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PCE :

8-MOP :

CTCL:
GvVvHD :

aGvHD :
cGVvHD :

PUVA :

PBMCs :
moDCs :

APCs :
DC:
pDC :
mDC :
CSH :
MHC :
mHA :

CTL:
NK :
LT:
LTreg :
iTreg :

SlanDC :

MDSC :
MF :
SS:
CIA:
CFA:
Cll:
EAE :
CHS:

DAMPs :

CRT:

HMGB1 :

PDT:
RE :

Table des Abréviations

PhotoChimiothérapie Extracorporelle

8-Méthoxypsoraléne

Lymphome Cutané a cellules T

Graft-versus-Host Disease

GvHD aigue

GvHD chronique

Psoraléne + UV-A

Peripheral Blood Mononuclear Cells/ Cellules mononucléées
monocyte derived Dendritic Cells

Antigen presenting cells/ Cellules présentatrices d’antigénes
Dendritic cells / Cellules dendritiques

plasmacytoid Dendritic Cells/ Cellule dendritique plasmacytoide
myeloid Dendritic Cell/ cellule dendritique myéloide

Cellule Souche Hématopoiétique

Major Histocompatybility Complex/ Complexe majeur d’histocompatibilité
minor Histocompatibility Antigen/ Antigéne mineur d’histocompatibilité
Interleukine

Cytotoxic T lymphocyte/ Lymphocyte T cytotoxique

Natural killer

Lymphocyte T

Lymphocyte T régulateur

Lymphocyte T régulateur induit

6-SulfoLacNac dendritic cell

Myeloid-derived suppressor cell/ cellule myéloide suppressive
Mycosis fongoide

Syndrome de Sézary

Collagen induced arthritis

Complete Freund adjuvant/ Adjuvant complet de Freund
Collagen bovin de type 2

Experimental autoimmune encephalomyelitis

Hypersensibilité de contact

Damage-associated molecular patterns

Calréticuline

High mobility group box 1

Photodynamic therapy/ Thérapie photodynamique

Réticulum Endoplasmique
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l. La Photochimiothérapie Extracorporelle

A. Un peu d’histoire

La photothérapie est utilisée depuis de trés nombreuses années. Les égyptiens, le long du Nil
ingéraient les feuilles d’une plante appartenant a la famille des Apiacées, I’Ammi majus, pour ensuite
s’exposer au soleil. Cette technique était utilisée afin de traiter le vitiligo (maladie auto-immune
responsable d’'une dépigmentation de la peau). A cette époque, ils étaient déja conscients que

I’association de cette plante et de la lumiere était essentielle au bon fonctionnement de ce traitement

(1).

Figure 1. L’Amni majus, plante d’ol a été extrait le 8-méthoxypsoraléne

En 1948, Fahmy réussit a purifier et caractériser le principe actif de '’Ammi majus, le 8-
méthoxypsoralene (8-MOP) (2). Cette molécule sera ensuite utilisée par Parrish, pour le
développement du traitement PUVA (ingestion de méthoxaléne + exposition a une lumiére de haute
longueur d’onde, UV-A (320-340nm) comme thérapie contre le psoriasis (3). Le 8-MOP était ingéré par
les patients et les zones a traiter étaient exposées aux UV-A 1 a 2h aprés.

C'est en 1987 que R. Edelson développe la photochimiothérapie extracorporelle « moderne »,
dans le traitement de la forme avancée du lymphome cutané a cellules T, le syndrome de Sézary (4).
Dans ce contexte de photochimiothérapie, le 8-MOP est administré par voie orale. Deux heures plus
tard, les cellules mononucléées sont prélevées par cytaphérese et irradiées aux UV-A. Les données
cliniqgues montraient cependant que les patients développaient des effets secondaires liés a I'ingestion
du 8-MOP, au niveau oculaire et intestinal (nausée, vomissement), ainsi qu’une certaine
photosensibilité. De plus, la variabilité d’absorption gastrointestinale provoquait des variations quant
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a la concentration sanguine de 8-MOP et donc une différence quant a sa pharmacocinétique ; un suivi
des fonctions hépatiques était également nécessaire puisque le 8-MOP est métabolisé par le foie (5).

Ce n’est qu’en 1992 que le 8-MOP commence a étre injecté directement dans la poche de
cellules mononucléées préalablement prélevées par leucaphérése. La poche est ensuite irradiée aux
UV-A et les cellules réinjectées par voie intraveineuse au patient, évitant ainsi les différents effets
secondaires liés a l'ingestion du 8-MOP et a [lirradiation directe du patient, c’est la
Photochimiothérapie extracorporelle telle qu’on la connait aujourd’hui (6-8). La thérapie PUVA,
d’irradiation directe de la peau aprés ingestion de 8-MOP, reste aujourd’hui utilisée pour le traitement
de certaines maladies de la peau, telle que le psoriasis ou encore les formes exclusivement cutanées
du CTCL.

La PCE a été approuvée pour le traitement du CTCL, par la US Food and Drug Administration
(FDA), en 1988. Depuis, elle est utilisée dans le monde entier, pour le traitement de nombreuses
pathologies (que nous verrons dans les chapitres a venir) selon deux types de procédure, qui se
définissent par I'appareillage utilisé :

= Le systeme en ligne (online) qui comprend un appareil unique réalisant la
séparation cellulaire, I'injection de 8-MOP, l'irradiation ainsi que la réinjection
(THERAKOS™ CELLEX™, Johnson & Johnson company). Ce systeme est le seul
approuvé par la FDA, aux Etats Unis, puisqu’il limite les risques d’erreur et
d’infection.

= Le systéme dissocié (off-line), ol la séparation cellulaire et I'irradiation se font
dans deux appareils différents (9). Ce systéme est beaucoup utilisé en France.

B. La PCE

La Photochimiothérapie extracorporelle (PCE) telle qu’utilisée actuellement est une
immunothérapie autologue basée sur la réinjection de cellules photochimiquement modifiées. Elle
consiste a prélever par aphérése les cellules mononucléées (PBMCs) d’un patient, les mettre en
présence d’un agent photosensibilisant, le 8-methoxypsoraléne (8-MOP), les irradier par
rayonnement UV-A (320-400nm) (2J/cm?) pour ensuite les réinjecter par voie intraveineuse au
patient (10). Les travaux de Just et al. ont montré grace au marquage a I'indium des cellules, qu’apres
traitement PCE, les PBMCs s’accumulaient rapidement au niveau de la rate et du foie (11).

14
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Figure 2 : Schéma du processus de traitement par photochimiothérapie extracorporelle (PCE) chez un
patient.

La PCE est utilisée depuis 1988, en premiere ligne de traitement pour le syndrome de Sézary.
Aujourd’hui elle est également utilisée en deuxieme ligne de traitement de différentes pathologies
telles que la maladie du greffon contre I’'hote (GvHD : Graft versus Host Disease) (12-14), certains rejets
de greffe d’organe (coeur ou des poumons) (15-17) ou encore certaines maladies auto-immunes
(psoriasis, polyarthrite rhumatoide, maladie de Crohn, etc...)(18, 19). De nombreuses études cliniques
ont été réalisées sur I'application de la PCE dans le traitement de ces différentes pathologies (Table 1).

Ces pathologies, bien que trés diverses, possédent un point en commun : la présence de
lymphocytes T « pathogénes » circulants, qu’ils soient tumoraux dans le cas du syndrome de Sézary,
alloréactifs pour la GvHD et les rejets de greffe ou encore auto-immuns pour les pathologies auto-
immunes. Ces Lymphocytes T « pathogénes » sont impliqués dans I'induction, le développement et le
maintien de ces pathologies. La présence de lymphocytes T « pathogenes » dans I’échantillon traité
semble étre essentielle pour le bon fonctionnement et I'efficacité du traitement (10, 20). Lors d’un
traitement PCE, seule une fraction de lymphocytes T « pathogénes » du patient sont traités et non
I'ensemble.
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Pathologies Etudes Cliniques Nb de patients
Mycosis Fongoide erythémateux
CTCL 34 857
Syndrome de Sézary
GvHD aigue 10 235
GvHD
GVHD chronique 22 656
Sclérose systémique 12 179
Maladie de Crohn 5 72
Pathologies auto-immunes Sclérose en plaque 4 27
Lupus erythémateux systémique 6 17
Polyarthrite Rhumatoide 2 15
Poumons 11 170
Rejet d'organes
Coeur 6 124

Tableau 1. Tableau récapitulatif des différentes pathologies traitées par PCE et de leurs principales
études cliniques. Synthése des revues (5, 19, 21).

Dans le cas du traitement du CTCL, les patients sont généralement traités pendant 2 jours
consécutifs, toutes les 2 ou 3 semaines, pendant 6 mois. Il existe cependant une grande variété de
procédures selon les indications, les centres de soin, ou encore I'état de santé des patients (5). Chaque
procédure de traitement PCE dure en moyenne 3h.

In vitro le traitement PCE est couramment appelé PUVA (Psoraléne + UV-A): les cellules
mononucléées traitées sont mises en présence de 8-MOP (200ng/ml final) et sont irradiées aux UV-A
(2J/ecm?).

Comme nous le verrons dans les paragraphes a venir, la PCE va avoir un effet direct sur les cellules
traitées, mais va également engendrer une réponse indirecte entrainant la modulation du systeme
immunitaire apres réinjection des cellules traitées par PUVA.
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C. Les effets directs du traitement PUVA

Le 8-méthoxypsoralene (8-MOP), de la famille des furocoumarines, est un agent intercalant de
I’ADN, photoactivable.

/| =
0 =N S0

O

8-MethoxyPsoralen

Figure 3 : Formule chimique du 8-methoxypsoraléne(8-MOP)

Dans le contexte de la PCE, le 8-MOP est injecté dans la poche de PBMCs, il va alors pénétrer
a l'intérieur des cellules, jusqu’au noyau. Cette molécule non- activée n’a aucun effet. Ce n’est que
lorsque le 8-MOP est activé par un rayonnement compris entre 320 et 400nm (UV-A) qu’il forme des
liaisons covalentes avec des bases pyrimidiques, entre les deux brins d’ADN, (22, 23). Ces liaisons
aberrantes et leur non-réparation par les systemes cellulaires vont provoquer I'entrée en apoptose
des cellules traitées, notamment des cellules T (24-26). Selon certaines études, 12h aprées la fin du
traitement, 20% des lymphocytes T sont apoptotiques, environ 50% aprés 24h et 90% apres 48h (27,
28). La durée du traitement PCE est en moyenne de 3h, les cellules T traitées, réinjectées au patient se
trouvent donc en phase d’entrée en apoptose, en apoptose précoce.

UV-A

"\.... Chaing -~ OMe
8-Methoxypsoraléne UV-A 4’5’-mono-adduit
(8-MOP)

OMe

Liaison entre les 2 brins de
'ADN

Figure 4 : Schéma des liaisons possibles du 8-MOP avec une molécule d’ADN en présence de
rayons UV-A. Le 8-MOP en captant un photon va s’associer a une base azotée (Thymidine) de ’ADN
et former un mono-adduit (4°’5° ou 3,4-mono-adduit), la présence d’un deuxiéme photon va provoquer
la liaison de ce mono-adduit a une autre base azotée et créer la liaison covalente entre les 2 brins de
I’ADN, bloquant ainsi sa réplication. Inspiré du schéma de Gasparro(23) .
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Le 8-MOP est également capable de se lier a d’autres composants de la cellule tels que les
protéines ou encore les lipides (29). Sa liaison avec les protéines se fait a travers certains acides
aminés : I'histidine, la tyrosine, la phénylalanine ou le tryptophane et provoquerait la dégradation de
ces protéines (30, 31). Les lipides sont également une cible du 8-MOP, sa liaison avec certains
phospholipides de la membrane a été montrée (32).

En ce qui concerne I'apoptose des Lymphocytes T, des études ont montré que leur apoptose
était d’autant plus rapide qu’ils étaient activés (28, 33). Dans I'étude de I'apoptose des lymphocytes T
apres traitement PUVA faite par Hannani et al. au sein du laboratoire, il est montré qu’a 24h, 78.5%
des lymphocytes T alloréactifs activés traités PUVA sont apoptotiques contre 50% des lymphocytes T
au repos. La cinétique d’apoptose des Lymphocytes T activés (HLA-DR+) traités PUVA est plus rapide
gue celle des Lymphocytes T au repos (28).

