
in response o PMA and CXCLI2 via protein Kinase C 1 PKCh or
C-protein-coupled receptor kinases (GRKs1.%? Thus. removal of
Ser™®Ser™® and Ser™UThe™: couples and Ser™ in C-tail-
truncated CXCR4™ is likely 1o be responsible for the impaired
(losis of these receptors in WHIM lvmphocytes. Yet. the
residual marginal endocyiosis of CXCR4™ upon ligand stimulation
coutd be accounted for by the preserved Ser™ and Ser® residues ¥

Ectopic expression of CXCR4'Y in T cells reproduces qualita-
tively and quantitatively the CXCR4 dysfunctions ohserved in
WHIM! feukocytes. This finding provides direct evidence forthe
etiologic role of the C-tail-truncated CXC R4 and strongly <ugpests
a prevalence of the mutant CXCR4 functioning over that of the
wild-type receptor. CXCRA is Known to spontangously internalize
at high rates. with a marginal part being recycled at the cell
surface ** Thus, as a first assumption. we speculated that the
default of CXCR4'E to be internalized cavse its predominance al

¢ plasma membrane. However. our resulls with the T7-GFP-
CXCR4* chimera receptor (Figure 2E-F) challenge this possibilite
asexpression of CXCRA1P does not affect cell surface expression
of CXCR4™ and vice versa, Of importance, we clearly de monstrate
that CXCR4'? alters the functioning of its wild-type counterpart
in a ransdominant-negative manner. These nndmg\ provide clue
on the molecular mechanisms that account for the functional defect
we report in WHIM'?* leukocyies that carry heterozygous muta-
tion of CXCRS. It is known that CXCR4 forms constitutive
oligomers ™! Similarly. it is likely that CXCR4™%CXCR4™
heterceolignmers exist in WHIM ' leukocytes. thereby permitting
C ‘(CR4"“' to hijack CXCR4% functioning by a transdominant
mechanism. Resonance energy transfer experiments with distinctly
tugged mutant and wild-type CXCR4 receptors will help o
elucidate the intimate mechanisms of this phenomenon.

We propose that the functional anomalies of CXCR4 we
identified in WHIM™ leukocvies likely relv on an aberrant
downstream partner with some degree of selective interaction with
CXCR4. This assumption is reinforced by our cbservations that
first, CXCR4™. when ectopically expressed in primary fibroblasts
from WHIM®*! patients. became defective in CXCLI2-promoted
endocytosis (data not shown). Second. CCRT and CCRS internal-
ization and desensitization were unaffected in WHIM™' [vmpho-
cyvtes. Finally, the fact that CXCR4 in WHIM*t [vmphocyies
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7. Expression of CXCLAZ in HFY lesions from patient with and without ViHlM CXCL12 mmuncstaining of control skin samples: healthy ekin (A, ssborheic
L12 expressicn in WHIM wart apidenris (|
. non-WHINM condyloma (H). WHIM war epidermis (sams zpecimen as in fanel E) immunostained with 19Gza isotype-matchzd control antibzdy (Ab) (). CXCL12
a0 in ron-WHIM V) and 'WHIM (K) demnal mononuclear infilrates. Calls with fibroblast farmowse) w0 dendnitic cell maphalagy (amowhzads) are shown (-,
CXCRY immunostaining of WHIM wart dermia and =pidermis (L), The same specimen aas similarly processed with lgG1 isotype-matched sonticd Ab (M), Onginal

non-WHIK

1, '"WHIN dysplastic condykma epidermis (|

internalizes poorly in response to CXCLI2 but remains fully
susceplible 10 PMA strongly suggests that the endocvtic pathway
downstream of the B-arrestin recruitment is preserved. Thus, the
impaired internalization of CXCRAY in response 1o CXCLI2
points 1o the existence of a mutated or down-regulated protein
restricted 1o the CXCLI2XCXCR4 axis. which might affect the
agonist-dependent  phosphorylation andfor the coupling of the
C-tail © the endocyvtic pathway. Poteatial protein candidates
include GRKs. as it appears from recent waorks that distingt GRKs
do not interact with CXCR4 with equal efficiency. 3> In addition
to GRKs evidence accumulates that proteins can associate with the
C-ter domain of GPCRs.™ therebv regulating their activity. Accord-
ingly. an unknown scaffolding protein might selectively participate
in the atienuation of CXCR4 signaling

The refractoriness of CXCR4 12 desensitization is a promine nt
characteristic in both WHIM™ and WHIM® leukocytes. from
which results the enhanced efficiency of CXCR4 receptors o
stimw Jate G-proteins. Because chemots
of G-protein By * both the enhanced and sustained

