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RESUME

La première partie de ce mémoire présente le parcours personnel et professionnel, actuellement Maitre de Conférence Universitaire depuis septembre 2018 à l'Université de Lorraine et Praticien Hospitalier en hématologie au Centre Hospitalier Régional Universitaire de Nancy. Les publications et communications scientifiques ainsi que les ouvrages didactiques sont résumés sous format de tableaux synthétiques. A ces publications s'ajoutent un brevet « e-MDSC » en maturation, déposé pour le compte de l'Université de Lorraine.

La seconde partie présente l'activité pédagogique avec l'enseignement réalisé à l'Université de Lorraine en facultés de médecine et pharmacie, et les enseignements en licence, Master 1 et Master 2. Cet enseignement s'ajoute à une activité de pédagogie au quotidien dans l'activité hospitalière, avec l'encadrement des étudiants de deuxième et troisième cycles d'étude médicales, en tant que coordinatrice de leur parcours dans le service d'hématologie clinique. De plus, une activité d'encadrement de jeunes chercheurs (de la licence professionnelle au doctorat) est réalisée au laboratoire de recherche IMoPA, CNRS 7365. Les encadrements et leur valorisation scientifique sont résumés. Cette partie se conclut par un projet de pédadogie numérique en hématologie soutenu par Messieurs les doyens de la faculté de médecine (Professeur Marc Braun) et de la faculté de pharmacie (Professeur Raphaël Duval) ainsi que le collégium santé (Professeur Béatrice Faivre).

La troisième partie de ce mémoire présente les recherches expérimentales conduites à la date de soutenance du mémoire. Mon activité de recherche a débuté avec la réalisation d'un master 2 en immunologie fondamentale (Institut Pasteur) avec un stage dans le laboratoire d'Olivier Hermine, CNRS 8147, à l'hôpital Necker, co-dirigé par Marie-Thérèse Rubio. Grâce à l'obtention d'une bourse MESR, ce travail s'est poursuivi par trois ans de doctorat sur le rôle immunomodulateur dans la réponse allo-immune de cellules hématopoïétiques mobilisées par du G-CSF. A l'issue, j'ai développé une collaboration avec le Dr Flora Zavala, Institut Necker Enfants Malades. Lors de mon retour à Nancy, en tant que Chef de Clinique des Universités et Assistant Hospitalier, le co-encadrement de jeunes chercheurs s'est déroulé au sein de l'équipe 6 d'IMoPA avec le soutien et la confiance du Professeur Marie-Thérèse Rubio co-directrice de l'équipe avec le Professeur Danièle Bensoussan. Cette troisième partie de mémoire se poursuit par l'activité de recherche clinique et translationnelle centrée initialement sur l'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) et qui s'ouvre plus récemment aux syndromes myélodysplasiques. Ma première publication en tant qu'interne était l'aboutissement d'un travail qui m'avait été confié par le Pr Bensoussan sur la reconstitution immunitaire post-greffe et l'immunité anti-virale, lors d'un stage effectué au sein de son laboratoire de thérapie cellulaire (UTCT). Ce travail m'a permis de collaborer longtemps avec son équipe sur cette thématique, avec notamment le co-encadrement d'étudiants en troisième cycle d'études médicales sur le sujet du transfert adoptif de lymphocytes T anti-virus. Mon implication dans le groupe coopérateur de la Société Francophone de Greffe de Moelle-Thérapie Cellulaire m'a permis de mener 3 études rétrospectives multicentriques (publiées avec l'encadrement de thèse de médecine). Plus récemment, mon implication dans le Groupe Français des Myélodysplasies me permet de m'impliquer de plus en plus dans la recherche clinique des SMD.

La quatrième partie expose les collaborations scientifiques. Enfin, la cinquième partie développe le projet de recherche. Le projet de recherche expérimentale prolonge les travaux sur les cellules immunorégulatrices émergentes dans un contexte d'hématopoïèse pathologique. Compte tenu de l'expertise forte du laboratoire de recherche sur les cellules stromales mésenchymateuses, le projet est d'étudier les cellules myéloïdes suppressives dans les SMD et les interactions avec le stroma médullaire. Ce projet vise à proposer de nouvelles stratégies prédictives et thérapeutiques pour ces patients. En cela, ce projet de recherche fondamentale s'articule avec l'activité et la recherche clinique. L'objectif ultime de ces projets est d'améliorer la prise en charge des patients.
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ACTIVITES D'ENSEIGNEMENT

Formation personnelle à la pédagogie

Activité d'enseignement universitaire

Activité d'enseignement hospitalier

Coordination/Responsable des CCU-AH pour assurer un travail sur les objectifs de la réforme du deuxième cycle d'études médicales avec les étudiants hospitaliers dans le domaine de l'hématologie. Mise en place des nouvelles méthodes pédagogiques et d'évaluation facultaire avec Une après-midi par semaine sur l'apprentissage par problème, Une après-midi par semaine sur les ECOS Organisation d'une évaluation par ECOS à chaque fin de stage des étudiants en médecine Coordination/ Responsable de la formation des internes en médecine dans le service d'hématologie du Pr Feugier avec un cours hebdomadaire et une séance de bibliographie mensuelle. Participation aux réunions avec l'anatomopathologie bimensuelle. 

Participation à des jurys de thèse en médecine et pharmacie

Innovation et recherche pédagogiques

-Création d'un nouveau support pédagogique par le jeu sérieux en hématologie. A l'issue du DIU de pédagogie médicale, avec dépôt d'invention en 2020, « SUPER HEMO ». Logiciel de type jeu vidéo évolutif, sur l'hématologie générale, pour aider à l'apprentissage de la discipline. Collaborateurs : Dr PERRIN (Faculté de Pharmacie) Dr GRAVOULET (Faculté de Pharmacie) Dr BROSÉUS (Faculté de Médecine) Pr FAIVRE (Collegium Santé, Faculté de Pharmacie) -Obtention de financements au titre de la pédagogie : obtention d'un financement de la faculté de médecine et de l'investissement de 70000€ de la part d'IDEFI-REMIS (initiative d'excellence en formations innovantes) soutenue par l'ANR pour le financement de SUPER HEMO, par le soutien du doyen de la faculté de pharmacie.

-Communication orale au Congrès international francophone de pédagogie en sciences de la santé (SIFEM), juin 2022, communication affichée lors des États Généraux de la Formation de la Recherche Médicales, septembre 2022 au Campus Saint-Germain-des-Prés, et article soumis en juin 2022 dans une revue internationale « JMIR serious game ». Julien Perrin 1,3 , Amélie Meeus 1 , Julien Broséus 2,3 , Béatrice Faivre 1 , Julien Gravoulet 1 , Maud D'Aveni 2,3

(1) Faculté de pharmacie, Université de Lorraine, F-54000, Nancy (2) Faculté de Médecine, Maïeutique et métiers de la Santé, Université de Lorraine, F-54000, Nancy (3) Centre Hospitalier Régional Universitaire de Nancy Résumé Problématique: L'hémogramme est un des examens de biologie les plus prescrits. Sa juste interprétation est nécessaire à de nombreux professionnels de santé. A l'Université de Lorraine, environ 250 heures d'enseignement en hématologie sont annuellement dispensées à 2700 étudiants. Une enquête interne objective que les étudiants considèrent cette spécialité comme une matière difficile (54%) ou très difficile (29%). Pour améliorer l'apprentissage des étudiants, les jeux sérieux ont montré un intérêt avec le développement récent de jeux-vidéos.

Objectif : Nous avons développé puis évalué un jeu sérieux en hématologie avec pour objectifs : proposer une approche pédagogique ludique ; développer la capacité de raisonnement de l'étudiant face à un hémogramme pathologique ; approfondir/illustrer ses connaissances par l'observation des principales cellules normales et anormales du sang.

Matériel et Méthode : L'élaboration du jeu s'est déroulée en conception participative avec des «experts pédagogiques» et des «experts ludiques». Une évaluation du gain de connaissances en mémoire immédiate (pré et post-test) et mémoire à moyen terme (résultats universitaires) ainsi que la satisfaction des étudiants a été conduite chez 86 volontaires parmi 324 en médecine (26.5%) et 67 volontaires parmi 115 en pharmacie (58%). Tous étaient en 3 ème année de formation générale (DFGSM3 et DFGSP3) et avaient achevé l'enseignement en hématologie.

Résultats : SUPER HEMO® est un jeu vidéo qui permet une scénarisation graphique avec des objectifs de difficulté croissante et un système de récompense pour le joueur quand il atteint ses objectifs. L'évaluation du gain de connaissance en mémoire immédiate indique une amélioration statistiquement significative, avec une progression de la note médiane pré-test et post-test (6 vs 7/10 en DFGSM3, p<0.01 et 7,5 vs 8/10 en DGSP3, p<0.01). A l'examen universitaire d'hématologie, les étudiants de DFGSM3 ayant joué à SUPER HEMO® affichent des résultats significativement meilleurs que le reste de la promotion (note médiane : 13/20 vs 12/20, p<0.01) ; pour les étudiants en DFGSP3 des meilleures notes sont aussi observées, bien que non statistiquement significatives (note médiane : 21.75/30 vs 20/30, p=0.12). Sur l'ensemble des participants ayant répondu au questionnaire (n=143), plus de 86% pensent avoir renforcé leurs connaissances et près de 80% se sont amusés.

Discussion et conclusion : SUPER HEMO® est le premier jeu vidéo sérieux en hématologie rapporté dans la littérature. Il permet d'améliorer les connaissances en mémoire immédiate et à moyen terme. Ce nouvel outil hébergé sur le site de l'université pourrait se développer dans d'autres universités et s'élargir à d'autres domaines de la santé.

Mots clés : Hématologie, jeu sérieux, évaluation. 

Valorisation des travaux d'encadrement des étudiants

Les dommages tissulaires du conditionnement de la greffe créent un contexte pro-inflammatoire qui va faire maturer les cellules présentatrices d'antigènes (CPA) hématopoïétiques (donneur+receveur) et les cellules épithéliales (receveur) qui acquièrent des propriétés de CPA. La présentation des antigènes aux lymphocytes T (LT) exprimant le cluster de différenciation (CD)4 et CD8 est alors optimale. Le LTCD4 joue un rôle pivot dans l'orientation de la réponse immune par la sécrétion de cytokines inflammatoires, responsable d'un orage cytokinique entrainant le recrutement de cellules effectrices. Les cellules effectrices activés et les cytokines inflammatoires engendrent des lésions de GVH.

L'allogreffe de CSH est de plus en plus souvent réalisées avec des greffons mobilisés par un facteur de croissance appelé le Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF).

Malgré la présence de dix fois plus de LT dans ces greffons comparativement aux greffons de moelle osseuse, l'incidence de la GVH aiguë est comparable. Les premières explications avancées furent que le G-CSF enrichissait le greffon en LT immunomodulateurs 7 . Mais Enfin, à la troisième question, les travaux ont pu aboutir à un brevet en cours de maturation (dépôt d'invention à la SATT Sayens), avec des données qui sont encore confidentielles pour l'heure, et que de fait nous ne détaillerons pas. 