Parmi les cellules mononucléées, le devenir des monocytes aprés traitement PUVA est quant
a lui plus controversé selon les modalités d’étude. L'équipe d’Edelson a montré que des monocytes
issus de cellules mononucléées préalablement prélevés par aphérése, soumis au traitement PUVA in
vitro ne meurent pas et sont capables de se différencier en moDCs grace notamment a leur interaction
avec les plaquettes et le plastique de la poche (34, 35). Ces cellules présentatrices d’antigénes (APCs)
seraient capables de présenter les antigénes issus des Lymphocytes T pathogenes aux Lymphocytes T
non traités du patient, aprés réinjection.

Au sein de notre laboratoire, Hannani et collab. Ont montré qu’aprés traitement PUVA les
monocytes purifiés mouraient par apoptose, avec cependant une cinétique plus lente que celle des
lymphocytes T; il faut attendre 6 jours pour atteindre 80% d’apoptose des monocytes alors que
seulement 48h sont nécessaires pour les Lymphocytes T (36). Des résultats similaires quant a
I"'apoptose des monocytes lors du traitement PUVA ont été obtenus par d’autres laboratoires (27, 37).
L'effet du traitement PUVA apres réinjection au patient serait dd, indirectement, a la prise en charge
des cellules T « pathogenes » apoptotiques par les différentes APCs non traitées du patient et non pas
par la prise en charge directe par les APCs traitées, contenues dans la poche de prélevement
(hypothese de transimmunisation de I'équipe d’Edelson (38, 39)).

Une donnée importante a noter est que la cinétique d’apoptose induite par le traitement PCE
in vivo est la méme que lorsque les cellules sont traitées PUVA in vitro (27).

D. Les effets indirects de la PCE

Comme nous venons de le voir, la mise en présence des cellules avec le 8-MOP et leur
irradiation UV-A provoquent I'entrée en apoptose, notamment des lymphocytes T. Lors d’un
traitement PCE, une fraction (environ 5 a 10%), des lymphocytes T circulants totaux (contenant en
partie des Lymphocytes T « pathogénes ») sont traités (40) et réinjectés au patient. Les résultats
obtenus chez les patients montrent une amélioration globale systémique de I'état de certains de ces
patients avec la disparition totale des lymphocytes T « pathogénes ». Cela suggere donc |'existence
d’un mécanisme indirect induit par la réinjection de ces lymphocytes T « pathogénes » en voie
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d’apoptose permettant de réguler ou éliminer la totalité des lymphocytes T responsables de la
pathologie, on peut parler d’'une immunomodaulation.

Les données cliniques obtenues apres traitement PCE chez des patients ne montrent pas
d’'immunosuppression généralisée, ni d’effets secondaires autres que ceux liés a I'aphérese. En effet,
le traitement PCE provoque une disparition du clone T pathogene circulant chez des patients atteints
de CTCL, une amélioration de la pathologie chez les patients atteints de GvHD qui se traduit par la
diminution de leur prise d'immunosuppresseurs voire méme leur arrét (13, 14, 41). Ces données
cliniques suggerent que la PCE pourrait donc étre responsable d’'une immunomodulation spécifique a
I’encontre des T pathogenes.

8-MOP + UV-A

PBMCs Effets directs

Contenantles lymphocytes T * Apoptose des lymphocytes T
« pathogenes » N * Apoptose plus rapide des
et b d lymphocytes T activés
monocytes ‘ \ (« pathogenes »)
* Apoptose ou différentiation
des monocytes

Cytaphérése
Il [ Réinjection

Effets indirects )

* Elimination du clone T pathogéne (CTCL)

- . N Immunomodulation
* Amélioration des symptomes

spécifique des
lymphocytes T
« pathogénes »?

pathologiques (GvHD)
* Pas d'immunosuppression généralisée
* Pas d’effets secondaires

Figure 5 : Schéma récapitulatif des effets directs et indirects de la PCE

Avant d’aborder les différentes hypothéses des mécanismes d’action de la PCE, nous allons
détailler 3 situations cliniques (le CTCL, la GvHD et la polyarthrite rhumatoide) d’utilisation de la PCE
qui ont permis de développer des hypothéses quant aux mécanismes d’action impliqués dans I'effet
thérapeutique de la PCE.
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II. Lelymphome T cutané

Le lymphome cutané a cellules T (CTCL) est décrit comme un groupe hétérogéne de maladies
lymphoprolifératives non-Hodgkiniennes rares, caractérisé par l'infiltration de clones de lymphocytes
T « pathogénes » dans la peau. L'incidence annuelle des CTCLs est de 0,5 pour 100 000 personnes (42).

Les types de CTCLs les plus communs sont le mycosis Fongoides, le syndrome de Sézary et les
pathologies lymphoprolifératives primaires cutanées CD30+ (7, 43, 44).

Nous aborderons la définition du syndrome de Sézary et des mycosis Fongoides, leurs
immunophénotypes et également quelles sont les différentes études réalisées sur I'application de la
PCE comme traitement de ces pathologies. En revanche, les autres types de CTCLs ne seront pas
abordés puisque la PCE n’est pas utilisée pour le traitement de ces pathologies.

A. Les différents types de CTCL

Le Mycosis Fongoide (MF), longtemps appelé la maladie d’Alibert, est la forme la plus
commune des CTCLs, il représente 60% des lymphomes T cutanés primaires. Cette pathologie est
souvent diagnostiquée chez des patients agés de 55 a 60 ans, plus fréquente chez les hommes que
chez les femmes (2/1) et est généralement d’évolution lente et indolore.

Le MF est caractérisé par la prolifération et I'accumulation dans la peau de lymphocytes T
mémoires, de taille petite ou moyenne, avec un noyau cérébriforme, de phénotype CD3+, CD4+,
CD45R0+, CD8 (dans certains cas rares, les Lymphocytes T tumoraux peuvent étre CD4- CD8+). Prés
de 84% des échantillons prélevés dans des lésions cutanées montrent la présence d’une population T
clonale.

Au début de la pathologie, le principal symptéme est le prurit (démangeaisons) de certaines
parties de la peau, ol ensuite on observe |'apparition de « patchs érythémateux » et de plaques
rouges, parfois recouvertes de fines pellicules, des squames. Des microabcés de Pautrier sont
également présents au niveau de |'épiderme (agrégats de Lymphocytes T « pathogénes » et de cellules
de langherhans). La maladie peut évoluer vers I'apparition de tumeur cutanée (5, 7, 45-47).

Le pronostic vital des patients atteints de Mycosis Fongoide va dépendre du stade de leur
pathologie. Si les patients ont une atteinte cutanée inférieure a 10%, leur moyenne de survie est
supérieure a 10 ans, dans 97-98% des cas. Lorsque ces patients atteignent le stade tumoral, 42%
d’entre eux ont une médiane de survie supérieure a 10 ans et seulement 20% si les ganglions
lymphatiques sont atteints.
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Le syndrome de Sézary (SS) est quant a lui la forme la plus agressive des lymphomes cutanés a
cellules T. Il s’agit d’'une pathologie rare (5% des CTCL) qui apparait exclusivement chez les adultes.
C'est la forme leucémique du CTCL dans laquelle, la population clonale dominante de cellules T (CD4+)
circule dans le sang (+ de 5% des LTs périphériques) et peut affecter des organes internes tels que les
poumons ou encore la rate (48).

Le SS est cliniquement caractérisé par la présence d’érythrodermie, de lymphadénopathie
généralisée et de cellules T néoplasiques (cellules de Sézary) dans la peau, les ganglions lymphatiques
et le sang périphérique. Les cellules de Sézary possedent un noyau enroulé sur lui-méme
(concovoluté), ont un immunophénotypage de type CD3+, CD4+, CD8- et souvent perdent I'un des
antigenes panT tels que le CD7, le CD5, ou encore le CD26. La présence d’un clone T « pathogene »
dans le sang périphérique permet de différencier le diagnostic d’'un SS, de celui d’'un autre type de
pathologie. Ce clone T « pathogéene » peut représenter dans certains cas, jusqu’a 90% des lymphocytes
T périphériques (5, 7, 45-47).

Le pronostic vital des patients atteints du syndrome de Sézary est trés engagé puisque la
moyenne de survie est de 2 a 4 ans. Une étude faite sur une cohorte de 52 patients allemands et
autrichiens entre 1986 et 2002 montre que seuls 24% des patients survivent 5 ans aprés le diagnostic
de leur pathologie (45).

Les étiologies du syndrome de Sézary comme du mycosis fongoide sont aujourd’hui peu
connues. Certains auteurs maintiennent I’hypothése que I'activation des cellules de la peau par des
bactéries (Staphylococcus aureus et Chlamydia pneumoniae) pourrait étre a l'origine de ces
pathologies (49, 50). D’autres évoquent plutot une implication virale (51). Les cellules dendritiques
semblent avoir un role dans la pathogénése, notamment en favorisant la survie et de la prolifération
des Lymphocytes T « pathogenes ».

L'équipe d’Edelson (48, 47) suggere que les lymphocytes T CD4+ tumoraux monoclonaux
reconnaissent un antigéne spécifique présenté par les cellules de Langherhans (cellules qui selon cette
hypothése seraient infectées par un rétrovirus). Les lymphocytes T pourraient étre continuellement
activés du fait de I'interaction entre le TCR clonal et le peptide antigénique spécifique présenté par les
molécules du HLA a la surface de ces cellules dendritiques (DCs). Au niveau des lésions cutanées se
trouvent, des cellules CTCL, mais également des DCs, qui pourraient jouer un réle dans la stimulation
du CTCL (52, 53). De plus, les cellules CTCL pourraient produire et relarguer des cytokines anti-
inflammatoires telle que I‘ll-10, inhibant ainsi les réponses immunes de I'héte et favorisant la
prolifération des T pathogenes. Cette hypothese pourrait expliquer I'efficacité de I'irradiation UV, en
diminuant le nombre de cellules de Langherhans, dans les stades précoces.

Le déséquilibre cytokinique (en faveur des Th2 au détriment des Th1) semble jouer un role
direct dans la pathogénése des aberrations immunologiques observées dans le CTCL.

Chez les patients atteints du syndrome de Sézary, le groupe de Klemke montre I'absence de
Treg au niveau des atteintes cutanées ainsi que dans le sang périphérique. Cette absence de cellules
régulatrices pourrait étre responsable de I'agressivité de la maladie et I'avancée de la pathologie (54).
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B. Application de la PCE dans le CTCL

Le mycosis fongoide et le syndrome de Sézary, sont souvent incurables. Il existe aujourd’hui,
différentes modalités de thérapies, proposées pour le traitement du MF et du SS. Le type de thérapie
utilisée va dépendre principalement du stade de la pathologie au moment ou le patient va étre pris en
charge, mais également de son évolution pendant I'application du traitement.

Les thérapies locales cutanées parmi lesquelles on retrouve le traitement PUVA (ingestion de 8-
MOP et irradiation directe de la zone a traiter aux UV-A) sont utilisées pour le traitement des lésions
cutanées développées lors d’un mycosis fongoide. En fonction de I'évolution de |la pathologie d’autres
méthodes comme des chimiothérapies et des immunothérapies peuvent étre utilisées (42, 46).

Depuis 1987 et grace aux travaux de I'équipe d’Edelson, la PCE est utilisée en premiere ligne de
traitement du syndrome de Sézary (4), mais également dans les formes érythrodermique du MF (forme
avancée). Elle a été approuvée par la FDA, en 1988, pour le traitement le CTCL.

En effet, la PCE, seule ou en combinaison avec certains immunomodulateurs tel que I'lIFNa, est le
traitement le plus efficace contre le SS et les formes érythrodermique du MF avec 30 a 80 % de réponse
globale dont 14 3 25% sont des réponses complétes (45). Dans le paragraphe suivant, nous analyserons
les différentes études cliniques d’application de la PCE en tant que traitement du CTCL, afin d’analyser
son efficacité.

Le traitement par PCE n’est envisagé que chez des patients immunocompétents, capables de
développer une réponse du systeme immunitaire a I'encontre de la population T pathogene clonale
(55). Le traitement est réalisé 2 jours consécutifs, toutes les 2 a 4 semaines, pendant 6 mois. La
prolongation du protocole ou sa combinaison (aprés 6 mois de traitement PCE sans réponse) avec
d’autres thérapies (immunostimulantes : IFN-y, GM-CSF,...) dépend de I’évolution de la pathologie, de
sa sévérité et de la réponse aux différents traitements (5).

Contrairement au traitement de la GvHD, I'augmentation du nombre de cycles de PCE pour le
traitement du CTCL n’apporte pas de bénéfice supplémentaire (56).