Cis reli2s on lhe activation

<ubunits. ™
CXCR4-associated G-protein-dependent signaling in WHIM leu-
kocytes could account for their more pronounced migration toward
CXCL 12 gradients. Qur data are in keeping with the previcwsly
reported increased cell motliy triggered by other chemokine
meeptors (i, CCR2b. CCRS. CXCR2) that are refractory o
desensitization = A recent study also reports an increased
CXCL 12 chemotactic respons: of levkoovtes from WHIM patients
carrying CXCR4 mutations.™ However. it is unclear why these
receplors were not defective in desensitization and inte rnali zation.
as they lack the Ser residues critical fowr ugonist-induced endocyio-

is.4 These divergent olw tions are even more puzzling since
lhe ectopic expression of CXCRA™. gither in the CXCR4-ne pative
AD.01 T-cell line or in normal ymphocyies, recreates in our hands
the same set of CXCR4-related ancmalies we cbserved in primary
cells from patients with WHIM. However, while we usod freshly
isolated WHIM™ leukocvies. Culine et ad® performe d 2 xperiments
with fong-term IL-2—expanded leukocvies. These different method-
ologic approaches may account for the discrepancies between the 2
groups regarding CXCR4 endocvtosis and desensitization.

The corcelation between altered CXCR4 signaling and the
profosion of HEV lesions in patients with WHIM. however.
remains intriguing. In light of reparted observations and our current
findings. several hypotheses can be considered. As previously
proposed.® the profusion of HPV-induced lesions could be ac-
counted by a selective defect of anti-HPV effector-T lymphocyies
due o the presence of a C-tail-truncated CXCR-. Although normal
T-lvymphocyte fuactions are observed in the patients described here.
and in other repons. =% he paucity of anli-HPV responses and
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the marked T lymphopenia could contribute to the attenyation of
the specific antiviral activity. Moreover, the aberrant CXCR4
signaling in WHIM patient cells could enhance some imxmune
escape mechanisms proposed for HPV infection ) An alternative
hypothesis to the immune-specific deficiency is the possibility that
infiltrating leukocytes. at the sites of HPV jnfection. would be
instrumental for the development of extensive verrucosis. Indeed.
in mouse models keratinocyte hyperproliferation, transformation.
and metastasis elicited by HPV- 16 oncogenes largely depend on the
presence of infiltrating leukocytes with the capacily to secrete
matrix metalioprotease-9.% The production of this enzyme is
induced by CXCL 125 Thus, in patients with WHIM, CXCL12
secreted in the dermis ¢owld favor the development of HFV-
induced lesions thraugh the sustained activation of CXCR4 in
leukocytes. This mechanism could be amplified by the intriguing
and previously unreported production of CXCL12 from keratino-
cytes in HPV-induced lesions. Further work is required to deter-
mine the relevance of immunoe specific and inflammatory mecha-
nisms in the genesis of the profuse HPV clinical infections in the
WHIM syndrome.

CXCLI12/CXCRS4 is not only critical for homing and retention
of hematopoietic progeniter CD34+ cells (HPCs) in the BM, 156542
but it is also essential for the regulation of neutrophil mobilization
from the BM.E755 Manifold convergent observatians support this
notion. First. neutrophils activated by in vive administration of
granutocvie colony-stimulating factor (G-CSF) release elastase.® a
protease that selectively degrades both CXCLI2 and CXCR4
amino-ter minus and preveats CXCLIVCXCR4 sigoaling.™ Injec-
tion of G-CSF induces egress of granulocytes from BM. whereas
blocking of CXCLI2 prevents BM relocadization of senescent,
circulating neutrophils 67 Finally. the administration to bumnan
healthy volunteers of nonpeptidic CXCR4 antagonists mobilizes
CD34* HPCs and leukocytes, among which band-form neutrophils
witness recent egress from the BM! We anlicipate that the
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sustained CXCR4 activation observed in WHIM PMNs mighs
strongly impair egress of mature neutrophils from the BM and
force relocalization of circulating aged neutrophils to the BM. This
mechanisim might accouat for myelokathexis in patients with
WHIM. While BM lymphopediesis is preserved in the WHIM
syndrome. the patienis show a marked lymphopenia. The sustained
CXCR4-dependernt signaling could alsa affect the egress of mature
Ivmphocytes from the BM. In this regard, the administration of
CXCR4 antagonists mobilizes tymphocytes, including B cells.
from the BM.™

Our findings provide @ rationale for the incorparation of
CXCR4 antagonist 1o the therapeutic arsenal used in the treatme it
of patients suffering with WHIM syndrome. By competing and
limiting CXCR4 activation. antagonists would attenuate the aber-
rant signaling mediated by this receptor, taise the levels of
circulating neutrophils, and thus reduce the oumber and severity of
rectrrent. bacterial infections in patie ots with WHIM.
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