Figure 16 : Expression membranaire de marqueurs avec (en rouge) et sans (en vert) pré-incubation par IFNγ. Les courbes grises sont le témoin négatif. La pré-incubation par IFN-γ augmente l'expression de CD40, HLA DR, VCAM1 La pré-incubation par IFN-γ augmente l'expression de PDL1, PDL2 et IDO (n=10).

L'effet immunosuppresseur sur les LT et notamment l'effet antiprolifératif in vitro des CSM-GW a été évalué après activation des lymphocytes T par anti-CD3 et anti-CD28, ainsi que dans un modèle de réaction mixte lymphocytaire (activation des lymphocytes T en présence de cellules dendritiques allogéniques).

La pré-incubation par IFN-γ majore dans les 2 types d'activation lymphocytaire T l'effet antiprolifératif des CSM-GW (figure 17).

Figure 17 : Propriétés immunosuppressives des CSM-GW. A : Régulation de la prolifération lymphocytaire T. B : Le pourcentage d'inhibition de la prolifération T est plus important lorsque les CSM-GW sont préparées en interféron gamma. C. Les lymphocytes T cultivés avec les CSM-GW sont plus apoptotiques en fin de culture. D. L'administration d'un anticorps anti-interféron gamma diminuent les propriétés immunosuppresives des CSM-GW.

Afin de déterminer l'impact des molécules augmentées par l'IFNγ, nous avons inhibé la voie PDL-1-PDL-2/PD1 ainsi qu'IDO lors des co-cultures de CSM avec les T activés. Seul le blocage de l'activité enzymatique d'IDO par l'ajout de 1L-méthyltryptophane (1L-MT) dès le début de la co-culture, à la concentration de 1mmol/L et 0,5 mmol/L permettait d'inhiber complètement les propriétés régulatrices des CSM. Dans toutes les expérimentations (n=6), nous avons observé en présence de 1L-MT, une restauration complète de la prolifération des lymphocytes T, en co-culture avec les CSM-GW ainsi qu'avec les CSM-GW-IFN (figure 18).

Ainsi, IDO est une voie prépondérante d'immunomodulation des CSM-GW et des CSM-GW-IFN envers les lymphocytes T activés in vitro. In vivo, ces cellules protègent de l'apparition de la GVH lorsque les injections sont répétées de façon hebdomadaire et cette observation est statistiquement significative lorsque les CSM-GW ont été pré-incubées en IFN-γ (figure 19).

Figure 18 : L'inhibition de IDO réverse l'effet immunosuppresseur des CSM-GW et des CSM-GW-IFN L'adjonction de 1L-MT 1mM réverse complètement les propriétés anti-prolifératives des CSM-GW CSM-GW: 94% vs 76% de prolifération des LT CSM-GW-IFN: 94% vs 40% de prolifération des LT

Figure 19 : Modèle xénogénique de GVH. Les injections répétées de CSM-GW protègent les souris de la GVH aiguë et prolongent leur survie post-greffe. En bleu : courbe de survie Kaplan-Meier du groupe contrôle, injecté uniquement avec des cellules sanguines humaines (PBMC=peripheral blood mononuclear cells). On observe 50% de létalité dès J20 par xéno-GVH. En vert : courbe de survie des souris injectées avec des PBMC et 3 injections à une semaine d'intervalle des cellules stromales mésenchymateuses de la gelée de Wharton. On observe 50% de létalité à J40 post-greffe, sans que cette différence ne soit statistiquement significative. En rouge : courbe de survie des souris injectées avec des PBMC et 3 injections itératives à une semaine d'intervalle de CSM-GW pré-activées en IFN-γ. On observe 50% de létalité par xéno-GVH à J60 avec une différence statistiquement significative avec le groupe contrôle en bleu (p<0.01).

La 

Activités de Recherche Clinique et Translationnelle

Le virus Epstein Barr (EBV)

Le virus Epstein Barr est un gamma herpes virus ubiquitaire qui infecte les cellules Les caractéristiques des patients différaient entre les 3 groupes avec des patients plus jeunes dans les groupes FLAMSA-RIC et Flubu3/Flubu4. Par ailleurs, l'allogreffe était réalisée de façon plus précoce ainsi que des caractéristiques de la maladie hématologique étaient plus péjoratives dans le groupe FLAMSA-RIC (pourcentage de blaste médullaire au moment de la greffe et progression de la maladie significativement plus importants, p<0,0001 pour les 2 caractéristiques). Le devenir des patients post-greffe dans les 3 groupes de conditionnement étudié en analyse univariée était comparable. On objectivait une incidence de GVH aiguë similaire et de GVH chronique globale (limitée et extensive comparable dans les 3 groupes.

En revanche, l'incidence de la GVH chronique extensive était plus importante dans le groupe FLAMSA-RIC, par rapport aux 2 autres groupes (p=0,0017). Finalement, compte tenu de caractéristiques des patients et de transplantation très différentes au sein des 3 groupes, nous avons décidé de réaliser une analyse multivariée après analyse du score de propension pour pondérer les caractéristiques initiales et permettre une analyse de groupes rendus homogènes.

Brièvement, seul le pronostic cytogénétique défavorable du SMD et la greffe avec un donneur phéno-identique étaient statistiquement associés à une moins bonne survie globale.

Figure 24 : Devenir à 3 ans post-greffe des patients selon le conditionnement reçu (FLAMSA-RIC en bleu, RIC de type FluBu2 en rouge et RTC type Flubu3 et Flubu4 en vert) (A) Survie globale (Overall survival). (B) Survie sans progression (Progression-free survival). (C) Incidence cumulée de mortalité non liée à la rechute (non relapse mortality). (D) Incidence cumulée de la rechute (incidence of relapse).

L'intensité du conditionnement de greffe est toujours un choix difficile pour trouver la meilleure balance entre la prévention de la rechute de l'hémopathie initiale sans augmenter la 

Figure 25 : Devenir post-greffe des patients selon l'administration de DLI préventives (DLI préventives en rouge et groupe contrôle en bleu) (A) Survie globale (Overall survival). (B) Survie sans progression (Progression-free survival). (C) Incidence cumulée de mortalité non liée à la rechute (non relapse mortality). (D) Incidence cumulée de la rechute (incidence of relapse).

En analyse multivariée, seule l'administration de sérum anti-lymphocytaire pendant le conditionnement est associée à une mortalité augmentée (HR 2.37, 95%CI [1.17-4.80], p=0.017), probablement expliquée par une diminution de la survie sans rechute (HR 1.70, 95% CI [0.96-3.03], p= 0.069), avec une NRM comparable (HR 1.45, 95%CI [0.49-4.25], p=0.5). En analyse de sous-groupe, aucun avantage au groupe DLI préventive n'était observé en terme d'incidence de rechute, survie globale, mortalité liée à la toxicité, survie sans rechute pour le sous-groupe « LAM » ou le sous-groupe avec « cytogénétique défavorable ». A noter que ce projet de recherche translationnelle mené dans le contexte de l'allogreffe de CSH a été l'objet d'une discussion avec le service de médecine interne. 

Les

Financement et/ou valorisation de la recherche

COLLABORATIONS SCIENTIFIQUES DANS LES PROJETS DE RECHERCHE

Recherche expérimentale

Les travaux de recherche expérimentale ont été réalisés grâce aux collaborations suivantes : 

Recherche translationnelle et clinique

Projet de recherche clinique

Les projets de recherche clinique seront axés sur l'allogreffe de CSH et les SMD.

Pour la partie allogreffe de CSH, le développement de nouvelles approches MTI-PP dans l'optimisation de la prophylaxie de la GVH sont d'ores et déjà amorcées. A court terme, le premier projet concerne le transfert adoptif de CSM-GW dans la prophylaxie de la GVH dans les allogreffes à haut risque d'alloréactivité (protocole de phase 1, HAPLO-GEL). Dans cette même thématique, à moyen/long terme, le brevet sur la production en grade clinique de « e-
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 14 Figure 1 : Physiopathologie de la GVH (D'Aveni et al. Reference Module in Biomedical Science, 2022). Figure 2 : Emergence de cellules myéloïdes sous l'effet du G-CSF +/-FLT3-L dans la rate des souris Figure 3 : Les cellules myéloïdes suppressives obtenues dans la rate de souris après mobilisation par G-CSF. Figure 4 : Modèle murin d'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Figure 5 : hétérogénéité de la fraction CD34+ monocytes au sein des cellules mobilisées par du G-CSF.Figure 6 : Revue de la littérature sur les MDSC chez la souris et l'homme dans le contexte de l'allogreffe de CSH Figure 7. Co-culture des MPP mobilisés avec les lymphocytes T4. Figure 8 Rôle partiel de l'IL-1β dans la modulation des Tregs exercée par les MPPs. Figure 9 : suivi du score clinique de développement de l'EAE. Figure 10: les MPP mobilisés diminuent l'incidence et la sévérité de la GVH par l'augmentation de Tregs in vivo. Figure 11: Les MPP mobilisés humains. Figure 12: composition de l'équipe 6 IMoPA. Figure 13 : étude de la reconstitution immunitaire des LT et des cellules myéloïdes au travers de l'étude REAL-GREFFE et réalisation d'une étude de sous-groupe pour identifier d'éventuels facteurs biologiques prédictifs de rechute. Figure 14 : étude de la reconstitution immunitaire des MDSC en post-greffe Figure 15 : Génération de « e-MDSC » Figure 16 : Expression membranaire de marqueurs avec (en rouge) et sans (en vert) préincubation par IFN-γ. Figure 17 : Propriétés immunosuppressives des CSM-GW. Figure 18 : L'inhibition de IDO réverse l'effet immunosuppresseur des CSM-GW et des CSM-GW-IFN Figure 19 : Modèle xénogénique de GVH. Les injections répétées de CSM-GW protègent les souris de la GVH aiguë et prolongent leur survie post-greffe. Figure 20 : Les CSM-GW requièrent un contact avec les LT pour inhiber leur prolifération. Figure 21 : reconstitution immunitaire après allogreffe de CSH (D'Aveni et al. Handbook 2018 sur l'allogreffe de CSH, chapitre XII sur les infections). Figure 22: suivi de la réplication EBV (charge virale) et Elispot chez 10 patients. Figure 23 : incidence cumulée à 3 ans de la GVH chronique selon les groupes Figure 24 : Devenir à 3 ans post-greffe des patients selon le conditionnement reçu Figure 25 : Devenir post-greffe des patients selon l'administration de DLI préventives Figure 26 : protocole inter-régional prospectif d'études de patients atteints de SMD, allogreffés de CSH et les mécanismes d'échappement au contrôle du système immunitaire (protocole EVADE).Figure 27 : Etude des interactions CSM de moelle osseuse et cellules hématopoïétiques. Figure 28: Stratégie d'analyse dans le laboratoire des 3 sous-types de MDSC en Cytométrie en flux dans la fraction CD34-