La premiere étude clinique, mise en place par Edelson, en 1987, est réalisée sur un ensemble de
37 patients, atteints de CTCLs, résistants aux traitements conventionnels et qui ont été traités par PCE
(4). Sur ces 37 patients, 73% soit 27 patients ont montré une amélioration des symptémes apres une
moyenne de 22 semaines de traitement. 24 d’entre eux ont eu une amélioration de plus de 75% de
leurs lésions cutanées, et 15% des patients atteints d’une érythrodermie extensive ont atteint un stade
de rémission complete. De plus, d’apres cette étude, la PCE ne semble pas induire les effets
secondaires habituellement observés apres un traitement par chimiothérapie classique (perte de
cheveux, nausées, etc...) (4).
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Cette étude a permis de conclure que la PCE avait un effet bénéfique dans le traitement du
syndrome de Sézary et également dans les formes érythrodermiques du MF. C’'est pour cette raison et
apres la validation, par la FDA de cette thérapie, que plusieurs centres de soin ont réalisé d’autres
études cliniques de traitement du MF et du SS par thérapie PCE.

Comme le montre la table 2, de 1987 a 2017, 42 études cliniques de la PCE comme traitement
du CTCL ont été réalisées, 'ensemble de ces études regroupe 1045 patients. Sur la totalité de ces
patients atteints de CTCL, 62,2% développent une réponse globale et 20,8% sont des réponses
complétes. Les mémes observations avaient été faites par Scariscbrick dans une revue moins
exhaustive, ol 63% des patientes traités par PCE montrent une réponse globale, parmi lesquels 20%
sont des réponses complétes (57). Les 8 études analysées sur des patients atteints de CTCL (au total,
234 parients) traités par PCE en monothérapie montrent que 63,5% de ces patients développent une
réponse globale et 19.9%, une réponse compléte.

Aucun de ces auteurs ne mentionne I'apparition d’effets secondaires ou d'immunosuppression
généralisée chez les patients traités par PCE. En effet la thérapie semble étre trés bien tolérée par
I’ensemble des patients.

Mis a part quelques-unes de ces études cliniques, la plupart regroupent peu de patients,
probablement car ces 2 pathologies restent rares. Les différences de taux de réponse obtenus aprés
traitement PCE peuvent étre dues aux variations entre les centres de santé quant a la sélection des
patients, au stade de leur pathologie au moment du traitement, aux protocoles utilisés, a la durée du
traitement ou encore a la définition de la réponse.
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, N° Réponse globale Réponse Réponse
Auteur Annce Patients (%) compléte (%) partielle (%)
Edelson et al. (4) 1987 37 73 24 35
Heald et al. (58) 1989 32 - 23 45
Armus et al. (59) 1990 8 75 - 6
Nagatania et al. (60) 1990 7 43 - -
Zicetal. (61) 1992 20 55 25 30
Koh et al. (62) 1994 34 53 15 38
Prinz et al. (63) 1995 17 71 0 41
Duvic et al. (64) 1996 34 50 18 32
Gottlieb et al. (65) 1996 28 71 25 46
Owsianowski et al. (66) 1996 21 - - -
Stevens et al. (67) 1996 17 53 29 24
Zic et al. (68) 1996 20 50 25 25
Kostantinow et al. (69) 1997 12 67 8 42
Miracco et al. (70) 1997 7 86 14 71
Dippel et al. (71) 1997 19 - 26 15.8
Russell-Jones et al. (72) 1997 19 53 16 37
Vonderheid et al. (73) 1998 36 33 14 19
Zouboulis et al. (74) 1998 20 65 - -
Jiang et al. (75) 1999 25 80 20 60
Bisaccia et al. (76) 2000 37 54 14 41
Crovetti et al. (77) 2000 30 73 33 40
Wollina et al. (78) 2000 20 65 50 15
Evans et al. (79) 2001 23 57 0 57
Wollina et al. (80) 2001 14 50 29 21
Bouwhuis et al. (81) 2002 55 80 62 18
Knobler et al. (82) 2002 20 50 15 54
Suchin et al. (83) 2002 47 79 26 53
Quaglino et al. (84) 2004 19 63 - -
De Misa et al. (85) 2005 10 60 10 -
Rao et al. (86) 2006 16 44 - -
Gasova et al. (87) 2007 2 100 - -
Tsirigotis et al. (88) 2007 5 80 20 60
Arulogun et al. (89) 2008 13 62 15 46
Booken et al. (90) 2010 12 33 0 33
McGirt et al. (91) 2010 21 57 14 19
Raphael et al. (92) 2011 98 74 30 45
talpur et al. (93) 2011 19 63 11 53
Siakantaris et al. (94) 2012 18 61 - -
Knobler et al. (95) 2012 39 74 41 33
Shiue et al. (96) 2015 18 66,7 - -
Quaglino et al. (97) 2013 48 60 13 48
Atilla et al. (98) 2017 50 42 - -
Total/Moyennes 1045 62,2 20,8 37,6

Tableau 2. Tableau récapitulatif des différentes études cliniques utilisant la PCE dans le traitement
des CTCLs, seule ou en combinaison avec d’autres traitements. Sont signalées en bleu, les études de
PCE en monothérapie (5, 99, 100).

24



Dans de nombreuses études (101-107), il a été observé chez les patients atteints de CTCL et
notamment du syndrome de Sézary, une augmentation de production de cytokines IL-4 et d'IL-5 (101,
102, 104, 105), cytokines caractéristiques de cellules Th2, une baisse de production d’IFN-y (cytokines
Th1) ainsi que d’IL-12 (102-104, 106). Une étude incluant 3 patients atteints du SS, traités PCE montre
une diminution des cytokines de type Th2 (IL-4) et une augmentation des cytokines Th1 (IFN-y) aprés
le traitement (107). Ces données suggerent que le clone T pathogene responsable de la pathologie
serait de type Th2.

Di renzo, en 1997, a publié une étude réalisée sur 8 patients atteints de CTCL et traités PCE.
Des PBMCs de chaque patient sont prélevés avant et apres traitement. lls montrent que ces PBMCs
aprées traitement PCE incubés avec un mitogene (PHA) ou en présence de LPS (ligand du TLR-4),
sécrétent une quantité inférieure d’IL-4, mais supérieure d’IFN-y et d’IL-12 en comparaison avec des
PBMCs issus des mémes patients avant le traitement. lls observent également un rétablissement de la
balance Th1/Th2 aprés traitement PCE, que I'on retrouve chez les sujets sains (108). Tokura et al.
montrent également que le traitement PUVA in vitro de PBMCs issus de patients atteints de SS, induit
la sécrétion de cytokines Th1l (IFN-y) qui aurait un effet bénéfique sur la pathologie médiée par les
lymphocytes Th2 (109) .

Vowels et collab., en 1992 décrivent qu’in vitro, la mise en culture, de monocytes issus de
patients atteints de CTCL traités par PCE, provoque une sécrétion plus élevée de TNF-a que les
monocytes de ces mémes patients, prélevés avant le traitement. En revanche le traitement PUVA in
vitro de monocytes issus de donneurs sains ou de patients, ne montre pas de différence quant a la
qguantité de TNF-a recueillie dans le surnageant, entre les deux groupes. La mise en présence des
monocytes de patients avant et apres traitement PCE avec de I'IFN-y provoque une augmentation de
la sécrétion de TNF-a (110). Le mécanisme impliqué dans cette sécrétion de TNF-a par les monocytes,
induite par le traitement PCE n’est pas connu. Le TNF-a jouerait indirectement un réle important dans
I’élimination des lymphocytes T « pathogénes », en participant a la différentiation des lymphocytes T
cytotoxiques, responsables de I’élimination directe des lymphocytes T « pathogenes ». La disparition
du syndrome de Sézary est associée a la disparition du clone T tumoral présent dans le sang
périphérique, responsable de la pathologie et également a une restauration du profil cytokinique Th1,
conséquence directe de la disparition du clone leucémique (107).

Les patients atteints de CTCL montrent un déséquilibre de leur balance Th1/Th2 puisque le
clone T leucémique responsable de la pathologie est de type Th2 et peut représenter jusqu’a 90% des
lymphocytes T périphériques. La PCE serait donc impliquée dans le rétablissement de cette balance
Th1/Th2, a travers la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires de type Th1 qui pourraient a leur tour
promouvoir une réponse anti-tumorale contre le clone T leucémique.

Cependant, ces données sont limitées, notamment au niveau clinique et refletent le manque
d’études randomisées indispensables pour analyser non seulement l'efficacité de la PCE, mais
également son mode d’action.

Les hypotheses développées pour la compréhension des mécanismes d’action de la PCE lors
du traitement du CTCL seront développées dans le chapitre n°V.
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I1l. La maladie du greffon contre I’h6te

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est aujourd’hui utilisée comme traitement
de certaines hémopathies malignes, telles que les leucémies ou encore les lymphomes. La greffe est
réalisée apres plusieurs chimiothérapies a haute dose qui détruisent I’'hématopoiese en plus de
détruire les cellules tumorales. Dans ces pathologies, la greffe de CSH a pour but de restaurer une
hématopoiése « normale » et d’éliminer les cellules tumorales (effet GvL). Différentes sources de
cellules sont utilisées dans les greffes de CSH allogéniques, les CSH provenant de la moelle osseuse, de
cordon ombilical ou encore du sang périphérique. Le donneur sélectionné est le plus souvent un
membre de la fratrie, néanmoins, en I'absence de donneur familial, la greffe peut étre réalisée a partir
d’un donneur allogénique compatible, non apparenté.

Selon l'agence de Biomédecine, en 2015, I'activité de greffe allogéniques de CSH en France
représentait 1964 patients greffés, dans 38 centres nationaux. Ce chiffre est en constante
augmentation.

Méme si la nécessité et I'efficacité de ces greffes allogéniques sont reconnues, elles sont
cependant associées a une complication majeure, la maladie du greffon contre I’'h6te (Graft versus
Host Disease, GvHD). La GvHD est une des principales causes de déces aprées une greffe de CSH et
constitue une pathologie dans laquelle, les tissus du receveur (peau, foie, intestin, muqueuses, ...) sont
attaqués par les cellules immunocompétentes du donneur (NK, lymphocytes T et macrophages). La
GvHD peut apparaitre chez 30 a 50% des patients recevant un greffe de CSH (allogéniques) HLA-
compatible, la GvHD est alors dirigée contre les antigénes mineurs d’histocompatibilité (mHAs) tels
qu’HA-1, HA-2, LRH-1 ou encore ACC-2. Le taux d’apparition de la GvHD augmente lorsqu’il y a
mismatch entre les typages HLA du donneur et du receveur (donneur allogénique) (111, 112).

Les lymphocytes T, comme nous le verrons ultérieurement sont majoritairement responsables de
la pathologie et sont dans de nombreux cas déplétés dans le greffon, afin d’éviter les risques de GvHD.
Cependant, Les lymphocytes T du greffon permettant également I’élimination des cellules tumorales
résiduelles (effet GvL), leur déplétion peut entrainer un risque accru de rechute. En clinique et en cas
de rechute, une injection de lymphocytes T du donneur (DLI) est envisagée, méme si elle augmente le
risque de développer une GvHD. Il est important, chez les patients d’évaluer la balance entre I'effet
GVHD et l'effet GvL, afin de permettre a I'effet GvL d’avoir lieu et ainsi éviter la rechute leucémique,
tout en contrdlant le développement d’une GvHD.

Les lymphocytes T responsables du développement de la GvHD (lymphocytes T alloréactifs), sont
des lymphocytes T immunocompétents issus du greffon, autrement dit, du donneur.

Dans un contexte de GvHD, plusieurs types d’allo-reconnaissance sont impliqués (fig. 6) :
- L’allo-reconnaissance directe des HLA de classe | et de classe Il
- L’allo-reconnaissance indirecte

- L’allo-reconnaissance semi-directe
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L'allo-reconnaissance directe est médiée par les alloantigénes exprimés par les APC de I'hGte,
principalement par les cellules dendritiques (DCs) reconnus par les lymphocytes T du donneur (avec
des molécules HLA de classe | et Il différentes qui peuvent étre reconnus par des lymphocytes T CD4+
et CD8+ respectivement), ce qui va engendrer une réponse allogénique a I'encontre du receveur. Les
cellules alloréactives de spécificité directe représentent environ 90% des lymphocytes alloréactifs
(responsables de la pathologie) présents chez un patient atteint de GvHD.

L'allo-reconnaissance indirecte est quant a elle médiée par la reconnaissance de peptides
allogéniques (HLA, Ag mineur) présentés par les molécules HLA exprimées par les APCs du donneur
aux lymphocytes T du donneur.

Enfin I'allo-reconnaissance semi-directe est engendrée par la reconnaissance par les
lymphocytes T du donneur d’allopeptides présentés par un complexe HLA de I'h6te a la surface d’APCs
du donneur.
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Figure 6 : Mécanismes d’allo-reconnaissance et activation des lymphocytes T alloréactifs. Dans le
développement de la GvHD, 3 mécanismes d’allo-reconnaissance sont mis en évidence : I'allo-
reconnaissance directe, indirecte et semi-directe, ayant pour but, I'activation des lymphocytes T
allogéniques du donneur. D’apres l'article de Zakrzewski, Overcoming immunological barriers in
regenerative medicine, publié dans Nature biotechnology en 2014.

La GvHD est divisée en deux catégories, la GvHD aigué (a-GvHD) et la GvHD chronique (c-GvHD).
Habituellement, les GvHD aigués et chroniques sont décrites pour se distinguer par le délai
d’apparition de la pathologie post-greffe : si I’apparition a lieu dans les 100 jours post-greffe, il s’agit
d’une GvHD aigué ; au-dela, il s’agit d’'une GvHD chronique. Aujourd’hui, cette définition n’est plus
satisfaisante car il a été montré que les deux types de GvHD possedent des caractéristiques cliniques
ainsi qu’une physiopathologie différentes (113). La caractérisation de la GvHD aigué et/ou chronique
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aujourd’hui prend en compte la combinaison des symptémes cliniques et du délai de développement
post-greffe.

La GvHD aigué est divisée en deux sous-groupes : La GvHD aigué classique et la GvHD aigué
persistante, récurrente, d’apparition tardive.

La GvHD chronique est elle aussi divisée en deux sous-groupes : la GvHD chronique classique ou le
patient ne montre pas de signes cliniques similaires a la GvHD aigué et le syndrome de chevauchement
ou les signes cliniques de la GvHD aigué et chronique apparaissent en méme temps (une ou plusieurs
caractéristiques rattachées a la aGvHD) (114, 115).

Eruptions maculopapuleuses, nausées, vomissements, anorexie,
diarrhée abondante, iléus ou cholectase hépatique: symptémes qui
surviennent dans les 100 jours suivant la transplantation ou la

""""""""" perfusion de lymphocytes du donneur et sans diagnostic ou signes
distincts de GvHD chronique.

GvHD aigué
persistante,
récurrente ou tardive

de 100 jours aprés la transplantation ou la perfusion de
lymphocytes du donneur .

Syndrome de chevauchement GvHD chronique classique avec caractéristiques de la GvHD aigué.

Tableau 3. Les différentes formes de GvHD, inspiré du tableau proposé par Hart dans I'article
Extracorporeal photopheresis in the treatment of graft-versus-host disease: evidence and opinion,
publié dans Therapeutic Advances in Hematology, en 2013 (115).

L'influence du type de greffe dans le développement de la GvHD aigué ou chronique est tres
controversée. Certains auteurs montrent un pourcentage d’apparition de cGvHD supérieur (16%)
lorsque la greffe provient de cellules souches du sang périphérique que lorsqu’elle provient de CSH de
la moelle osseuse (116). Lee et al. montrent que |'utilisation de CSH provenant de cordon ombilical
augmente les risques d’apparition de GvHD chronique (117). D’autres auteurs ne montrent pas
d’impact du choix de la source de CSH sur le développement de la GvHD (118, 119).

A. Définition et physiopathologie

L'apparition d’'une GvHD aiglie apres une greffe de cellules souches hématopoiétiques survient
chez 20 a 70% des patients greffés (118).
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Trois conditions nécessaires pour le dévelopement d’'une GvHD ont été définies par Billingham en
1966 (120) : le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes, le receveur doit posséder des
alloantigenes absents chez le donneur et I’'h6te doit étre immunodéprimé.

L'apparition de la a-GvHD se développe en trois étapes: une phase afférente, une phase
d’induction et d’expansion et enfin une phase effectrice. Dans ces trois phases, des effecteurs du
systeme immunitaire (lymphocytes T) et des médiateurs cytokiniques interviennent (Fig. 7).

Les patients atteints d’hémopathie, avant une greffe de CSH sont soumis a des cessions répétées
de chimio ou radiothérapie afin d’éradiquer une grande partie des cellules tumorales et d’arréter
« I’'hnématopoiese maligne ». Ces traitements « pré-greffe » engendrent des lésions au niveau
tissulaire, notamment au niveau endothélial qui se traduisent par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IFN-y, IL-1 ou TNF-a). Cette sécrétion de cytokines caractérise la premiére phase
de I'a-GvHD, la phase afférente. Ces cytokines vont contribuer a I'augmentation de |'expression des
molécules du HLA et d’adhérence, a la surface des cellules de I’'h6te et a créer un environnement
favorable a la reconnaissance des antigénes mineurs d’histocompatibilité et du HLA de I’h6te par les
lymphocytes T du donneur.

La reconnaissance directe des molécules du HLA par les lymphocytes T allogéniques,
immunocompétents du donneur a travers leur interaction avec les APCs de I’'h6te (alloreconnaissance
directe) puis leur activation, vont participer a la seconde phase, d’induction et d’expansion de ces
lymphocytes. L’activation des lymphocytes provoque la sécrétion d’IL-2 et d’IFN-y (réponse Th1). Ces
cytokines favorisent 'amplification de la réponse T allogénique, I’activation des natural killer (NK), le
relargage de TNF-a par les macrophages, responsable des Iésions inflammatoires de la peau et de
I'intestin. Les antigénes mineurs d’histocompatibilité mHAs jouent un role important dans cette phase
lorsqu’il s’agit d’'une greffe d’'un donneur apparenté HLA compatible. Les APCs du donneur vont
également jouer un role dans la réaction de GvHD puisqu’elles vont présenter des alloantigénes de
I’hdte aux lymphocytes T alloréactifs du donneur (alloreconnaissance indirect).

Enfin la réponse cytotoxique, médiée par les lymphocytes T CD8+ (CTL) du donneur aura lieu lors
de la phase effectrice. Cette phase est amplifiée par un signal secondaire provenant des produits
bactériens de I'intestin, tels que le LPS ou encore certaines endotoxines qui vont étre transloquées de
par les lésions intestinales, du lumen de I'intestin vers la circulation (121). Ces stimuli vont promouvoir
I"amplification locale de la lésion tout comme la réponse inflammatoire et vont ensemble, avec les
CTLs et les natural killer (NK), engendrer la destruction de certains tissus cibles. L'endommagement
des voies intestinales et le relargage de LPS sont a I'origine du relargage de cytokines caractéristiques
de I'a-GvHD. Les Lymphocytes T cytotoxiques ainsi que les NK vont alors attaquer les cellules du
receveur par contact direct par l'interaction Fas-FasL ou par la sécrétion de perforine, de Granzyme A
ou encore de TNF-a (3 voies cytolytiques) et donc étre responsables des signes cliniques observés lors
de cette pathologie (121-127). Lafigure de Ferrara, ci-dessous résume les trois phases d’apparition de
la GvHD aigué.
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Figure 7 : Les 3 phases d’induction de la GvHD aigué. Le conditionnement pré-greffe (chimio- et
radiothérapie) entraine des lésions au niveau de certains tissus et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-1 et I'lL-6 (1). L’augmentation de sécrétion de ces cytokines
provoque I’activation des APCs du receveur. Ces APCs vont activer les lymphocytes T matures du
donneur provoquant ainsi leur prolifération et leur différentiation (2), ce qui va produire de nouveaux
effecteurs (CTLs, TNF-a, IL-1 et NK) responsables de la Iésion des tissus (3). Le relargage de LPS suite
aux lésions de la muqueuse intestinale provoque une sécrétion additionnelle de TNF-a et d’IL-1, par les
tissus du receveur vers la circulation. Le TNF-a peut directement endommager les tissus en induisant
nécrose et apoptose dans la peau et les voies digestives, a travers les récepteurs du TNF ou les voies de
Fas. Figure tirée de I'article Graft-versus-host disease publié dans le journal Lancet, en 2009 par J.
Ferrara (127).

L’a-GvHD touche principalement 3 organes distincts, la peau, le foie et le tube digestif. Le degré de
disparité des molécules du HLA et de genre entre le donneur et le receveur, I'age du patient, la source
de CSH ou encore l'intensité du régime de conditionnement pré-greffe représentent des facteurs de
risques pour le développement d’une a-GvHD.

Ce type de GVHD (c-GvHD) apparait chez 50 a 70% des patients aprés une greffe de cellules couches
hématopoiétiques (128).

La physiopathologie de la GvHD chronique est moins bien connue que celle de I'a-GvHD
notamment du fait de sa complexité. Certains auteurs déplorent le manque de modeéles expérimentaux
afin qui permettraient de mieux comprendre son apparition (113).
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La c-GvHD présente des caractéristiques similaires a celles d’une maladie auto-immune telle que
le lupus érythémateux systémique ou encore la polyarthrite rhumatoide avec la production d’auto-
anticorps et de lymphocytes T alloréactifs. L'excés de production du facteur d’activation des cellules B
(BAFF) accompagné d’une distorsion de I'homéostase de ces cellules vont provoquer I'apparition
d’auto-anticorps anormaux.

De plus, ces patients développent un défaut dans la tolérance immune induite, présentent une
activation et une expansion de Lymphocytes T dirigés contre des Antigénes du Soi (clones T
autoréactifs) (129). Ces Lymphocytes T autoréactifs activés sont associés a une lésion du thymus
causée par la chimio, la radiothérapie ou la GvHD elle-méme (attaque directe du stroma par les cellules
effectrices) et a une défaillance de la sélection négative dans le thymus (130, 131). Une défaillance
dans I'apoptose ou I'élimination des thymocytes auto-réactifs provoque une rupture de la tolérance.
L’expansion et la fonction effectrice des lymphocytes T autoréactifs vont provoquer le développement
du phénomene auto-immun (111, 115, 127). Ainsi a l'alloréactivité, s’ajoute une composante
autoimmune. La c-GvHD atteint principalement la peau, les muqueuses et le foie.

B. Données cliniques de la PCE sur la GvHD

La PCE n’est pas utilisée en premiéere ligne de traitement pour la GvHD, les patients sont soignés
dans un premier temps par corticothérapie. Environ 50% des patients répondent favorablement aux
corticoides, en revanche pour I'autre moitié, il est nécessaire de mettre en place une autre stratégie
de traitement. Plusieurs thérapies médicamenteuses sont possibles pour les patients corticorésistants,
parmi celles-ci, on retrouve la PCE. Cette thérapie a été appliquée pour la premiére fois, dans le cadre
du traitement de la c-GvHD en 1994 par I'équipe de Owsianowski (132). Elle est aujourd’hui utilisée
dans les deux types de GvHD, principalement pour le traitement de la c-GvHD.

Il n"existe pas de recommandations précises quant a |'utilisation de la PCE chez les patients,
cependant, ceux-ci regoivent en général et selon le guide d’utilisation rédigé en 2014 par un groupe
d’hématologues, un cycle de 2 traitements PCE toutes les une a deux semaines pour les GvHD
chroniques et deux a trois traitements par semaine pour la GvHD aigué. Aprés 12 semaines, dans le
cas de la GvHD chronique, l'intervalle entre les traitements augmente et le patient ne regoit plus qu’un
cycle de traitement toutes les 3 semaines. Ce schéma change en fonction de I'état du patient, de ses
types de lésions, de I'étendue de la pathologie ou encore de la réponse clinique obtenue apres
traitement (5).

Comme le montre le tableau n°5, de nombreuses études ont été réalisées afin d’évaluer
I’efficacité de la PCE pour le traitement des différentes formes de GvHD aussi bien chez les enfants que
chez les adultes. Les études faites sur 256 patients atteints de a-GvHD traités PCE montrent que 76,7%
des patients présentant une manifestation cutanée, 64,7% présentant une atteinte hépatique et 64,8%
une atteinte au niveau des voies digestives développent une réponse complete apres traitement. En
ce qui concerne les études faites sur la c-GvHD, elles regroupent 582 patients parmi lesquels 71.6%
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atteints au niveau des muqueuses, 69% avec une atteinte cutanée et 61,9% avec des manifestations
hépatiques développent une réponse compléte, aprés traitement PCE.