Figure 27 :

 27 Figure 1 : Physiopathologie de la GVH (D'Aveni et al. Reference Module in Biomedical Science, 2022). Figure 2 : Emergence de cellules myéloïdes sous l'effet du G-CSF +/-FLT3-L dans la rate des souris Figure 3 : Les cellules myéloïdes suppressives obtenues dans la rate de souris après mobilisation par G-CSF. Figure 4 : Modèle murin d'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Figure 5 : hétérogénéité de la fraction CD34+ monocytes au sein des cellules mobilisées par du G-CSF.Figure 6 : Revue de la littérature sur les MDSC chez la souris et l'homme dans le contexte de l'allogreffe de CSH Figure 7. Co-culture des MPP mobilisés avec les lymphocytes T4. Figure 8 Rôle partiel de l'IL-1β dans la modulation des Tregs exercée par les MPPs. Figure 9 : suivi du score clinique de développement de l'EAE. Figure 10: les MPP mobilisés diminuent l'incidence et la sévérité de la GVH par l'augmentation de Tregs in vivo. Figure 11: Les MPP mobilisés humains. Figure 12: composition de l'équipe 6 IMoPA. Figure 13 : étude de la reconstitution immunitaire des LT et des cellules myéloïdes au travers de l'étude REAL-GREFFE et réalisation d'une étude de sous-groupe pour identifier d'éventuels facteurs biologiques prédictifs de rechute. Figure 14 : étude de la reconstitution immunitaire des MDSC en post-greffe Figure 15 : Génération de « e-MDSC » Figure 16 : Expression membranaire de marqueurs avec (en rouge) et sans (en vert) préincubation par IFN-γ. Figure 17 : Propriétés immunosuppressives des CSM-GW. Figure 18 : L'inhibition de IDO réverse l'effet immunosuppresseur des CSM-GW et des CSM-GW-IFN Figure 19 : Modèle xénogénique de GVH. Les injections répétées de CSM-GW protègent les souris de la GVH aiguë et prolongent leur survie post-greffe. Figure 20 : Les CSM-GW requièrent un contact avec les LT pour inhiber leur prolifération. Figure 21 : reconstitution immunitaire après allogreffe de CSH (D'Aveni et al. Handbook 2018 sur l'allogreffe de CSH, chapitre XII sur les infections). Figure 22: suivi de la réplication EBV (charge virale) et Elispot chez 10 patients. Figure 23 : incidence cumulée à 3 ans de la GVH chronique selon les groupes Figure 24 : Devenir à 3 ans post-greffe des patients selon le conditionnement reçu Figure 25 : Devenir post-greffe des patients selon l'administration de DLI préventives Figure 26 : protocole inter-régional prospectif d'études de patients atteints de SMD, allogreffés de CSH et les mécanismes d'échappement au contrôle du système immunitaire (protocole EVADE).Figure 27 : Etude des interactions CSM de moelle osseuse et cellules hématopoïétiques. Figure 28: Stratégie d'analyse dans le laboratoire des 3 sous-types de MDSC en Cytométrie en flux dans la fraction CD34-
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  La greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) allogéniques demeure le seul traitement curatif de nombreuses hémopathies malignes. L'effet anti-tumoral de cette approche d'immunothérapie cellulaire, appelé effet du Greffon contre la Leucémie (GVL) est souvent associé au développement d'une réponse T cytotoxique dirigée contre les tissus sains du receveur. Cette réaction, appelée la maladie du greffon contre l'hôte (GVH) est responsable de lésions cutanées, digestives et hépatiques qui peuvent se compliquer d'une morbidité et mortalité élevées (Figure1).

Figure 1 :

 1 Figure 1 : Physiopathologie de la GVH (D'Aveni et al. Reference Module in Biomedical Science, 2022).Les dommages tissulaires du conditionnement de la greffe créent un contexte pro-inflammatoire qui va faire maturer les cellules présentatrices d'antigènes (CPA) hématopoïétiques (donneur+receveur) et les cellules épithéliales (receveur) qui acquièrent des propriétés de CPA. La présentation des antigènes aux lymphocytes T (LT) exprimant le cluster de différenciation (CD)4 et CD8 est alors optimale. Le LTCD4 joue un rôle pivot dans l'orientation de la réponse immune par la sécrétion de cytokines inflammatoires, responsable d'un orage cytokinique entrainant le recrutement de cellules effectrices. Les cellules effectrices activés et les cytokines inflammatoires engendrent des lésions de GVH.

  certaines cellules myéloïdes acquièrent aussi des propriétés régulatrices. C'est dans ce contexte que j'ai débuté mon sujet de Master 2 puis de thèse d'université dans le laboratoire du Professeur Hermine, co-direction avec le Professeur Marie-Thérèse Rubio, à l'hôpital Necker, CNRS. 3.1.1.1 Les cellules myéloïdes suppressives ou « Myeloid-Derived Suppressor Cells » (MDSC), travail de thèse d'université Depuis les années 1990, des équipes ont décrit chez la souris, la présence de cellules immunosuppressives après l'administration sous-cutanée de G-CSF ou après allogreffe de CSH. Ces cellules constituent une population très hétérogène en morphologie, phénotype et fonctionnalité et sont maintenant communément appelées les MDSC pour cellules myéloïdes suppressives 8 . Chez la souris, les MDSC sont classiquement décrites CD11b+ (Mac-1) et Gr1+ (Ly6G/Ly6C) 9 . Elles sont plutôt de type granulocytaire si elles expriment le Ly6G ou monocytaire si elles expriment le Ly6C. Chez l'homme, les MDSC sont Lin-, HLA-DR-, CD11b+ CD33+ de type granulocytaire CD15+ ou monocytaire CD14+ 9,10 . Au moment de ma thèse d'université, peu de publications identifiaient précisément les MDSC dans les greffons de CSH mobilisés par du G-CSF chez l'homme 11 . Les quelques études disponibles étaient essentiellement réalisées chez la souris et décrivaient des cellules immunosuppressives sans identifier de contrepartie humaine ou avec un mécanisme d'action peu clair 12-14 . Mon travail de thèse a donc permis d'observer que l'administration sous-cutanée de G-CSF chez la souris, fait émerger une population hématopoïétique dans la rate que l'on peut qualifier (sur des arguments phénotypiques) "d'immature", c'est à dire dépourvue de marqueurs de quelconque lignée hématopoïétique (ni lymphocytaire, ni érythrocytaire, ni myélo-monocytaire). Elle exprime, en revanche, les protéines cKit+, Sca-1+ et CD34+ classiquement exprimées en surface des cellules souches hématopoïétiques et des progéniteurs multipotents. En triant cette fraction Lin-, cKit+, Sca-1+ CD34+ pour étudier ses propriétés in vitro, nous nous sommes aperçus que mise en co-culture avec soit des LT régulateurs (Tregs) soit des LT conventionnels activés, elle pouvait respectivement augmenter la prolifération de LT régulateurs et diminuer la prolifération de LT conventionnels. La première observation vis à vis des LT régulateurs était connue du laboratoire d'accueil dans le modèle de la souris diabétique (Non Obese Diabetic ou "NOD") 15,16 . En revanche, l'interaction avec les LT conventionnels et notamment la régulation de leur prolifération n'était pas connue. Nous avons donc dans un premier temps caractérisé au mieux phénotypiquement et morphologiquement les cellules contenues dans la fraction Lin-CD34+ cKit+ et Sca1+ après mobilisation par G-CSF. Nous avons montré que cette fraction contenait en réalité deux populations cellulaires (figure 2). La première population correspondait à une population myéloïde (Lin-CD34+CD33+CD11b+) exprimant faiblement des marqueurs monocytiques (CD14+), jamais décrite au préalable dans la littérature, qui a fait tout l'objet du travail exposé dans l'article original 17 publié à l'issu de cette thèse dans Science Translantional Medicine 2015 Apr 1;7 (281). Parmi les cellules Lin-CD34+ cKit+ et Sca1+, seule cette population acquiert des propriétés de régulation de la prolifération des LT conventionnels lorsqu'elle entre en contact avec des LT activés. La deuxième population correspond à des progéniteurs multipotents, dont le travail sera développé dans le cadre d'une collaboration avec le Dr Flora ZAVALA.

Figure 2 :

 2 Figure 2 : Emergence de cellules myéloïdes sous l'effet du G-CSF +/-FLT3-L dans la rate des souris.

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Les cellules myéloïdes obtenues dans la rate de souris après mobilisation par G-CSF. A droite :Phénotype des cellules mobilisées par du G-CSF obtenues dans la rate après 5 jours : cKit+, Sca-1+, CD34+, CD11b+, CD115+, absence de marqueurs de costimulation (CD80, CD86, CMH II). A gauche : Analyse transcriptomique des cellules obtenues cKit+, Sca-1+, CD34+, CD11b+, CD115+. Les cellules sont sur le plan transcriptomique plus proches des cellules monocytaires matures (mais distinctes) que les progéniteurs myéloïdes (les « MDSC » correspondent à des cellules obtenues selon la technique de l'équipe de B.Blazar 18 en induisant ces cellules à partir de moelle osseuse en culture avec du G-CSF, GM-CSF, IL-13 ;les autres cellules ont été triées à partir de la moelle osseuse de souris, à l'état basal : Common Dendritic Progenitor-CDP ; Common Monocytic Progenitor-CMoP ; Mono-dendritic Progenitor-MDP ; Granulomonomacrophagic progenitor-GMP).

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Modèle murin d'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Dans un modèle murin d'allogreffe en condition d'incompatibilité totale du CMH, l'injection de moelle osseuse enrichie avec 2 millions de lymphocytes T déclenche une GVH aiguë létale avant 60 jours post-greffe.L'adjonction de 0,5 millions de CD34+ monocytes au moment de la greffe permet de réduire l'incidence et la sévérité de cette GVH et cet effet protecteur est perdu lorsque les CD34+ monocytes sont issus de souris iNOS KO.

Figure 5 :

 5 Figure 5 : hétérogénéité de la fraction CD34+ monocytes au sein des cellules mobilisées par du G-CSF. (A) Les greffons de CSH mobilisés par du G-CSF ont été analysés par cytométrie en flux. Parmi la fraction HLA-DR-, nous distinguons la fraction CD34+ et CD34-. Dans la fraction CD34+, la population cellulaire HLA-DR-Lincontient une population qui co-exprime CD11b, CD14, et CD33, appelée CD34+ monocytes (CD34+ Mono). Analyse de 4 donneurs différents (HD1 à 4). De façon identique, nous identifions dans la fraction CD34-, la population cellulaire HLA-DR-Linet au sein de celle-ci une sous-population co-exprimant CD11b, CD33, et CD14. Analyse morphologique en May-Grünwald-Giemsa (B) Proportions de CD34+ Mono dans la fraction CD34+ de 30 greffons (médiane 12%; moyenne 17.5%).