Ces données montrent donc I'efficacité de la PCE sur la GvHD, qu’elle soit aigué ou chronique.
La PCE étant utilisée en deuxieme de traitement, 'ensemble des patients sont préalablement traités
avec d’autres types d’'immunothérapies (immunosuppresseurs, ...), ce qui peut expliquer les variations
de résultats entre les différentes études cliniques.
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Taux de

Pathologie Auteur et a.nrzlée de 'étude Nt? de Réponse ;enrzglr:‘estz z)er:;réstz comR:IZS:?I'TJbe
clinique patients gl?;jle Peau (%) Foie (%) digestif (%)
Greinix, 2000 (12) 21 60 67 -
Salvaneschi, 2001 (133) 9 67 33 60
Dall’'amico, 2002 (134) 14 71 57 60
Messina, 2003 (135) 33 67 60 75
Garban, 2005 (136) 12 67 0 40
GVvHD aigue Greinix, 2006 (137) 59 82 61 60
Kanold, 2007 (138) 12 90 56 83
Calore, 2008 (139) 15 92 - 100
Gonzales-vicent, 2008 (140) 8 100 100 57
Perfetti, 2008 (141) 23 65 27 40
Perotti, 2010 (142) 50 83 67 73
Total 256 76,7 64,7 64,8
, , T?ux de Réponse Réponse Réponse
Auteur et année de I'étude Nb de Réponse . s N
clinique patients | globale complete corrlplete compléte
(%) Peau (%) Foie (%) Muqueuses (%)
Rossetti, 1996 (143) 7 - 33 100 -
Dall’'amico, 1997 (144) 4 - 67 - -
Greinix, 1998 (13) 15 - 80 70 100
Salvaneschi, 2001 (133) 14 - 83 67 67
Halle, 2002 (145) 8 - 88 67 -
Perseghin, 2002 (146) 9 - 88 100 67
Messina, 2003 (135) 44 - 56 60 -
Apisarnthanarax, 2003 (147) 32 56 59 0 -
Seaton, 2003 (148) 28 36 48 32 21
Foss, 2005 (149) 25 64 64 0 46
GvHD Rubegni, 2005 (150) 32 69 81 77 92
chronique Couriel, 2006 (151) 71 61 57 71 78
Greinix, 2006 (137) 47 83 93 84 95
Duzovali, 2007 (152) 7 - - - -
Rubegni, 2007 (153) 14 86 50 21 50
Kanold, 2007 (138) 15 - 75 82 86
Perseghin, 2007 (154) 25 - 67 67 78
Gonzales-vicent, 2008 (140) 3 - 100 100 -
Flowers, 2008 (14) 48 - 40 29 53
Perotti, 2010 (142) 23 - 96 100 80
Greinix, 2011 (155) 29 - 31 50 70
Dignan, 2012 (156) 82 74 92 - 91
Total 582 69,0 61,9 71,6

Tableau 4. Récapitulatif des études cliniques d’application de la PCE sur la GvHD de 1996 a nos jours.

Sur la partie supérieure les traitements PCE concernant la a-GvHD et sur la partie inférieure ceux

concernant la c-GvHD, dans un contexte pédiatrique comme adulte.
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Sur 21 études, il n’existe qu’une seule étude randomisée de traitement PCE sur des patients
atteints de c-GvHD, celle de Flowers, en 2008.

Dans son étude, I'équipe de Flowers compare la réponse obtenue face au traitement de deux
groupes de patients différents : un groupe traité par thérapie conventionnelle (groupe contréle)
représentant 47 patients et un autre de 48 patients traités en plus de cette thérapie conventionnelle,
par PCE. Apres 12 semaines de traitement, 20,8% des patients du groupe PCE montrent une baisse de
la prise de corticoides d’environ 50%, contre 6,4% des patients du groupe « contréle ». En ce qui
concerne les réponses obtenues au niveau tissulaire, 40% des patients du groupe PCE développent une
réponse compléte ou partielle contre leurs atteintes cutanées, alors que seulement 10% des patients
du groupe contréle montre ce genre de réponse. Pour les atteintes oculaire et oral, 30% et 53% des
patients du groupe PCE montrent une réponse contre 7% et 27% des patients de I'autre groupe (14).

En ce qui concerne I'étude de I'efficacité de la PCE sur la a-GvHD, la méta-analyse réalisée en
2015, par Zhang et collab., montre que sur 517 études identifiées d’application de la PCE pour le
traitement de la a-GvHD chez des patients corticorésistants, seules 7 études sont réellement
exploitables. Le manque de critéres uniformes entre les différentes études explique que seules sept
d’entre elles ont été incluses dans cette analyse. Cette méta-analyse multicentrique se base quand
méme sur un ensemble de 121 patients, dans 8 centres de traitements différents. Parmi ces 121
patients, le taux de réponse globale (réponse compléte et réponse partielle) est de 0,71 et est
également de 0,71 pour le taux de réponse compléte. Cette étude réalise également une comparaison
du taux de réponse, en fonction des organes atteints. Lorsque les patients a-GvHD ont une atteinte
cutanée, du foie ou encore de l'intestin, les taux de réponse sont de 0,86, 0,60 et 0,68 respectivement

(157).

Toutes ces études faites aussi bien chez les adultes que chez des enfants montrent que le
traitement PCE a fait ses preuves quant a son efficacité dans le traitement de la GvHD, notamment au
niveau cutané, qu’elle soit aigué ou chronique. Elles montrent également que cette thérapie
n’engendre pas d’effets secondaires, ni d'immunosuppression généralisée, et est généralement tres
bien tolérée par les patients, les taux de réponse au traitement ne sont pas les mémes en fonction de
|'atteinte tissulaire, la peau semble étre I'organe avec un meilleur taux de réponse aprés traitement
PCE.

La PCE est le seul traitement utilisé contre la GvHD, qui ne provoque pas d'immunossupression
généralisée et qui maintient I'effet GvL, essentiel pour le traitement des différentes hémopathies qui
ont recours a la greffe de cellules souches hématopoiétiques. La PCE montre un réel bénéfice pour les
patients atteints de GvHD.

L'étude de l'effet de la PCE sur la GvHD est difficile a réaliser, car il n’existe pas de
standardisation des protocoles de traitement, l'intervalle entre le début de la GvHD et le traitement
PCE varie. De plus, les complications pré-PCE des patients peuvent influencer la survie,
indépendamment de I'efficacité de la PCE. La PCE permet une diminution sélective de la GvHD, sans
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augmenter le nombre d’infections chez les patients, elle permet également la diminution, voire I’arrét
de la prise de corticostéroides et d'immunosuppresseurs (158).

Plusieurs analyses cliniques suggérent une augmentation du nombre de lymphocytes T régulateurs
circulants aprés traitement PCE chez des patients atteints de GvHD et de rejets de greffe (153, 159,
160).

La co-culture, ex vivo, de lymphocytes (isolés du sang) récupérés apres traitement PCE de
patients atteints de GvHD, avec des PBMCs autologues non traités (répondeurs) en présence de LPS,
provoque une augmentation significative des niveaux d’ARNs messagers d’IL-10 et d’IL-1Ra des
monocytes et macrophages, en comparaison avec les niveaux obtenus apres la co-culture avec des
Lymphocytes autologues avant traitement (161). Le traitement PCE des lymphocytes T semble induire
la production de cytokines anti-inflammatoires par les macrophages et les monocytes aprés leur mise
en contact avec ces Lymphocytes T traités.

L’étude Di Biaso et al., sur le nombre de lymphocytes T régulateurs (Tregs) (CD4+CD25+
FoxP3+) chez des patients atteints de GvHD (9 : a-GvHD et 18 : c-GvHD), avant et apres traitement PCE
montre qu’il augmente aprés 6 cycles de thérapie PCE, pour diminuer par la suite. lls montrent
également que ce sont les patients qui répondent favorablement a la PCE qui développent une
augmentation de leur Tregs (162). Une étude antérieure du méme groupe de recherche sur 10 patients
atteints de GvHD montre que ces Tregs obtenus aprés traitement PCE ne synthétisent pas d’'IL-10 ni de
TGF-B, contrairement aux démonstrations faites par Craciun in vitro. lls possederaient néanmoins une
capacité inhibitrice sur I’alloréactivité, suggérant une action de ces cellules par contact direct (160).

L’étude réalisée par Rubegni et al. montre que le traitement PCE de 14 patients atteints de c-
GVHD provoque I'augmentation des Tregs (CD4+ CD25+) aprés 6 mois de traitement en comparaison
avec le nombre de Tregs observés avant le traitement. Cependant la croissance de ces Tregs est
similaire entre les différents groupes (Non répondeurs, répondeurs partiels et répondeurs complets),
ce qui peut paraitre étrange. De plus, leur définition des Tregs (CD4+ CD25+) par I'expression seule de
CD25 est quelque peu biaisée puisque les cellules T activées ont également ce phénotype, ce quiremet
en doute les résultats obtenus dans cette étude. Pour différencier les lymphocytes T activés des Tregs
les auteurs auraient pu par exemple utiliser un marquage intra-cytoplasmique afin de détecter le
facteur de transcription FoxP3, caractéristique des Tregs (153).

Les DCs ayant également un role central dans la physiopathologie de la GvHD (polarisation des
lymphocytes T helper, activation des lymphocytes T effecteurs, cytolytiques), quelques études ont été
réalisées sur les possibles changements et variations des différentes populations de DCs apres
traitement PCE. Alcindor et al. en 2001, se sont intéressés a deux types de sous-populations cellulaires,
gu’ils nomment les DC1 et DC2 décrites pour engendrer une réponse T de type Thl et Th2
respectivement. L'étude est réalisée sur 10 patients atteints de GvHD, corticorésistants, traités par
PCE. Chez 7 patients répondeurs ils observent une augmentation de la population NK et une
modulation des DCs, a travers la diminution des DC1 (CD123+/CD80+) (163). La méme analyse est faite
par Gorgun et al. sur des patients atteints eux aussi de GvHD. lls démontrent une diminution du
nombre de DC1 (CD123+/CD80+) aprés traitement PCE, alors que les DC2 (CD86+/CD83+) augmentent.
lls montrent également, la restauration de la balance Th1/Th2 aprés plusieurs cycles de PCE (164).
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Cette approche reste trés incompléte et imprécise quant a la définition des DCs (pDCs versus
mDCs) ; les sous populations de DCs chez 'Homme sont définies par I'expression différentielle de
CD123 et de CD11c. Chez 'Homme, les DCs myeloides (conventionnelles) sont CD11c+ CD123low et
les DCs plasmacytoides (pDCs) sont CD11c- CD123high (165). De plus, des marqueurs tels que CD86,
CD83 ou encore CD80 ne constituent pas des marqueurs spécifiques des DCs mais des marqueurs
impliqués dans la costimulation, caractéristiques d’une maturation des DCs.

Comme nous I'avons déja évoqué, le manque d’études prospectives et randomisées rend |'analyse
de I'efficacité de la PCE pour le traitement de la GvHD inaboutie. Il serait souhaitable que les différents
centres cliniques réalisent des études randomisées et homogenes quant au protocole PCE utilisé afin
de pouvoir confirmer les parametres d’efficacité de la PCE dans la GvHD, d’analyser les différentes
populations cellulaires ainsi que la sécrétion de cytokines chez les patients, avant et apres traitement.

Il est évident qu’une étude standardisée chez 'Homme est compliquée a réaliser du fait de
I’hétérogénéité des symptomes chez les patients et de leur réaction au traitement. C'est pourquoi
certaines équipes développent des modeéles murins de GvHD afin de pouvoir étudier les changements
tant au niveau cellulaire qu’au niveau de la production de cytokines, chez les souris malades, apres
traitement PCE.

C. Modeles murins de GvHD

On recense dans la littérature plusieurs modéles murins de GvHD appliqués a I'observation des
changements symptomatiques et cellulaires induits, apres un traitement PCE. Il est évident qu’au vu
du faible volume sanguin murin, une cytaphérése n’est pas possible. La thérapie est donc
généralement réalisée ex vivo, a partir de splénocytes de souris « donneuses », mis en présence avec
le 8-MOP et irradiés UV-A in vitro (traitement PUVA).

Gatza et al., en 2008, ont développé un modele d’étude de traitement de la GvHD par PCE. Dans
le premier modele, les donneurs et les receveurs sont H-2 identiques, I'apparition de GvHD est due a
des disparités entre les antigénes mineurs d’histocompatibilité (mHAs) et médiée par des lymphocytes
T CD8+. Dans un second modele, la greffe est réalisée dans un contexte haploidentique, la GvHD est
alors médiée par les lymphocytes T CD4+ (disparités entre les molécules H-2 de classe II). Les souris,
traitées par une injection intraveineuse de 30.10° cellules alloréactives (issues d’une souris ayant
développé une GvHD) traitées PUVA, 4 fois par semaine a partir du 7™ jour post-greffe, présentent
une diminution des symptémes de la GvHD, une amélioration des Iésions histologiques au niveau du
foie, de l'intestin et de la peau, ainsi qu’une reconstitution considérable du systéme immunitaire
(hématopoiese). Cette diminution des symptémes est accompagnée d’'une augmentation du nombre
de lymphocytes T régulateurs (CD25+/FoxP3+ : Tregs). L'inhibition de I'effet engendré par la réinjection
des cellules traitées PUVA sur la GvHD, lorsque les cellules CD25+ sont déplétées permet a I'auteur de
confirmer I'implication des Tregs dans ce mécanisme (166).

Contrairement a Gatza, Budde et al. en 2014, n’observent pas d’augmentation significative du
nombre de Treg aprés la réinjection de cellules alloréactives traitées PUVA (1. 10° cellules/ traitement,
4 fois par semaine) chez des souris atteintes de GvHD. Il montre également dans cette étude que la
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réinjection de cellules « saines » traitées PUVA ne provoque pas d’amélioration du taux de survie ou
du score clinique des souris traitées. C'est la réinjection répétée de cellules alloréactives traitées PUVA
qui induit une amélioration de la GvHD (20). Ce modele confirme que la présence de lymphocytes T
« pathogenes » dans I’échantillon traité est nécessaire au bon fonctionnement de la PCE.

Enfin, Capitini, dans un modele de GvHD murine, montre en 2011 que la réinjection de splénocytes
traités PUVA a des souris atteintes de GvHD atténue la perte de poids de ces souris et est accompagnée
d’une augmentation du nombre de cellules B220+ et des lymphocytes T régulateurs, au niveau des
ganglions. De plus, I'exposition de cellules dendritiques myéloides (mDCs) activées (LPS) issues de la
moelle osseuse avec des splénocytes traités PUVA ne provoque pas de changement d’expression des
marqueurs de surface de ces mDCs ni de leur production de TNF-a, en revanche cette co-culture
provoque l'augmentation de leur production d’IL-10. Les auteurs montrent également que I'll-10
sécrétée par les cellules de la moelle osseuse greffées est nécessaire a l'effet bénéfique de la
réinjection de cellules traitées PUVA (167). Dans ce modele, I'efficacité de la PCE est la méme quand
les splénocytes traités et réinjectés sont déplétés en T et en B suggérant que |'effet bénéfique de la
PCE proviendrait du traitement de cellules autres que les lymphocytes. Ces résultats sont étonnants,
puisque la plupart des auteurs montre I'importance de la présence de lymphocytes T « pathogenes »
dans I’échantillon traité.

Dans lI'ensemble, les études cliniques comme les modeles in vivo semblent montrer une
augmentation du nombre de Tregs chez les patients ou souris atteints de GvHD, apres traitement PCE.
Cependant, I'hétérogénéité de la réponse, notamment chez les patients ainsi que les moyens utilisés
pour définir les Tregs remettent en cause 'interprétation des résultats.

IV. La polyarthrite rhumatoide

Aujourd’hui, la PCE est également utilisée en deuxiéme ligne de traitement de certaines
pathologies auto-immunes, parmi lesquelles, on retrouve le psoriasis, la maladie de Crohn ou encore
la polyarthrite rhumatoide. Nous allons nous intéresser a la polyarthrite rhumatoide. Ce modéle animal
sera développé ultérieurement pour I'étude des mécanismes d’action de la PCE.

A. Polyarthrite rhumatoide et PCE

La polyarthrite rhumatoide (RA) est une maladie auto-immune caractérisée par une inflammation
synoviale persistante, une production d’auto-anticorps (Facteur rhumatoide, anticorps anti-peptide
cyclique citrulliné qui reconnaissent par exemple le collagene) (168), une destruction des os et des
cartilages et par des disfonctionnements systémiques (problémes cardiovasculaires, pulmonaires,
etc...). Elle touche plus fréquemment les femmes que les hommes (4 fois plus), peut apparaitre a tout
age, mais est principalement développée entre 40 et 60 ans, et affecte plus de 1% de la population
mondiale. Les causes d’apparition de la polyarthrite rhumatoide ne sont aujourd’hui pas connues. Elle
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implique une prédisposition génétique et différents facteurs environnementaux. La susceptibilité de
développer une polyarthrite semble étre liée au HLA-DR4 et DR1, avec prés de 90% des patients
porteurs de ces types de HLA (169).

Historiquement, la RA était considérée, comme beaucoup de maladies auto-immunes, comme
étant médiée par des cellules T de type Th1. Or a ce moment-I3, les lymphocytes T Th17 n’étaient pas
encore connus. Aujourd’hui, le réle de ces deux types cellulaires dans le développement de la RA n’est
pas clair, méme si les deux sous-populations semblent étre impliquées (170). De plus, les patients
atteints de RA semblent montrer une dérégulation de leur balance Th17/Treg, en faveur des Th17 (171,
172). Les Th17 joueraient un réle important dans I'inflammation synoviale ainsi que dans I’érosion
osseuse a travers leur sécrétion d’IL-23 et d’IL-17. Les études faites sur différents modéles murins de
RA montrent I'implication de la cytokine 1l-17 (sécrétée par les Th17) dans le développement de la
pathologie (173). L'IL-17 synergise avec le TNF-a et I'IlL-1 afin de promouvoir I'activation des
fibroblastes et des chondrocytes, responsables de I'inflammation synoviale et I'érosion osseuse (171,
172).

Le caractere inflammatoire de la RA vient de la quantité importante de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-q, IL-17, IL-1, etc..) en comparaison de celle des cytokines anti-inflammatoires (IL-
4, 1L-10, etc...) (170). En effet, une étude clinique montre une forte présence de cytokines pro-
inflammatoires (IL-12, IL-18, TNF-a) chez les patients atteints de RA (174). Le tableau n°5 reprend
I'implication des différentes cytokines dans la pathogéneése de la RA.
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Cytokines Fonctions clés liées aux maladies

Active les leucocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes
synoviales, induisant la production de cytokines, quimioquines,
molécules d'adhésion et les enzymes de la matriz, suppression des
fonctions des lymphocytes T régulateurs; activation des ostéoclastes;
résorption du cartilage et des os; impliquée dans les dysfonctions
métabolique et cognitive.

Activent les leucocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes
synoviales; induisent la production d'enzyme de la matriz par les
Interleukine-1a et 1B chondrocytes; activent les ostéoclastes; engendrent la fievre;
augmentent le métabolisme du glucose; et réduisent les fonctions
cognitives

TNF-a

Active les leucocytes et les ostéoclastes; est impliquée dans la
différentiation des lymphocytes B; régule le métabolisme des lipides,
Interleukine-6 les réponses de phase aiglie et I'anémie des maladies chroniques; et
est impliquée dans la dysfonction de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et la fatigue.

Promeuvent et maintiennent I'activation des cellules T et des cellules
Interleukine-7 et 15 Natural Killer et les cellules T mémaoires, bloquent 'apoptose et
maintiennent les interactions entre les macrophages et les cellules T.

Agissent synergétiquement pour augmenter I'activation des

Interleukines-17A et 17F | _ . .
fibroblastes synoviaux, des chondrocytes et des ostéoclastes

. Promeut I'activation des Th1, des neutrophiles et des cellules Natural
Interleukine-18

Killer
Interleukine-21 Active les Th17 et sous populations de cellules B
Interleukine-23 Accroit le nombre de Th17

Active la production de cytokines par différents leucocytes et promeut

Interleukine-32 ers L. ,
la différentiation des ostéoclastes

Interleukine-33 Active les mastocytes et les neutrophiles

Tableau 5. Cytokines impliquées dans la pathogénése de la polyarthrite rhumatoide et leurs
fonctions. Inspiré de la revue publiée par Mc Innes en 2011 dans le journal The New England Journal of
Medicine (171).

Les cellules B CD20+ joueraient également un role dans le développement de la pathologie ; il a
été montré que I'usage de Rituximab (anti CD20) a une efficacité de traitement sur la RA (175). Le role
des lymphocytes B serait principalement lié a la production d’auto-anticorps, la présentation d’auto-
antigénes et la production de cytokines pro-inflammatoires (II-6, TNF-ay).
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Les lymphocytes T CD4+ (Th1 et/ou Th17) seraient responsables de la polyarthrite rhumatoide.
Comme nous I'avons déja mentionné, le traitement PCE est efficace dans le traitement de certaines
pathologies médiées par les lymphocytes T, différents auteurs ont donc appliqué la PCE dans le
traitement de cette pathologie. Le traitement PCE est utilisé afin de réduire les symptémes de I'arthrite
patient, a
Il existe peu d’études cliniques d’utilisation de la PCE pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide.
En effet seules deux études sont recensées dans la littérature avec un total de 24 patients (dont la
maladie progresse malgré les traitements conventionnels). 49% des patients traités montre une
réponse, une diminution de leurs symptémes aprés traitement (176, 177). D’autres études ont été
réalisées dans I’étude du traitement sur les atteintes cutanées de I'arthrite (psoriasis), ou la encore, la
PCE démontre son efficacité.

chez le travers  I'élimination des lymphocytes T  « pathogenes ».

Auteur Année N° Patients d':r‘::fite gl?) e;:?:?;)
b6 1991 7 PAR 57
0 1996 8 AP 50
. 1999 17 PAR 41
olc 0 A 2012 52 AP 94

Tableau 6. Récapitulatif des études cliniques publiées du traitement PCE sur l'arthrite. PAR:
polyarthrite rhumatoide, AP : Arthrite psoriatique. (176-179).

Une étude clinique de phase 2 a été récemment réalisée par I'équipe de Keystone Edwards afin
d’évaluer l'effet thérapeutique de la PCE sur des patients atteints de polyarthrite rhumatoide,
réfractaires aux traitements conventionnels. Cette étude réunit 86 patients traités dans différents
centres de soins (France, Allemagne, Canada, etc...), entre 2003 et 2006 ; les données obtenues ne sont
pas accessibles pour le moment, néanmoins ce travail montre I'intérét actuel d’appliquer la PCE pour
le traitement de la polyarthrite rhumatoide.

La PCE semble montrer une certaine efficacité pour traiter cette pathologie, il serait réellement
nécessaire d’augmenter le nombre d’études cliniques afin de conclure sur I'effet bénéfique de cette
thérapie pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide.

L'étude de la pathogénése et des mécanismes immunitaires impliqués dans la polyarthrite
rhumatoide a été fortement facilitée grace au développement d’un modele murin induit par I'injection
de collagene, modeéle reconnu pour ses similitudes avec la pathologie humaine.

B. Modeles murins
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Il existe plusieurs modeles murins de polyarthrite rhumatoide murine induite par :
e injection de collagéne d’origine xénogénique (CIA),
e transfert d’Ac d’arthrite induite par le collagéne,
e injection de complexes immuns
e injection de peptidoglycan-polysaccharide.

Le modéle murin de RA induite par le collagéne (collagen-induced arthritis, CIA) est un modéle
d’arthrite autoimmune. Il reproduit les caractéristiques immunologiques et pathologiques de la RA
chez 'Homme (180). Généralement la pathologie est induite et développée chez des méles de type
DBA/1 (H29%) agés de 6 a 8 semaines (181). L'immunisation des souris se fait par une injection d’une
émulsion de collagéne bovin de type Il (Cll) et d’adjuvant complet de Freund (CFA), a la base de la
gueue, en sous-cutané. Les premiers symptomes d’inflammation apparaissent 21 jours apres
I'immunisation, au niveau des différentes articulations des pattes. La pathologie se développe chez 80
a 100% des souris souches susceptibles (182).

De la méme facon que chez I’'Homme, les souris ont une susceptibilité a développer la CIA liée a
leurs molécules de CMH. Il a été montré que les souris d’haplotypes H29 et/ou H2" étaient sensibles au
développement de cette pathologie, contrairement a d’autres souches (180). Ce modeéle est
aujourd’hui tres largement utilisé pour comprendre le développement de la RA chez I'Homme, mais
également dans le but de trouver de nouvelles thérapies pour le traitement de cette pathologie.