Figure 6 :

 6 Figure 6 : Revue de la littérature sur les MDSCs chez la souris et l'homme dans le contexte de l'allogreffe de CSH (D'Aveni et al. Front Immunol. 2020 May 22;11:989) 1 Chez la souris, les MDSC sont décrites CD11b+ Gr1+, avec l'identification de 2 sous-types : granulocytaire Ly6G+ et monocytaire Ly6C+. Chez l'Homme, les MDSC sont décrites HLA-DR-Lin-, avec l'identification de 3 sous-types : les « early-stage » ou « e-MDSC », les granulocytaires CD15+ et les monocytaires CD14+.

Figure 7 .

 7 Figure 7. Co-culture des MPP mobilisés avec les lymphocytes T4. A.Les MPP augmentent la prolifération des LT régulateurs naturels (CD4+, CD25+ foxp3+) cultivés in vitro B.Les MPP ne modifient pas la prolifération des lymphocytes T CD4+ CD25-conventionnels.

Figure 8

 8 Figure 8 Rôle partiel de l'IL-1β dans la modulation des Tregs exercée par les MPPs. (A) Heat map des gènes de la voie de l'IL1 β et la réponse inflammatoire. La signature a été obtenue en compilant la liste de gènes incluant Il-1 β /TNFα issue de MSigDB (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/). En vert: gènes down-régulés; rouge: gènes up-régulés; noir: médiane. (B) Etude du rôle de l'IL-1 β dans la prolifération des Tregs. Les Tregs sont activés et cultivés pendant 4 jours avec anti-CD3/anti-CD28, seuls ou en présence de MPPs +/-avec anticorps neutralisant IL-1 β. (C) Etude de la prolifération des Tregs en co-culture avec les MPP issues de C57BL/6 WT ou IL-1 β KO. Ce travail a été publié en 2020, (Front Immunol. 2020 Dec 23;11:607175) 4 . Il est le fruit d'une collaboration solide avec l'équipe du Dr Flora Zavala, experte dans le modèle de l'Encéphalite Expérimentale Auto-immune ou EAE (CNRS, Institut Necker Enfants Malades). Mon travail concernait l'étude des MPP issues de souris C57BL6 en co-culture in vitro avec les Tregs et l'étude des mécanismes impliqués dans l'augmentation de prolifération et survie des Tregs (transcriptome et mécanistique). Le Docteur Zavala a montré, avec l'encadrement de la thèse d'université de Sarantis Korniotis (co-premier auteur de l'article) que lorsque les MPP mobilisés étaient injectés à des souris immunisées avec le MOG peptide, le développement de l'encéphalite auto-immune expérimentale était retardé (figure 9).

Figure 9 :

 9 Figure 9 : suivi du score clinique de développement de l'EAE. Les souris C57BL / 6 sont immunisées avec la myéline oligodendrocyte glycoprotein (MOG) peptide 35-55. L'épitope immunogène MOG 35-55 est mis en suspension dans de l'adjuvant complet de Freund (CFA) avant l'immunisation et la toxine pertussique (PTX) est administrée en intra-péritonéal (IP) à jour 0 et jour 1. A 10 jours de l'immunisation avec MOG, les souris contrôles (sans MPP) développent rapidement une EAE avec score moyen de 2,5 en présence ou non d'un anticorps déplétant les Tregs (PC61) En revanche, pour les souris avec injection de MPP à J0, le développement de l' Encéphalomyélite auto-immune expérimentale EAE est retardé à 15 jours après l'immunisation avec MOG. L'adjonction de PC61 réverse tardivement l'effet protecteur des MPP.

Figure 10 :

 10 Figure 10: les MPP mobilisés diminuent l'incidence et la sévérité de la GVH par l'augmentation de Tregs in vivo. (A) Les souris BALB/cJ , irradiées létalement (6Gy RX) ont reçu 1 × 10 7 moelle osseuse T déplétée de C57BL/6 (noir, n = 4) ou avec 2 × 10 6 LT cells (contrôle allogenique, rouge, n = 7) ou avec l'injection de 0.35 × 10 6 de MPP mobilisés chez la C57BL/6 (bleu, n = 7) à J0. < 40% des souris traitées par le co-transfert de mobMPP meurent alors que la médiane de survie est de 40 jours dans le groupe contrôle (**p = 0.004). (B) Moyenne de perte de poids et moyenne du score clinique de GVH (C) Etude de la survie des souris lorsqu'un anticorps déplétant les Tregs (PC61) est administré (D) Pourcentage de Tregs observés chez les souris receveuses 8 jours après allogreffe dans les ganglions (E) Analyse en microscopie confocale des ganglions à 8 jours après allogreffe. Ce travail préliminaire chez la souris, a été renforcé par des expérimentations plus récentes réalisées au cours de l'encadrement en thèse d'Anne-Béatrice Notarantonio à Nancy, qui a mis en évidence l'existence d'une contrepartie humaine 2 (figure 11) Front Immunol. 2021 Feb 12;11:607180) 2 .

Figure 11 :

 11 Figure 11: Les MPP mobilisés humains (A) Les greffons de CSP ont été analysés en cytométrie en flux. Dans la fraction CD34+, une population CD34+ CD38+ CD90-et CD45RA-exprime de façon homogène CD13 et CD33. Dans la fraction CD34-, les Tregs naïfs sont définis : CD3+ CD4+ CD45RA+ CD25+. (B) Prolifération des Tregs naïfs activés en anti-CD3 and -CD28 seuls (rouge) ou avec des MPP (bleu) ou avec des CSH mobilisées (orange) à un ratio 1:1(n = 3). (C) Prolifération des LT conventionnels CD4+CD25-activés par anti-CD3 and -CD28 après 4 jours de culture, seuls (rouge) avec MPP (bleu) ou avec CSH (orange) ratio 1:1(n = 3). (D) Persistance de l'expression de foxp3 après 4 jours de culture.
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 12 Figure 12: composition de l'équipe 6 IMoPA. CECITA pour cell engineering, cellular immunotherapy and translational approaches

Figure 13 :

 13 Figure 13 : étude de la reconstitution immunitaire des LT et des cellules myéloïdes au travers de l'étude REAL-GREFFE et réalisation d'une étude de sous-groupe pour identifier d'éventuels facteurs biologiques prédictifs de rechute. De 2018 à 2021, 230 patients allogreffés de CSH au CHRU de Nancy ont été inclus dans l'étude REAL-GREFFE. Pour l'étude d'éventuels facteurs prédictifs biologiques de la rechute, nous avons souhaité étudier dans le contexte d'allogreffe de CSH HLA identique (soit intra-familial soit à partir de donneur volontaire anonyme) les patients atteints d'hémopathie myéloïde de type syndromes myélodysplasiques (SMD) ou leucémie aiguë myéloïde (LAM). Seuls les patients indemnes d'infection opportuniste et de GVH aiguë en sortie d'aplasie de la greffe étaient retenus, pour limiter les biais d'interprétation de la présence de certaines MDSC.

Figure 14 :

 14 Figure 14 : étude de la reconstitution immunitaire des MDSC en post-greffe A.En analyse non supervisée, nous n'observons pas de phénotype particulier de MDSC en fonction du statut rechute versus non rechute de l'hémopathie sous-jacente. B.Seuls les patients qui rechutent précocement en post-greffe ont des MDSC avec des propriétés immunosuppressives en co-culture avec des LT.

Figure

  Figure 15 : Génération de « e-MDSC »

  Figure 18 : L'inhibition de IDO réverse l'effet immunosuppresseur des CSM-GW et des CSM-GW-IFN L'adjonction de 1L-MT 1mM réverse complètement les propriétés anti-prolifératives des CSM-GW CSM-GW: 94% vs 76% de prolifération des LT CSM-GW-IFN: 94% vs 40% de prolifération des LT Test de Student, n= 6 (5 cordons différents)

  doctorante, Cécile Pochon a d'ailleurs obtenu le prix de la meilleure communication orale, au congrès de la SFGM-TC 2018 « POCHON, C.; NOTARANTONIO, A.; FOUQUET, G.; MOULIN, D.; CHARIF, N.; REPPEL, L.; BENSOUSSAN, D.; RUBIO, M.T. ; D'AVENI, M. (2018). » CSM de cordon ombilical : une thérapie cellulaire pour favoriser la prise de greffe de CSH sans majorer le risque de maladie du greffon contre l'hôte, Congrès de la Société Francophone de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC), Montpellier, France. L'article original est en cours de préparation. En effet, en décortiquant les mécanismes qui régulaient la prolifération des LT par les CSM-GW, nous avons identifié qu'un contact cellulaire entre les LT et les CSM était essentiel. Outre un mécanisme de synthèse d'IDO, capable de cataboliser un acide aminé essentiel le tryptophane en métabolite toxiques tels que la kynurénine et l'acide kynurénique, un autre mécanisme complémentaire et totalement novateur a été identifié, par le transfert de mitochondrie entre les CSM-GW et les LT. Ces données sont innovantes et actuellement en cours de confirmation (figure 20).

Figure 20 :

 20 Figure 20 : Les CSM-GW requièrent un contact avec les LT pour inhiber leur prolifération. Pourtant, l'activité enzymatique d'IDO n'est pas influencée par le contact entre CSM-GW et LT Les CSM-GW transfèrent des mitochondries aux LT activés, et ce transfert dépend du contact entre CSM-GW et LT. Ce transfert est majoritaire vers les T CD4+. Il n'est pas modulé par l'IFN-γ, ni par l'activité d'IDO.

  de CSH, s'accompagne d'un déficit immunitaire cellulaire et humoral plus ou moins prolongé. Cette immunodépression est à l'origine d'un grand nombre d'infections. Parmi celles-ci, les infections virales et en particulier celles dues à l'Epstein Barr Virus (EBV), le CMV et l'adénovirus (ADV) résumé dans un chapitre éducationnel sur l'allogreffe de CSH (handbook 2018).

Figure 21 :

 21 Figure 21 : reconstitution immunitaire après allogreffe de CSH (D'Aveni et al. Handbook 2018 sur l'allogreffe de CSH, chapitre XII sur les infections). La reconstitution lymphocytaire T se fait dans les premiers mois post-greffe par l'expansion homéostatique des lymphocytes matures du greffons et dans un deuxième temps, à partir des cellules souches lymphoïdes du greffon qui doivent être rééduquées via la sélection thymique, source de la genèse de nouveaux lymphocytes T naïfs. Elle peut prendre jusqu'à 2 ans post-greffe pour une reconstitution optimale.

  épithéliales de l'oropharynx et les lymphocytes B. La multiplication des lymphocytes B à la faveur de l'immunosuppression du receveur de CSH peut aboutir à une lymphoprolifération B appelée « Post-Transplant Lympho-Proliferative Disease » (PTLD), dont la majorité survient dans l'année qui suit la greffe. La T-déplétion du greffon ex vivo par manipulation du greffon ou in vivo par des thérapies telles que le sérum antilymphocytaire (SAL) ou l'alemtuzumab (anti-CD52) est le principal facteur de risque de PTLD. La survenue d'une GVH aiguë sévère, la disparité HLA entre le donneur et le receveur sont aussi des facteurs de risque. Le recours aux greffes alternatives haplo-identiques ou à partir de sang de cordon placentaire est associé à un risque élevé de PTLD . L'incidence du PTLD augmente de 1,1 %, 3,6 % ou 8 % en présence respectivement de 1, 2 ou 3 facteurs de risque. La prévention de la survenue d'un PTLD repose sur l'administration préemptive d'une thérapie antilymphocytaire B, le Rituximab lorsqu'une réplication EBV sanguine est objectivée. Toutefois, aucun seuil de charge virale sanguine universel n'a été retenu pour débuter ce traitement pré-emptif. Lors de mon stage d'internat à l'UTCT, le Professeur Danièle Bensoussan m'a donc confié le travail d'explorer l'intérêt de l'étude de la reconstitution immunitaire post-greffe anti-EBV par la technique ELISPOT-IFNγ. Brièvement, parmi 35 patients allogreffés de CSH au CHRU de Nancy, avec un monitoring hebdomadaire de la charge virale EBV sanguine, une étude quantitative et qualitative des LT ainsi que de la reconstitution immunitaire T spécifique de l'EBV a été menée concomitamment. Seulement 14 patients (35%) présentaient une réplication virale EBV significative (>1000copies) et seulement 2/14 (14%) ont nécessité un traitement pré-emptif par rituximab (réplication virale >10000 copies) (figure 22).

Figure 22 :

 22 Figure 22: suivi de la réplication EBV (charge virale) et Elispot chez 10 patients. Patients a et b ont été traité par rituximab. Le premier avec une charge virale EBV jusqu'à 194 200 cp/mL à J40, avec un résultat Elispot à J60 à 1880 et à J100 4330SFC/10 6 PBMC. Ce patient a reçu 2 injections hebdomadaires de rituximab 375 mg/m 2 avec une clearance totale de l'EBV. Pour le second patient, la charge virale atteint 64 000 cp/mL à J160 quand le résultat Elispot à J100 était à 430 et à J180 à 1440 SFC/10 6 PBMC. Patients c à i : patients avec une réplication EBV significative (>1000cp/mL) mais avec une clairance de l'EBV sans recours au rituximab.

Figure 23 :

 23 Figure 23 : incidence cumulée à 3 ans de la GVH chronique selon les groupes (traitement par SAL en pointillés et pas de SAL en trait plein)A. Incidence cumulée de toute GVH chronique, quelque soit le stade B. Incidence cumulée de la GVH chronique extensive

  toxicité de la greffe. Dans cet esprit d'investiguer l'intensité des conditionnements de greffe, le Professeur Rubio avait proposé un sujet de thèse de médecine visant à reprendre au sein de notre centre uniquement, les patients allogreffés de CSH après un conditionnement réduit tel que le FluBu2 comparativement à un conditionnement appelé TBF réduit (qui est un conditionnement FluBu2 avec adjonction d'une dose de Thiotepa 5mg/kg). Cette étude monocentrique rétrospective a concerné 88 patients, 49 patients allogreffés après un conditionnement FluBu2 et 39 après un conditionnement TBF. Cette étude s'est heurtée une fois de plus à des caractéristiques de population très différente dans les deux groupes en termes de caractéristiques de l'hémopathie, statut de la maladie à la greffe, risque de la maladie (calculé sur le score DRI 33 ) reflétant notre souhait d'intensifier le conditionnement lorsque nous jugions l'hémopathie à haut risque de rechute. De plus les caractéristiques de la greffe étaient différentes entre les deux groupes en termes de choix du donneur et prophylaxie de la GVH (tableau 1). L'analyse de notre cohorte a donc nécessité la réalisation d'un score de propension (tableau 1) pour réduire les différences entre les deux groupes. Cette étude a permis d'identifier que le groupe de patients allogreffés après un conditionnement TBF réduit avait une moins bonne OS en lien avec une TRM plus élevée en analyse univariée. En analyse multivariée, le fait de recevoir un conditionnement TBF et d'avoir une maladie hématologique à risque élevé selon le calcul du score DRI étaient associés à une moins bonne survie globale (tableau 2), et nous avons soumis tout récemment l'article au journal Transplantation.

  de l'administration d'injections de lymphocytes du donneur (DLI) La troisième étude rétrospective menée au sein de la SFGM-TC et par l'encadrement d'une thèse de médecine (Charles Guisnel, soutenance le 6 mai 2022, article en révision à Acta Haematologica) concerne les injections de lymphocytes du donneur (ou DLI pour Donor Lymphocyte Infusion). Les DLI visent à réduire le risque de rechute post greffe. Le rationnel est que le microenvironnement médullaire et/ou la cellule souche leucémique d'une hémopathie maligne serait capable de diminuer le nombre et la fonctionnalité des lymphocytes cytotoxiques anti-tumoraux du donneur infiltrant la moelle osseuse. Ainsi l'injection de lymphocytes du donneur frais, ou préalablement congelés au moment du don, apporterait régulièrement des lymphocytes non soumis à ce microenvironnement qui auraient la capacité de reconnaitre comme étrangères les cellules tumorales. Les injections de lymphocytes du donneur constituent une technique utilisée depuis les années 90 en stratégie dite « pre-emptive » c'est-à-dire lorsque l'on observe des marqueurs de rechute (chimérisme mixte et plus récemment sur le suivi de la maladie résiduelle ou MRD pour Minimal Residual Disease) ou après la rechute confirmée en traitement de rattrapage, en association ou non avec de la chimiothérapie. Puis les DLI ont été proposées pour la première fois en 1995 en stratégie « préventive » c'est-à-dire réalisées en post-greffe chez des patients indemnes de tout signe de rechute (chimérisme tout donneur, absence de maladie résiduelle détectable). Il s'agit d'une étude rétrospective sur registre qui se base sur les données de la Société Francophone de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire (SFGMTC), comprenant une base de données nationale de 3493 patients, ayant reçu une première allogreffe de CSH HLA-identique entre 2010 et 2016 pour un syndrome myélodysplasique ou une leucémie aiguë myéloïde. Parmi ces patients, ont été extraits les patients ayant reçus des DLI en stratégie préventive. Les critères d'inclusion étaient : avoir reçu au moins 1 DLI après la greffe et être en rémission de la maladie sous-jacente (SMD ou LAM), avec une MRD indétectable et/ou un chimérisme 100% donneur. Les critères d'exclusion étaient : avoir fait de la GVH de grade II à IV avant la première DLI et/ou avoir reçu des DLI pour une indication tierce (réactivation virale). Cinquante-six patients ont été sélectionnés pour le groupe « DLI preventive » et ont été appariés en 1 patient dans le groupe « DLI préventive » pour 3 patients dans le groupe contrôle sur les critères de : sans progression à 3 ans (3-year PFS), (respectivement 41.69%, IC 95% [23.19-74.96] versus 59.03%, IC 95% [ 49.37-70.58], p= 0.239).

L

  'épuisement lymphocytaire T (ou « exhaustion » LT) correspond à l'état du lymphocyte T en réponse à une stimulation antigénique persistante et est caractérisé par la perte de sa capacité de production cytokinique telles que l'IL-2, le TNF-α et l'IFN-γ, la perte de ses propriétés prolifératives et cytotoxiques. L'épuisement lymphocytaire T est lié à l'expression par le lymphocyte T activé des molécules PD-1, TIM-3, 2B4, CD160, BTLA et LAG-3. Le rôle de l'épuisement lymphocytaire T a été bien décrit dans les tumeurs solides mais les données dans le syndrome myélodysplasique sont plus restreintes. Récemment, il a été montré que l'apparition d'une population lymphocytaire épuisée phénotypiquement et fonctionnellement (LT PD-1high TIM-3+, moindre production d'IL-2, TNF-α et IFN-γ) était prédictive de la rechute post-greffe de la leucémie aiguë. Cette population lymphocytaire était autant CD4+ que CD8+ mémoire 38 . De plus, les patients en rechute d'une hémopathie maligne après allogreffe de CSH ont dans leur moelle osseuse une diminution en nombre de LT8 cytotoxiques infiltrant la moelle osseuse, et les LT8 qui persistent ont un phénotype épuisé 39 . L'apparition de LT « régulateurs » est aussi corrélée à la rechute d'une hémopathie myéloïde 40 . Ces lymphocytes régulateurs peuvent avoir un phénotype très particulier (LT4 CD25-CD69+) avec des propriétés immunosuppressives puissantes. L'émergence de MDSC a été observée pour la première fois en hématologie chez les receveurs d'allogreffe de CSH qui présentaient une GVH aiguë. Ces MDSC (HLA-DRlow / -CD14+) étaient dotées de propriétés suppressives in vitro par l'Indoleamine 2,3-deoxygenase ou IDO 23 . Plus récemment, certaines équipes ont décrit en post-greffe l'émergence des deux principaux sous-types de MDSC bien connus dans la littérature d'oncologie solide. Les MDSC monocytiques ou M-MDSC (HLA-DR-CD11b+ CD33+ CD14+) et les MDSC granulocytiques ou G-MDSC (HLA-DR-CD11b+ CD33+ CD15 + CD66b +) apparaissent dans les 3 premiers mois post-transplantation. Ces cellules régulent la prolifération des cellules T CD4+ et favorisent la déviation immune vers un profil de LT régulateurs 24 . Plus récemment, des études prospectives ont tenté d'identifier des corrélations entre les MDSC circulantes dans le sang post-greffe et le devenir des patients (survie globale (OS), mortalité sans rechute (NRM), survie sans événement (EFS) et GVH aiguë et chronique). Nous retiendrons que l'expansion précoce dans le sang des M-MDSC après allogreffe de CSH semble associée aux devenir post greffe des patients : incidence plus élevée d'infection, de rechute et impact contradictoire sur la GVH 25 26 . Deux limites majeures sont soulevées par ces études : les MDSC n'ont pas été étudiées au sein du microenvironnement tumoral qui est la moelle osseuse, et d'autre par les MDSC ont été décrites selon leur phénotype en cytométrie en flux, aucune vérification de leur propriété immunosuppressive n'a été réalisée. De plus, leur voie métabolique et leur signature transcriptomique n'ont pas été étudiées. Or, quelques études récentes montrent que les MDSC sont très plastiques dans leur fonction et peuvent perdre leurs propriétés immunosuppressives en fonction du contexte. Récemment, il a été démontré dans un modèle murin que leur propriété immunosuppressive pouvait disparaître en lien avec un niveau d'activation élevé de l'inflammasome 41,42 quelques jours après allogreffe de CSH. Notre hypothèse principale est que la présence de cellules myéloïdes immatures suppressives (MDSC) dans le microenvironnement médullaire est un facteur important dans l'échappement des cellules myélodysplasiques au contrôle du système immunitaire adaptatif représenté par les lymphocytes T. Ces MDSC seraient capables de réguler l'activation et la prolifération des lymphocytes T qui envahissent la moelle osseuse et de les orienter vers un profil régulateur. Par ailleurs, en post-allogreffe de CSH immédiat, le microenvironnement stromal médullaire déficient persistant du receveur, pourrait dans les premiers mois de la greffe induire des MDSC à partir des cellules myéloïdes du donneur qui colonisent la moelle osseuse du receveur. Ces MDSC rapidement apparues en post-allogreffe pourraient inhiber le système immunitaire adaptatif du donneur et ainsi favoriser la rechute précoce. Ce mécanisme expliquerait pourquoi les patients qui rechutent dans les premiers mois de la greffe sont les patients qui ne développent aucune allo-réactivité post-greffe. A contrario, dans certaines situations d'allogreffe (haplo-identique, conditionnement toxique avec relargage de signaux de dangers …) où le système immunitaire du donneur est capable de déclencher rapidement une allo-réactivité forte, les MDSC pourraient maturer vers un phénotype de monocytes matures inflammatoires totalement dépourvus de propriété immunorégulatrice. Ceci expliquerait que les patients atteints de GVH aiguë rechutent rarement dans les premiers mois de la greffe. Ainsi nous avons proposé une étude inter-régionale, prospective, translationnelle, avec comme objectif principal : étudier la relation entre la quantité de cellules myéloïdes suppressives (MDSC) présente dans le micro-environnement médullaire et/ou le sang périphérique et l'incidence de la rechute à deux ans post-greffe chez les patients atteints de leucémie aiguë ou myélodysplasie après allogreffe de CSH (figure 26). Les objectifs secondaires sont : 1. Etudier la relation entre la quantité de ces cellules régulatrices (MDSC, Tregs et certains phénotypes de lymphocytes T) et l'évolution clinique des patients à 2 ans post-greffe 2. Etudier la relation entre la quantité de cellules myéloïdes suppressives (MDSC) et celle d'autres populations cellulaires régulatrices telles que les lymphocytes T régulateurs (Tregs) ou l'apparition de lymphocytes T tolérants vis-à-vis des cellules tumorales (T « exhausted ») dans la moelle osseuse et dans le sang du receveur. 3. Définir les différents sous types phénotypiques de MDSC contenus dans le microenvironnement médullaire et dans le sang circulant de ces patients allogreffés ainsi que leurs propriétés immunosuppressives in vitro vis-à-vis des lymphocytes T. Les patients de la cohorte sont actuellement inclus dans l'inter-région par l'unité de greffe où ils bénéficient de leur suivi clinique (les informations cliniques sont collectées et anonymisées au fur et mesure du suivi). Le suivi des patients (clinique et biologique), nécessite des cellules fraîches issues des prélèvements de moelle osseuse et de sang) pendant 1 an, et se fait en consultation pré-greffe, à un mois (M1), M3, M6 et M12 post-greffe. Au-delà d'un an, seul le suivi clinique se poursuit jusqu'à 2 ans post-greffe avec le recueil des données : rechute, survie, GVH, toxicité liée à la greffe. Les prélèvements biologiques de sang et moelle permettent: -caractérisation des cellules régulatrices (technique de cytométrie en flux), et corrélation entre elles : *MDSC: CD34, Lin, HLA-DR, CD33, CD11b, CD14, CD15 *Tregs: CD3, CD4, CD25, CD127, Foxp3 *T « exhausted » : CD3, C4, CD8, CD45RA, CD95, CCR7, PD-1, TIM-3, 2B4, BTLA, CD160, LAG-3). -étude de leurs propriétés régulatrices (tri des MDSC et des LT, que pour les prélèvements riches en cellules). Les LT triés, activés mis en co-culture avec les MDSC triées pour analyser les propriétés régulatrices des MDSC sur les LT. Pour certaines cultures, adjonction d'inhibiteurs de mécanismes régulateurs des MDSC.