Chez la souris, le mécanisme de développement du CIA est peu connu, néanmoins I'implication de
lymphocytes T semble claire ainsi que celle des lymphocytes B a travers leur production d’Ac auto-
réactifs. La présence d’auto-anticorps spécifiques du collagéne de type Il semble étre responsable de
I"apparition d’une inflammation au niveau articulaire, ce serait le premier mécanisme dans le
développement de la polyarthrite rhumatoide (180, 183). De nombreuses données montrent
également l'implication de lymphocytes T CD4+ auto-réactifs. En effet, 3 semaines aprés
I'immunisation, des Lymphocytes T CD4+ spécifiques du Collagene de type Il sont observés dans les
ganglions lymphatiques et la rate. Des lymphocytes T (CD4+) spécifiques sont également détectés au
niveau des articulations (184), le répertoire TCR de ces lymphocytes T spécifiques est restreint (185).

Localement, au niveau du site d’injection les DCs vont prendre en charge la protéine de collagene.
Du fait de la présence d’adjuvant (CFA), les DCs vont maturer tout en migrant vers les ganglions
lymphatiques ol elles vont présenter les peptides issus du collagéne aux lymphocytes T naifs et
engendrer une réponse cellulaire contre ce collagéne. Le collagene de type Il se trouvant
exclusivement dans les articulations, celles-ci seront la cible des lymphocytes T (184). Les conditions
de l'injection de Cll et de CFA seraient favorables au développement d’un environnement propice a
une réponse de type Th1l (sécrétion d’IFN-y). La pathologie est également exacerbée par injection d’IL-
12 et/ou d’IL-18 (186). La nature des lymphocytes T CD4+ était décrite pour étre des Thi, aujourd’hui
certaines études montrent également I'implication de lymphocytes T Th17. Comme nous I'avons déja
précisé, la caractérisation des Th17 est arrivée apres celle des Th1l.

Dans la CIA, une grande quantité de cytokines pro-inflammatoires a été observée au niveau
articulaire telles que I'lL-1B, IL-6 ou encore le TNF-a (187). De plus, la régression de la pathologie
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observée apres l'inhibition du TNF-a et de I'lL-1B ont montré I'implication de ces deux cytokines dans
le développement de la CIA (188, 189).

Le travail réalisé par Park et al. montre que lorsque des souris sont greffées avec une moelle
osseuse de souris KO pour le gene de I'lL-17 et immunisées par injection de Cll en émulsion avec du
CFA ne développent pas de CIA. De plus, la quantité d’IL-1B, de TNF-a et d-II-6 est inférieure chez ces
animaux a celle retrouvée chez des souris ayant développé une CIA. lls démontrent également une
diminution de l'ostéoclastogénése et une augmentation du nombre de Tregs chez ces souris IL-17-/-,
néanmoins la production d’IFN-y ne semble pas étre affectée (190). Nakae et al. montrent également
la suppression de I'induction de CIA chez les souris déficientes en IL-17 (191). En revanche, les souris
IFN-y-/- (cytokine impliquée dans le développement des lymphocytes Thl) restent capables de
développer la pathologie (192).

De son coté, Korn montre que I'inhibition de I'lL-17A (par des Anticorps anti-IL-17A) provoque la
diminution du développement de CIA et une diminution de la production d’IL-6 (173), ce qui démontre
I'importance de cette cytokine IL-17 et donc des cellules Th17 dans le développement du CIA. Comme
chez 'Homme, les souris atteintes semblent présenter un déséquilibre de la balance Th17/Treg en
faveur des Th17.

La présence de lymphocytes T CD4+auto-réactifs spécifiques du collagéne, probablement des
lymphocytes T Th17 serait impliqué dans le développement de la polyarthrite rhumatoide.

Comme nous le verrons ultérieurement, nous avons choisi le modele d’induction de la CIA pour
notre étude des mécanismes d’action de la PCE. Comme nous |’'avons déja vu, la PCE est efficace sur
des pathologies ou la présence de lymphocytes T « pathogénes » et de lymphocytes T « pathogenes »
circulants sont impliqués, ce qui semble bien étre le cas dans le modéle de CIA.

V. Les mécanismes d’action de la PCE

A. Rétrospectives

Bien que la PCE soit utilisée en routine depuis 30 ans, aujourd’hui ses mécanismes d’action
demeurent peu connus.

La PCE a montré son efficacité pour le traitement de différentes pathologies (CTCL, GvHD, rejet de
greffes, maladies autoimmunes). Comme nous I'avons vu dans les chapitres précédents, la réinjection
de cellules traitées PCE (donc apoptotiques) engendre une immunomodulation qui se manifeste
différemment selon le type de pathologies. En effet, les résultats thérapeutiques obtenus apres
traitement PCE chez des patients atteints de CTCL, montrent la disparition compléte ou partielle du
clone T « pathogéne » leucémique (réponse anti-tumorale), tandis que dans le traitement des patients
atteints de GvHD, les résultats montrent une diminution des lymphocytes T « pathogenes », une
diminution des symptomes, données cliniques qui sont également observées chez des patients atteints
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de maladies auto-immunes, ce qui laisse penser a un effet tolérogene de la PCE lorsqu’elle est
appliquée sur ce type de pathologie.

L'ensemble des données cliniques ne montre pas d'immunosuppression généralisée chez les
patients traités, 'immunomodulation induite par la PCE semble donc étre spécifique et ciblée contre
les lymphocytes T « pathogénes ».

L’enjeu aujourd’hui de I'étude des mécanismes d’action de la PCE est de comprendre comment a
partir d’'un méme traitement, on obtient des effets qui suggérent la mise en ceuvre de mécanismes
d’action différents selon les pathologies concernées (115). Le seul point commun entre toutes ces
pathologies est la présence de lymphocytes T « pathogénes » circulants, qu’ils soient tumoraux dans
le cas du CTCL, alloréactifs dans la GvHD et les rejets d’organe ou encore auto-immuns dans les
pathologies auto-immunes. La présence de ces lymphocytes T dans I’échantillon traité est nécessaire
au bon fonctionnement de la thérapie (10, 129), on peut donc supposer que le contexte dans lequel
ces pathologies se développent va influencer le mécanisme immunitaire conséquent.

L'effet thérapeutique de la PCE reste encore aujourd’hui une énigme. Il pourrait I'intervention du
systéme immunitaire a I'encontre des lymphocytes T « pathogénes » et de I'induction d’une réponse
de type « immunogene » ou « tolérogéne », selon les contextes. Deux hypotheses peuvent étre
avancées afin d’expliquer I'effet immunomodulateur anti-T spécifique de la PCE: une réponse
spécifique anti-T « pathogenes » induite par la génération de lymphocytes T régulateurs générés par
un processus de « mort tolérogene » ou bien par la génération de lymphocytes T cytotoxiques a I'issue
d’un processus de « mort immunogene ».

Un des scénarios hypothétiques pourrait étre le suivant: les lymphocytes T apoptotiques
(induits par le traitement PUVA), une fois réinjectés seraient pris en charge par les APCs non traitées
du patient. La prise en charge de ces cellules apoptotiques serait I’élément initial, déclenchant selon
le contexte immunologique de la pathologie traitée, d’'une immunomodulation spécifique des
lymphocytes T « pathogénes ». Dans un premier temps, nous allons évoquer certaines études de
réinjection de cellules apoptotiques en prévention ou traitement de différentes pathologies, pour
ensuite détailler les différents éléments (expression de molécules, prise en charge par les macrophages
et les cellules dendritiques et I’élaboration d’une réponse T) impliqués dans I'élaboration d’une
réponse induite par la prise en charge de ces cellules apoptotiques.

B. Réinjection de cellules apoptotiques et conséquences sur le systeme
immunitaire dans différentes situations

De nombreux patients atteints de pathologies inflammatoires chroniques (GvHD, polyarthrite,
etc...) sont traités de fagon conventionnelle par immunosuppresseurs ou autres drogues. Une partie
de ces patients (environ 30% chez des patients atteints de RA) ne montrent pas de réponses a ces
traitements (193) ; de plus les immunosuppresseurs ou autres traitements conventionnels montrent
de nombreux effets secondaires (risque accru d’infections, etc...) et une certaine toxicité pour les
patients. Le développement d’autres stratégies thérapeutiques était donc nécessaire. Les données de
la littérature semblaient montrer que la réinjection de cellules apoptotiques possédait un effet
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immunosuppresseur, tolérogene. C'est pour cela que différents groupes (194-200) ont travaillé sur la
réinjection de cellules apoptotiques afin d’offrir une alternative thérapeutique a ces patients
réfractaires aux traitements conventionnels et ont utilisés des modeéles in vivo de maladie chronique
inflammatoire telle que I'EAE (196), la GvHD (194), d’hypersensibilité de contact (195, 197) ou encore
la polyarthrite rhumatoide (198-200) pour évaluer et démontrer I'efficacité de la réinjection de
cellules apoptotiques et de comprendre les mécanismes impliqués dans leur prise en charge. La
réinjection de cellules apoptotiques, contrairement aux traitements conventionnels n’engendre pas
de toxicité pour le patient (193).

La voie d’injection de ces cellules apoptotiques est importante puisqu’en fonction de celle-ci,
les cellules apoptotiques ne vont pas étre prises en charge par les mémes phagocytes et donc ne vont
pas engendrer les mémes types de réponses (201, 202). Dans les modéles que nous allons décrire, les
cellules apoptotiques sont injectées par voie intraveineuse et vont donc étre prises en charge au niveau
de la rate principalement par les macrophages (193). Les travaux de Miyake et al. ainsi que ceux de
McGaha et al. ont montré que dans un modele d’EAE, la réinjection de cellules apoptotiques a un effet
bénéfique de tolérance sur la pathologie. En revanche lorsque les macrophages de la zone marginale
de la rate sont déplétés, les auteurs observent une altération de la prise en charge des cellules
apoptotiques injectées par IV et le maintien de la pathologie. Ces résultats suggerent I'importance de
ces macrophages dans la prise en charge des cellules apoptotiques (196, 203).

En vue d’étudier comment la prise en charge des cellules apoptotiques peut générer un
processus anti-inflammatoire ou une réponse pro-inflammatoire, de nombreuses équipes ont réalisé
des études in-vivo de réinjection de cellules apoptotiques dans différents types de pathologies
(arthrite, EAE, GvHD). Dans un premier temps, nous allons développer les modeéles in vivo induisant
une réponse anti-inflammatoire, tolérogéne et ensuite nous verrons d’autres modeéles ou cette fois-ci
la réinjection de cellules apoptotiques peut engendrer une réponse de type pro-inflammatoire
(immunogéne). Dans les deux cas, nous allons associer des études de la PCE qui pourrait expliquer
I’'une ou l'autre des théories (tolérogene vs immunogene).

Chez la souris, la réinjection de cellules apoptotiques ou I'induction d’apoptose in vivo ont
montré, dans plusieurs modeles, une certaine efficacité tant dans la prévention que dans le traitement
de différentes pathologies auto-immunes (diabétes de type |, polyarthrite rhumatoide murine, modéle
expérimental de sclérose en plaque (Experimental autoimmune encephalomyelitis : EAE), etc...) et
d’autres pathologies inflammatoires (Sepsis, GvHD, hypersensibilité au contact,...).

Dans une étude faite sur I'EAE, Perruche et al. montrent que l'induction d’apoptose des
lymphocytes T in vivo a I'aide d’anticorps anti-CD3 et leur prise en charge par des macrophages et des
cellules dendritiques immatures provoquent une amélioration des symptomes et la sécrétion de TGF-
B par ces phagocytes. Cette sécrétion de TGF-B in vivo va engendrer la génération de lymphocytes T
régulateurs (204).
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Dans un modele murin de GvHD, De Carvalho et al. montrent que la réinjection de cellules
apoptotiques de la souris « donneuse » pendant une greffe allogénique de moelle osseuse favorise la
prise de cette greffe et suggerent I'implication de deux cytokines anti-inflammatoires, le TGF- et I'IL-
10 dans I'induction de cette tolérance, favorisant la prise des cellules du donneur (205). Des résultats
similaires sont obtenus par I’équipe de Sun et collab., sur un modeéle d’allogreffe de coeur chez le rat.
L'injection de splénocytes apoptotiques du donneur par voie intraveineuse plusieurs jours avant
I"allogreffe, favorise la prise de la greffe allogénique. Ils montrent également que la phagocytose des
cellules apoptotiques jouent un réle crucial dans I'induction de la tolérance (206).

Une autre étude réalisée par Kleinclauss et al., sur un modele de GvHD montre que la
réinjection par intraveineuse de splénocytes (de la souris « donneuse ») en apoptose précoce (induite
par une irradiation y) simultanément avec la greffe de moelle osseuse a des souris allogéniques, inhibe
le développement de la GvHD. Cet effet bénéfique des cellules apoptotiques observé serait di a la
prise en charge de ces cellules par les macrophages présents dans la souris « receveuse » et
provoquerait dans ce modele I'expansion de lymphocytes T régulateurs au niveau de la rate. Cette
expansion des lymphocytes T régulateurs disparait lorsque les souris sont traitées au préalable avec
un anticorps anti-TGF-B, ce qui suggére que le TGF-f joue un réle important dans I'effet préventif induit
par les cellules apoptotiques (194).