Figure 26 :

 26 Figure 26 : protocole inter-régional prospectif d'études de patients atteints de SMD, allogreffés de CSH et les mécanismes d'échappement au contrôle du système immunitaire (protocole EVADE).

  d'abord, elle a démontré que les CSM-MO sénescentes réalisent des transferts de mitochondries avec leur microenvironnement via des nanotubes 55 . Il a été décrit dans la littérature que les blastes myéloïdes peuvent recevoir un transfert de mitochondries à partir des CSM-MO 56 , et l'incorporation de ces mitochondries dans les cellules blastiques augmenterait leur chimiorésistance 57 . Le transfert mitochondrial est une voie de recherche intéressante à explorer car il est augmenté en présence de ROS (élevé dans la moelle osseuse de SMD) et il est à ce jour très peu exploré dans les SMD. Nous émettons l'hypothèse que ces transferts pourraient favoriser l'émergence d'un microenvironnement tolérant. En effet, des études récentes ont montré que les transferts de mitochondries favorisent la différenciation des cellules T CD4+ en cellule régulatrices T CD4+CD25+ (Tregs) en augmentant le taux de consommation d'oxygène des cellules T pour la respiration basale et la production d'ATP 58 . Une autre piste est que les CSM-MO sénescentes surexpriment le CD157 à leur surface (Targa et al. soumis). CD157 est une glycoprotéine de surface cellulaire à ancrage GPI qui catalyse l'hydrolyse du NAD+ et agit comme un composant du complexe récepteur d'adhésion de l'intégrine. Il a été montré que le CD157 peut se lier au CD11b (exprimé à la surface des cellules myéloïdes) et ainsi pourrait induire une mobilisation intracellulaire de Ca2+. Toutes ces observations réalisées dans les CSM-MO sénescentes doivent à notre sens être investiguer pour comprendre comment elles façonnent, modifient le microenvironnement immunitaire médullaire dans les SMD.

Figure 27 :

 27 Figure 27 : Etude des interactions CSM de moelle osseuse et cellules hématopoïétiques. 1 /Les cultures de CSM-MO (de patients SMD ou contrôle) sont réalisées avec les CD34+ (de patients SMD ou contrôle). Après 7 jours en SCF, TPO, FLT-3L, G-CSF, les cellules myéloïdes sont caractérisées. Les mécanismes supposés (senescence, inflammation, ROS production) seront inhibés. 2.Pour mimer le microenvironnement, une membrane de collagène (+/-hydrogel) permettra une co-culture en 3D dans des conditions d'hypoxie. Ces cultures permettront d'observer les contacts cellulaires entre CSM sénescentes (CD157+ CD45-) et les cellules myéloïdes (CD45+CD33+ +/-ASCspeck).

Figure 28 :

 28 Figure 28: Stratégie d'analyse dans le laboratoire des 3 sous-types de MDSC en Cytométrie en flux dans la fraction CD34-: M-MDSC : HLA-DR low Lineage-CD33+ CD11b+ CD14+ CD15-, G-MDSC : HLA-DR low Lineage -CD33+ CD11b+ CD14+ CD15+, P-MDSC : HLA-DR low Lineage -CD33+ CD11b+ CD14-CD15-.
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					1/ Une revue de la littérature 1 :	M.D'Aveni : 1 er
					Front Immunol. 2020 May 22;11:989.	A.Bertrand : 2 ème
	de stage Océane Blaise	Master 1	Mars à mai	-validation du diplôme de M1 mention TB
	2022 Février à aout 2021 Allan Bertrand Thèse d'université Oct 2020 à Directrice de stage Julie Rayet Licence professionnelle Co-direction (ACT) 2023	-validation diplôme avec mention TB -Maturation de Brevet 2/ Article original Necker Travail en cours d'une collaboration avec Dr Flora ZAVALA Front Immunol. 2021 Feb 12;11:607180 fruit	M.D'Aveni : 1 er M.D'Aveni porteur principal (80%) A.Bertrand : 3 ème
	Co-direction (ACT) Co-directrice de Co-direction (ACT) stage Directrice de stage Fatouma Thomas Moulinet Anne-Béatrice Anne-Béatrice Notarantonio Notarantonio Salem Co-directrice Fatouma Salem Co-directrice Guillemette	Thèse d'université PHU (mi-Master 2 Janv-juin temps) Thèse d'université Nov 2017-2021 2017 Master 2 Janv-juin 2017 Master 1 Mars-avril 2016 Master 2 Janv-juin	Travail en cours Obtention du diplôme mention B. -soutenance thèse le 25/11/21, mention TB Obtention du diplôme mention AB félicitations du jury -Publications 1/ Une revue de la littérature 1 : Front Immunol. 2020 May 22;11:989. Validation Obtention du diplôme mention B	M.D'Aveni : 1 er auteur AB Notarantonio : co-1er
		Fouquet		2014	2/ Articles originaux 2 Front Immunol. 2021 Feb 12;11:607180 fruit Article original 4 Front Immunol. 2020 Dec 23;11:607175	M.D'Aveni : 1 er M.D'Aveni : 1 er auteur AB.Notarantonio : 2 ème G.Fouquet : 8 ème
					d'une collaboration avec Dr Flora ZAVALA
					Necker
					+
					Un article en préparation, soumission prévue à	AB Notarantonio : 1 er
					Leukemia	M.D'Aveni : dernier
					auteur
					3/Prix de la meilleure communication orale	AB Notarantonio : 1 er
					FILO 2020	M.D'Aveni : dernier
					auteur
					4/Brevet (SATT Sayens) e-MDSC	M.D'Aveni porteur
					principal (80%)
	Co-direction	Cécile Pochon	Thèse d'université PHU (mi-	-soutenance thèse 14/09/2022
	(ACT)			temps)	-Publications
					1/ Une revue de la littérature 3 :	C.Pochon : 1 er
					J Cell Mol Med . 2022 Jan 28.	M.D'Aveni : dernier
					auteur
					2/ Article original
					Un article en préparation, avec soumission	C.Pochon : 1 er
					Blood	M.D'Aveni : dernier
					auteur
					3/Prix de la meilleure communication orale	C.Pochon : 1 er
					SFGM-TC 2018	M.D'Aveni : dernier
					auteur
					4/Transfert vers la recherche clinique
					Obtention de 2 PHRC-I en 2020 : un PHRC-I
					(porteur C.Pochon) sur les cellules stromales
					mésenchymateuses dans le COVID 19
					(COVID-CSM »)
					et obtention d'un PHRC-I (porteur
					M.D'Aveni) sur les cellules stromales
					mésenchymateuses dans la GVH (« HAPLO-
					GEL »)
	Directrice de stage Allan Bertrand Master 2	Janvier-juin	Obtention du diplôme avec mention B.

2 Encadrement d'étudiants en médecine 3 ème cycle

  

	Encadrement	Etudiant	Niveau	Temps	Valorisation	Position dans les co-auteurs
	Co-directrice	Esther Hazane	Thèse de	2021-2022	Communication orale à l'ASCO 8/12/2021	
		Leroyer	médecine		Soutenance prévue en avril 2023	
					Article original en préparation	
	Directrice	Claire	Thèse de	2021-2022	Soutenance le 3 octobre 2022	C.Michel : 1 er auteur
		Michel	médecine		Article soumis à Bone Marrow	M.D'Aveni : dernier auteur
					Transplantation	
	Directrice	Charles	Thèse de	2021-2022	Soutenance le 6 mai 2022	C.Guisnel : 1 er auteur
		Guisnel	médecine		Article soumis à Acta Haematologica, en	M.D'Aveni : dernier auteur
					révision	
	Co-encadrement	Emma	Thèse de	2019-2020	Soutenance en octobre 2020, doctorat	E.Verstraete : 1 er auteur
		Verstraete	médecine		obtenu avec mention TB et félicitations du	M.D'Aveni : dernier auteur
					jury	
					Article soumis à Transplantation	
	Directrice	Arnaud	Thèse de	2015-2016	Soutenance en octobre 2016, doctorat	A.Campidelli : 1 er auteur
		Campidelli	médecine		obtenu avec mention TB et félicitations du	M.D'Aveni : dernier auteur
					jury	
					Article original publié 5 :	
					Clin Lymphoma Myeloma Leuk. 2021 Jul	
					31:S2152-2650(21)00310-4	
	Encadrement de	Laurence	4 ème année	2021	Article publié	L.Schenone: 1er auteur
	stage	Schenone			World journal of clinical case 2022	M.D'Aveni: dernier auteur
	Co-encadrement	Arnaud	4 ème année	2016	Article original publié 6 :	A.Campidelli: 1er auteur
	de stage	Camplidelli			Cytotherapy. 2018 Feb 26	M.D'Aveni: avant dernier
	Encadrement de	Marion	3 ème année	2017	Article original publié :	
	stage	Divoux				

J Med Case Rep. 2018 Jun 12;12(1):164 M.D'Aveni: 1er auteur M.Divoux: 2ème auteur

CI) p-value* Univariate analysis RIC-TBF versus FluBu2 4.5 (1.1-18.7) 0.04 Multivariate analysis

  Tableau 1. Caractéristiques de la population étudiée avant et après score de propension ,81], p= 0,082) et une tendance pour une incidence cumulée de rechute plus élevée], p= 0,078). Ce travail vient de faire l'objet d'une soumission dans le journal Bone Marrow Transplantation.

	[0,94-2								
			Total		Flu-Bu2			RIC-TBF	P-value	P-value
			N=88		N=49			N=39		before	after
					(55,1%)			(44,9%)	adjustment	adjustment
		N	%/median	SD N	%/moy SD	N	%/median	SD	p**	p***
	Interval from diagnosis to SCT (months)						0,0398	0,8884
		88	26.2	35 49	18.6	25	39	35.7	44
	Hematological disease							0,0002	0,8287
	AML/ALL/MDS	50	56.8	37	75.5		13	33.3	
	MPD/ MDS-MPD	22	25.0	2	4.1		20	51.3	
	Lymphoid	16	18.2	10	20.4		6	15.4	
	disorders								
	Disease status at transplant							<0,0001	0,9492
	CR	56	63,6	43	87.8		13	33.3	
	PR	7	8.0	3	6.1		4	10.3	
	SD	21	23.9	2	4.1		19	48.7	
	Active disease	4	4.5	1	2.0		3	7.7	
	Disease Risk index (DRI)							0,0136	0,9377
	Low	11	12.5	9	18.4		2	5.1	
	Intermediate	50	56.8	21	42.9		29	74.4	
	High/very high	27	30.7	19	38.8		8	20.5	
	Donor type								0,0680	0,9960
	MSD	20	22.7	11	22.4		9	23.1	
	MUD	53	60.2	36	73.5		17	43.6	
	MMUD	4	4.5	2	4.1		2	5.1	
	Haplo	11	12.5	0	0.0		11	28.2	
	GVHD prophylaxis with Anti-Metabolite						0,0145	0,7383
		74	84.1	36	73.5		38	97.4	
	Tableau 2. Analyse multivariée de la survie globale				
	OS		HR (95% Age at SCT $ 1.3 (0.7-2.1)	0.4
			DRI (high/very high)		3.7 (1.3-10.4)	0.01
			CMV seropositivity in recipient		1.8 (0.8-4.2)	0.16
			In vivo T cell depletion (ATG)		9.2 (0.4-208.1)	0.16
			Disease status (not in CR)		1.7 (0.4-7.8)	0.52
			RIC-TBF versus FluBu2		4.7 (1.1-21.01)	0.04

syndromes myélodysplasiques (SMD) 3.2.5.1 Protocole prospectif sur les mécanismes de rechute des SMD après allogreffe de CSH Depuis

  plusieurs années, je prends en charge aussi les patients atteints de syndromes myélodysplasiques et depuis quatre ans je me suis impliquée au sein du Groupe Francophone des Myélodysplasie (GFM). Il nous est apparu important de développer ma propre thématique de recherche clinique en tant qu'investigateur principal. Ainsi, le premier protocole de recherche clinique prospectif que j'ai construit, a intéressé les SMD dans le contexte de l'allogreffe de CSH, projet multicentrique inter-régional (Nancy, Strasbourg, Besançon). Il s'agit d'une immunothérapie puissante qui suggère que le système immunitaire joue un rôle majeur dans le contrôle de l'évolution du SMD. L'effet anti-tumoral d'une allogreffe (appelé effet du Greffon contre la Tumeur ou GVT) est véhiculé par l'effet immunologique des lymphocytes du donneur contre les cellules myélodysplasiques du receveur. Cet effet GVT est souvent associé au développement d'une maladie du greffon contre l'hôte (GVH), au cours de laquelle les lymphocytes T (LT) du donneur attaquent les organes sains du receveur tels que la peau, le tube digestif et le foie. Toutefois, la rechute du

	J'ai donc proposé un projet exploratoire qui permette d'explorer, pourquoi certains patients rechutent de leur SMD malgré une allogreffe de CSH (Appel à Projet Jeune Chercheur du GIRCI-Est, APJ 2019, 50000€, promoteur CHRU de Nancy, investigateur principal coordonnateur M.D'Aveni, protocole EVADE, multicentrique, CPP Sud-Ouest et Outre-Mer : Avis favorable le 06/06/2019, ANSM : Autorisation le 09/05/2019, N°ID-RCB : 2019-A00842-55). avant 60 ans 34 . Les SMD sont très hétérogènes puisqu'une partie des patients évoluera lentement vers des cytopénies croissantes, 30% des patients évolueront vers une leucémie aiguë myéloïde dont le pronostic est effroyable 35 et 10% des patients développeront des maladies auto-immunes associées. L'essor de la biologie moléculaire a permis l'exploration des SMD essentiellement sous l'angle du « mutatome » (ensemble de mutations somatiques de gènes codant pour : les protéines de transcription, la régulation épigénétique (méthylation, compaction chromatine), l'épissage, la ségrégation de chromosome) 36 . Pourtant, une des autres voies de recherche intéressantes pour de nouvelles pistes thérapeutiques est l'exploration des anomalies du microenvironnement médullaire avec l'émergence d'un système immunitaire régulateur, incapable d'éliminer ces cellules pré-cancéreuses. Pour explorer le microenvironnement médullaire des patients et comprendre l'échappement tumoral au contrôle du système immunitaire, il semble intéressant de l'étudier au moment du diagnostic mais aussi au cours d'une thérapeutique curative. Or, à l'heure actuelle, le seul traitement potentiellement curateur des SMD est l'allogreffe de cellules souches rechute reste sombre avec moins de 5% de survie à 5 ans et une médiane de survie de 3 à 6 mois. La rechute est vraisemblablement liée à une inefficacité du système immunitaire du donneur à éradiquer les cellules tumorales résiduelles, souvent corrélée à l'absence de GVH, comme si le système immunitaire du donneur était devenu rapidement tolérant chez son nouvel hôte 37 . Plusieurs études récentes s'intéressent à établir des corrélations entre l'apparition en grand nombre de certaines cellules de l'immunité et la rechute post-greffe des hémopathies malignes (syndrome myélodysplasique, leucémie aiguë) suggérant un rôle important du système immunitaire dans le contrôle et la guérison de l'hémopathie. L'émergence de lymphocytes T de phénotype « épuisé », l'amplification de lymphocytes T régulateurs et la présence de hématopoïétiques (CSH). SMD survient chez environ 30 à 40% des patients allogreffés. Le pronostic de ces patients en cellules MDSC sont les principales cellules corrélées à la rechute.

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont des hémopathies clonales acquises de la cellule souche hématopoïétique médullaire, avec prolifération excessive de progéniteurs myéloïdes qui se différencient de manière anormale (= dysmyélopoïèse). L'apoptose excessive des précurseurs aboutit à un défaut de production et à des cytopénies périphériques (= hématopoïèse inefficace). L'incidence de cette hémopathie augmente avec l'âge et avoisine l'incidence de la leucémie aiguë myéloïde

Implication dans les protocoles prospectifs cliniques du GFM investiguant les SMD Mon

  Le Docteur ThomasMoulinet (actuellement PHU) mène actuellement une thèse d'université au laboratoire de recherche, sur le lupus érythémateux disséminé. Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune, chronique et invalidante. Cette maladie affecte environ 1 personne pour 1000 (soit 60000 personnes en France) majoritairement les femmes (9 femmes/1 homme) jeunes entre 15 ans et 45 ans. La physiopathologie est complexe impliquant des activité de recherche clinique, initialement centrée sur l'allogreffe de CSH, s'est donc progressivement élargie à la prise en charge des SMD. Mon implication croissante dans la prise en charge des patients atteints de SMD, m'a conduit à participer en tant que coinvestigateur dans de nombreux protocoles de recherche clinique avec le Dr Agnès Guerci, investigateur principal (protocoles de recherche académique coordonnés par le GFM et protocoles de recherche industrielle). Depuis novembre 2021, c'est au sein d'une collaboration forte avec l'équipe du Pr Pierre Fenaux à l'hôpital Saint Louis, président du GFM, que je m'implique de plus en plus dans la recherche clinique dans les SMD.

	3.2.5.2.
	facteurs génétiques, environnementaux et hormonaux, conduisant à une rupture de tolérance
	(un déséquilibre entre cellules immunitaires régulatrices et cellules effectrices). Parmi les
	cellules régulatrices, les cellules myéloïdes suppressives (ou MDSC) sont décrites
	constamment dans la littérature comme augmentées au cours du LES, et a fortiori en cas de
	LES actif. Elles peuvent avoir un phénotype hétérogène : toujours HLA-DR-, Lin-, CD33+,
	CD11b+, elles sont parfois monocytaire CD14+ parfois granulocytaire CD15+ ou parfois
	immatures CD14-CD15-. Par ailleurs, les propriétés immunosuppressives des MDSCs sont
	discordantes : certaines études objectivent un maintien de leurs capacités suppressives, alors
	que d'autres objectivent l'acquisition d'un phénotype pro-inflammatoire avec induction de
	lymphocytes Th17.
	Le lupus est une maladie chronique évoluant par poussées. La maladie et la prise de
	traitements au long cours ont des conséquences sur la vie quotidienne. Le traitement doit être
	réduit progressivement pour maintenir une immunosuppression prolongée minimum pour
	limiter les effets secondaires à long terme mais suffisante pour prévenir la future poussée ainsi
	que les séquelles définitives. Actuellement, le traitement de fond repose sur l'utilisation de
	médicaments aux propriétés anti-inflammatoires permettant un contrôle de la maladie au long
	cours et de prévenir la rechute. Malgré des années de recherche sur le système immunitaire
	dérégulé dans le LES, il n'existe pas de traitement curatif du Lupus Érythémateux
	Systémique, ni de test biologique permettant de prédire les poussées. Nous avons émis
	l'hypothèse que la présence de MDSC dans le sang des patients atteints de LES puisse être
	associée à l'activité de la maladie.
	Nous avons donc proposé une étude translationnelle adossée au laboratoire de recherche
	IMoPA avec l'exploration identique des MDSC sur les expérimentations déjà maitrisées
	(phénotype, propriétés fonctionnelles, métabolisme, transcriptomique…). Nous avons proposé
	cette collaboration pour évaluer le rôle des MDSC dans le LES en étudiant plus précisément
	leur immunophénotype et immunométabolisme de façon prospective sur cellules fraîches à
	l'aide de la technique de cytométrie multiparamétrique.

  associées à l'inflammation chronique ou au stress 48 . Ces dernières années, de nombreuses preuves soutiennent un rôle clé des MDSC dans les SMD. Par conséquent, le ciblage de ces cellules peut représenter une opportunité thérapeutique

	APHM, Institut Paoli Calmette, Pr Didier Blaise et Dr Raynier Devillier 5. PROJET DE RECHERCHE
	CHU de Nantes, Dr Patrice Chevallier
	CHU d'Angers, Dr Sylvie François, 5.1 Projet de recherche fondamentale
	CHU de Toulouse, Dr Anne Huynh, Au cours de mon doctorat j'ai travaillé sur les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) dans intéressante.
	CHU de Montpellier, Hôpital Saint Eloi, Dr Patrice Ceballos. un contexte d'hématopoïèse pro-inflammatoire (mobilisation par du G-CSF). Par la suite, j'ai 5.1.1 Projet scientifique à court terme
	Hôpital Saint-Luc, Bruxelles, Belgique, Dr Xavier Poire. pu m'intégrer dans l'équipe de recherche CNRS 7365 adossée au service d'hématologie Tout d'abord, nous proposons d'explorer la niche hématopoïétique et notamment les
	Hôpital UZ Leuven, Louvain, Belgique, Dr Johan Maertens. clinique sur la thématique des cellules immunorégulatrices permettant de contrôler la réaction interactions possibles entre les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse
	CHU de Caen, Hôpital Côte de Nacre, Caen, Dr Sylvain Chantepie. du greffon contre l'hôte (GVH). J'ai ainsi co-dirigé 2 thèses avec le Pr Marie-Thérèse Rubio, (CSM-MO) et les cellules hématopoïétiques myéloïdes et notamment comment les CSM
	CHU de Tour, Dr Alban Villate. l'une sur les MDSC (ma thématique d'expertise) et l'autre sur les CSM-GW (thématique pourraient contribuer à l'émergence de cellules myéloïdes avec des propriétés
	CHU d'Amiens, Dr Amandine Charbonnier d'expertise du laboratoire) dans la régulation de l'alloréactivité, et ceci en lien avec mon immunorégulatrices.
	CHU de Rouen, Dr Nathalie Contentin. -Les centres de greffe européens de l'EBMT et en particulier Dr Myriam Labopin, Pr Arnon activité clinique principalement sur l'allogreffe de CSH. En effet, les CSM-MO sénescentes peuvent induire un stress génotoxique cellulaire
	Nagler, Dr Bipin Savani de l' « Acute Leukemia Working Party » de l'EBMT, EBMT data extrinsèque indispensable à l'émergence de MDSC 49 . La niche mésenchymateuse a d'abord été
	office, Hôpital Saint Antoine, Paris démontrée chez la souris comme étant impliquée dans la transformation maligne via la
	-Les centres d'hématologie du GFM, en particulier signalisation p53-S100A8/9-TLR4
	APHP, hôpital Saint Louis, service du Pr Pierre Fenaux, Pr Lionel Adès et Dr Marie Sébert
	CHU de Grenoble, Pr Sophie Park
	Oncopôle de Toulouse, Dr Thibault Comont
	Les travaux de recherche clinique et clinico-biologique ont été réalisés grâce aux -Groupe MINHEMON, mené par le Pr Arsène Mekinian, Manifestations associées aux
	collaborations suivantes : hémopathies et cancers « Club Médecine Interne Hemato et Onco », et interaction avec le
	-Unité de méthodologie du Pr Nathalie Thilly, Data-management and Statistics (UMDS), service de médecine interne du Pr Roland Jaussaud (et particulièrement le Dr Thomas
	CHRU de Nancy et particulièrement le Dr Cédric Baumann. Moulinet).
	-Unité de Thérapie Cellulaire et Tissulaire, Pr Danièle Bensoussan et ses collaboration avec
	le Pr Tobias Feuchtinger (Mïnich, Allemagne) pour son expertise dans la production de CTL
	anti-virus. Avec une population vieillissante croissante, il existe un besoin imminent de développer de
	-Les centres de greffes de la SFGM-TC, en particulier : nouvelles stratégies thérapeutiques dans les SMD 44 . Les facteurs génétiques, et épigénétiques
	APHP, Hôpital Saint-Louis (Dr Marie Robin), Hôpital de la Pitié Saplêtrière (Pr Stéphanie ont largement été décrits comme impliqués dans l'évolution des SMD. Les mutations
	Nguyen), Hôpital Saint Antoine (Pr Mohamad Mohty) somatiques sont apparues comme des marqueurs précieux pour définir les groupes à risque de
	CHU de Lyon, Dr Hélène Labussière progression et comme candidats pour des approches thérapeutiques ciblées 45 . Mais de toute
	CHU de Bordeaux, Hôpital Haut-Levêque, Dr Edouard Forcade évidence, une autre voie de recherche prometteuse est le microenvironnement médullaire
	CHU de Besançon, Dr Etienne Daguindau immunitaire 46 , avec une proportion accrue de cellules T épuisées et/ou régulatrices, et une
	CHU de Strasbourg, Dr Bruno Lioure,
	CHU de Lille, Pr Ibrahim Yakoub-Agha
	CHU de Grenoble, Dr Claude-Eric Bulabois

Depuis ma prise de fonction en tant que CCU-AH puis MCU-PH, je prends en charge aussi les patients atteints de syndromes myélodysplasiques et depuis peu je me suis impliquée au sein du Groupe Francophone des Myélodysplasie. Il nous est apparu important de développer ma propre thématique au sein du laboratoire. Celle-ci s'oriente vers l'étude du microenvironnement médullaire dans les syndromes myélodysplasiques. Des demandes de financements sont en cours. Ce projet réuni mon domaine d'expertise (MDSC) mais aussi l'expertise des Dr Natalia De Isla (MCU à la faculté de médecine, Université de Lorraine) sur les cellules stromales mésenchymateuses et leur sénescence et du Dr David Moulin (CR à la faculté de médecine, Université de Lorraine) sur le métabolisme cellulaire, tous deux travaillant dans le laboratoire CNRS 7365 et avec qui je travaille déjà en étroite collaboration. L'incidence des SMD, le risque d'évolution vers une LAM et la faible réponse globale aux traitements classiques (tels que les agents hypométhylants) augmentent fortement avec l'âge 43 . proportion accrue de cellules suppressives dérivées des myéloïdes (MDSC) qui pourraient favoriser la progression du SMD par évasion au contrôle immunitaire 47 . Les MDSC ne sont pas présentes à l'état d'équilibre chez les individus sains et apparaissent dans le cancer et les conditions pathologiques 50 . Depuis cette description, de nombreuses études chez des patients atteints de SMD ont démontré que les BM-MSC sont structurellement, épigénétiquement et fonctionnellement altérées, avec une sénescence prématurée 51 . De plus, lorsque des cellules progénitrices et souches hématopoïétiques HSPC saines sont cultivées sur une monocouche de cellules stromales mésenchymateuses issues de la moelle osseuse de patients myélodysplasiques, on observe une différenciation des cellules hématopoïétiques vers des cellules dysplasiques et les monocytes acquièrent des propriétés phénotypiques et immunosuppressives répondant à la définition de MDSC 52 . Le Dr De Isla explore la sénescence des CSM-MO depuis plusieurs années dans le laboratoire CNRS 7365 53,54 . Tout

Au total, 269 patients ont été inclus, dont 220 patients ayant reçu une greffe de donneur HLAidentique (79 de donneur apparenté et 141 de donneur sur registre) et 49 ayant reçu une greffe de donneur haploidentique. L'âge médian à la greffe était légèrement plus élevé dans le groupe haploidentique à 64,9 ans(32,86-73.68) contre 61,87 ans (28,35-74,45) dans le groupe HLA-identique (p=0,037). Il n'y avait pas de différence significative dans les caractéristiques initiales du SMD, selon la classification OMS (p=0,498), le score IPSS (p=0,570) ou le score IPSS-R (p=0,389). Chaque groupe avait reçu un nombre de lignes de traitement pré-greffe comparable (p=0,886). En revanche, et comme attendu, la source du greffon, le type de conditionnement, le type de déplétion lymphocytaire T et la prophylaxie de la GVH étaient différentes selon le type de donneur choisi (p<0,001), en rapport avec des plateformes de greffe incluant conditionnement et prophylaxie du rejet et de la GVH différentes dans le groupe haplo-identique.En analyse univariée, l'OS était statistiquement supérieure dans le groupe HLA-compatible par rapport au groupe HID(43,13%, 95% CI [36,46]) versus (21.98%, 95% CI[11,77- 41,05], p=0.009). Cette différence peut être expliquée par une PFS statistiquement plus élevée dans le groupe) par rapport au groupe HID(18.25%,), p=0.021). La TRM était comparable entre les deux groupes, ainsi que l'incidence cumulée de GVH et la GRFS. Il est à noter un excès de rejet du greffon dans le groupe haplo-identique (6,12% versus 1,82%), mais non significative (p=0,282) En analyse multivariée, le seul facteur pronostic qui semblait pouvoir impacter l'OS était le donneur haplo-identique avec une tendance à un risque de mortalité plus élevé (sdHR = 1,63
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Plus récemment, j'ai pu conduire une deuxième étude multicentrique rétrospective au sein de la SFGM-TC (encadrement de la thèse de médecine de Claire Michel, soutenue le 3/10/2022) en proposant de comparer le devenir post-greffe des patients adultes atteints de syndrome myélodysplasique comportant des critères de haut risque cytogénétique (caryotype complexe à très complexe, monosomie 7, anomalies du 3 ou mutation EVI1) selon le type de donneur, HLA 10/10 ou haplo-identique (HID).