Enfin dans le modéle de la polyarthrite rhumatoide murine (CIA), développé par Bonnefoy et
al., la réinjection de thymocytes irradiés (Rayon X) d’un donneur provoque la diminution des
symptomes arthritiques. Cette diminution est due a la sécrétion de TGF-B puisque I'inhibition de cette
cytokine bloque I'effet bénéfique de I'injection de cellules apoptotiques (diminution des symptomes).
IIs observent également la génération de T régulateurs spécifiques du collagene au niveau de la rate,
chez les souris traitées (200).

Ces données suggerent que la réinjection de cellules apoptotiques provoque I'induction d’un
phénoméne immunorégulateur lui-méme initié par la prise en charge de ces cellules apoptotiques,
notamment par les macrophages et les DCs immatures. Dans la revue récente publiée par P. Saas en
2013, les différents modeles de réinjection de cellules apoptotiques sont décrits, les différentes
cellules responsables de leur prise en charge montrent que dans la majorité des cas, cette prise en
charge engendre la synthése de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-B) et l'inhibition de
cytokines pro-inflammatoires (193).

Dans des contextes de pathologies inflammatoires, la réinjection de cellules apoptotiques et
leur prise en charge semble induire un effet tolérogene, de par la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires et la génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques.

La PCE pourrait étre considérée comme une thérapie dont le principe repose sur la réinjection
de cellules apoptotiques. Sur cette base et selon I'état des données des recherches, on pourrait
supposer que la réinjection de cellules traitées PCE provoque la génération de lymphocytes T
régulateurs spécifiques et ainsi, est a I'origine de lI'immunorégulation observée chez les patients
atteints de GvHD, de rejets de greffes ou encore de maladies auto-immunes. Certaines études appuient
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I’hypothése selon laquelle I'effet de la PCE serait di au développement d’un phénoméne tolérogene
(153, 159, 160, 166, 195, 207, 208).

Chez la souris, les travaux réalisés par les équipes de Gatza et de Maeda, montrent, dans deux
modeles murins distincts (hypersensibilité de contact : CHS et GvHD), que la réinjection de splénocytes
« pathogenes » préalablement traités PUVA induit 'amélioration des symptémes, mais également la
génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques. L'apparition des cellules T régulatrices
spécifiques est liée, dans ces modeles a la sécrétion de TGF-B et d’IL-10 par les APCs ayant phagocyté
les cellules traitées PCE (apoptotiques) (166, 195).

Chez 'Homme plusieurs études montrent également une augmentation du nombre de
lymphocytes T régulateurs apres traitement PCE chez différents patients atteints de GvHD ou de rejets
de greffe (153, 159, 160, 207, 208). Dans ces études faites chez I'Homme, les modalités de
caractérisation des lymphocytes T régulateurs (153, 207, 208), 'hétérogénéité des résultats observés
au sein d’'une méme étude, ainsi que le faible nombre de patients étudiés permettent d’émettre des
réserves sur ces affirmations (159, 160).

Les travaux réalisés par Gerner et al., chez des patients atteints de GvHD, montrent I'effet
direct du traitement PCE sur les 6-sulfo LacNAc DC (slanDCs) (population de cellules dendritiques
inflammatoires humaines présentes abondamment dans le sang (311)). Ces cellules aprés PCE
présentent un défaut de maturation. Le traitement provoque une diminution de leur sécrétion de TNF-
a, IL-12 et IL-1P et engendre une diminution de leur capacité a induire la prolifération des lymphocytes
T CD4+ et CD8+ ainsi que la polarisation Th1 (312). La modification fonctionnelle des SlanDCs par
traitement PCE (défaut de maturation, etc...) pourrait engendrer la génération de lymphocytes T
régulateurs et ainsi la réponse tolérogene observée dans la GvHD.

L’étude réalisée par Rieber et al. sur des patients atteints de GvHD, traités PCE montre une
augmentation de cellules suppressives dérivées de cellules myéloides (MDSCs) de type neutrophile
chez les patients GvHD traités PCE en comparaison avec la quantité trouvée chez les patients non
traités ou avant traitement (313). Ces cellules sont capables de supprimer directement la prolifération
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui pourraient étre responsables de la pathologie et donc pourraient
également expliquer la réponse observée chez les patients atteints de GvHD apres traitement PCE.

In vitro, chez 'Homme, la co-culture de monocytes traités PCE (issus de patients atteints de
rejet de greffe) avec des monocytes non traités et en présence de GM-CSF et d’ll-4 provoque la
différentiation de ces monocytes en cellules dendritiques tolérogene (faible expression de molécules
de costimulation et haute expression de molécules MHC) (208, 209). La mise en culture de DCs avec
des lymphocytes T autologues traités PUVA, en présence de LPS semble provoquer la baisse
d’expression de molécules de costimulation des DCs (CD40, CD80 et CD54), ainsi que le maintien d’une
forte expression d’"HLA-DR. Les DCs présentent également la capacité de sécréter de I'll-10 (210, 211).
De méme, la coculture de lymphocytes T traités PUVA avec des PBMCs autologues non traités
provogue une augmentation de synthése de mRNA d’IL-10 et d’IL-1Ra (dépendante de I'lL-10) (161).

On peut donc émettre I'hypothése qu’aprés la réinjection des cellules traitées PUVA, les
cellules apoptotiques (dont le stade « d’apoptose » reste a déterminer) seraient prises en charge par
des DCs immatures ayant une grande capacité de phagocytose ; selon la quantité, la qualité des cellules
apoptotiques, leur capture par les DCs pourrait provoquer une diminution de la production de
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cytokines pro-inflammatoires et une augmentation des anti-inflammatoires. Ces APCs ayant phagocyté
les cellules apoptotiques montreraient une diminution d’expression de molécules de co-stimulation et
donc une perte de la capacité a stimuler une réponse T. La sécrétion d’IL-10 et de TGF-B par ces APCs
provoquerait la génération de lymphocytes T régulateurs, capables de réguler ou d’inhiber
spécifiquement les lymphocytes T effecteurs responsables de pathologies telles que la GvHD, les rejets
d’organes ainsi que certaines pathologies auto-immunes (Fig. 8).

Différents types de lymphocytes T régulateurs pourraient étre impliqués dans les mécanismes
d’action engendrés par le traitement PCE :

- Les lymphocytes T régulateurs induits en périphérie (iTreg)
- Les lymphocytes T régulateurs CD8+

Les lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) représentent un sous-type de lymphocytes T
CD4+ régulateurs qui sont induits dans les organes lymphoides secondaires a partir de la
différenciation de lymphocytes T naifs apres leur contact avec des APCs. L'induction de iTreg va
dépendre de I'environnement dans lequel se fait la polarisation des lymphocytes T naifs. Deux sous-
populations de iTreg ont été décrites : les Trl et les Th3 (314). Les Trl sont des lymphocytes T CD4+
induit par la présence d’IL-10 lors de leur polarisation, qui possédent des capacités régulatrices et
exercent leur fonction par la sécrétion de grande sécrétion d’IL-10 et en moindre quantité de TGF-f.
Les Trl expriment FoxP3 lorsqu’ils sont activés mais cette expression n’est pas nécessaire pour
I'induction de ces cellules ni pour exercer leur fonction régulatrice. Les Trl sont souvent identifier par
leur profil cytokinique (IL-10"&", TGF-Be", |L-2'°" et 'absence d’IL-4 apreés leur activation). Les Th3 sont
définis phénotypiquement par leur expression de CD4, CD25 et FoxP3, sont induits par la présence de
TGF-B et d’IL-4 lors de leur polarisation et exercent leur capacité suppressive par la sécrétion massive
de TGF-B et en moindre quantité d’'IL-10 (315).

Il existe également une autre population de lymphocytes T régulateurs, moins connus que les
Treg CD4+, caractérisés par leur expression de CD8: les lymphocytes T régulateurs CD8+. Ces
lymphocytes T et en particulier la sous-population de lymphocytes Treg CD8+ CD103+ pourraient étre
impliqués dans les mécanismes impliqués lors du traitement PCE chez les patients atteints de GvHD ou
de rejet de greffe puisqu’ils sont spécifiques des allo-antigenes. Bien que ces lymphocytes T CD8+
sécretent de grande quantité d’IL-10, leur fonction suppressive est contact dépendante (316).
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Figure 8 : Elaboration d’une réponse associée a la mort « tolérogéne » par la PCE. Schéma inspiré de
différentes revues (167, 212-214). Les PBMCs du patient sont prélevées par cytaphérése (1), sont mises
en présence de 8-MOP et irradiées aux UV-A (2), ce qui provoque I’entrée en apoptose des lymphocytes
T, notamment des lymphocytes T « pathogenes » (3). Ces cellules apoptotiques vont sécréter des
cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-10 ou le TGF-8 (immunosuppression directe). Les cellules
traitées vont étre réinjectées au patient par voie intraveineuse (4) et vont étre prises en charges par les
APCs (macrophages et cellules dendritiques) qui relargueront également des cytokines anti-
inflammatoires (5). Les DCs immatures (tolérogéniques) présentent les antigénes dérivés des cellules
apoptotiques aux lymphocytes T naifs (6), expriment peu de molécules de costimulation ce qui provoque
la génération de lymphocytes T régulateurs (7) qui inhibent/régulent les lymphocytes pathogénes,
responsables de la pathologie (8).

La majorité des études réalisées sur la réinjection de cellules apoptotiques montrent
I'induction d’une réponse de type « tolérogene », en revanche, dans d’autres situations, cette
réinjection peut engendrer une réponse plutét de type « immunogene ».

i. Concept de mort immunogéne dans le cancer

Le groupe de L. Zitvogel, en 2007 montre que suite a des traitements de chimiothérapie ou
radiothérapie (anthracycline, radiothérapie y) induisant la mort des cellules cancéreuses une réponse
anti-tumorale est développée, médiée par des lymphocytes T CD8+, avec la production de cytokines
pro-inflmammatoire, phénomene décrit comme « mort immunogene ».

Les premieres observations ont été faites chez la souris dans un modele de carcinome de colon.
Dans ce modeéle (CT26), l'injection de cellules tumorales (carcinome de colon, CT26) induites en
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apoptose par des drogues de chimiothérapie : anthracyclines (Doxorubine) entraine une réponse
systémique anti-cancéreuse.

Dans cette étude, des souris sont injectées avec des cellules tumorales préalablement traitées aux
anthracyclines (ce qui entraine leur apoptose) dans un de leurs flancs. Une semaine plus tard, des
cellules issues de la méme lignée tumorale (vivantes) sont injectées a ces souris, dans le flanc opposé.
Les auteurs observent que les souris préalablement « vaccinées » avec des cellules tumorales
apoptotiques traitées aux anthracyclines ne développent pas de tumeur (Fig. 9). En revanche les souris
qui n’ont pas recu cette premiére injection de cellules traitées aux anthracyclines développent une
tumeur. Cette réponse anti-tumorale disparait apres inhibition des caspases ou déplétion des cellules
CD8+ montrant ainsi I'implication des lymphocytes T CD8+ dans |'effet anti-tumorale aprées la
réinjection de ce type de cellules. De plus cette protection n’a lieu que si le méme type de cellules est
inoculé, ce qui montre une spécificité de cette réponse anti-tumorale. Cet effet protecteur est
également maintenu a long terme et lorsque les splénocytes de souris traitées sont prélevés et
réinjectés par voie intraveineuse a des souris saines injectées a posteriori avec la méme lignée
tumorale (transfert de la protection) (215).
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Figure 9 : Modéle de l'induction d’une réponse anti-tumorale CD8+ apres réinjection de cellules
tumorales apoptotiques induites par Doxorubine, proposé par Noelia Casares, dans I'article publié
dans le journal Journal of experimental medicine, en 2005 (215).

Dans ces études, il est également démontré que I'obtention d’une telle réponse anti-tumorale,
nécessite que le sujet traité soit immunocompétent et que la prise en charge de ces cellules
apoptotiques ainsi que l'induction de cette réponse soit faites par les cellules dendritiques. L'induction
de I'apoptose des cellules tumorales par irradiation gamma provoque le méme type de réponse anti-
tumorale immunogénique (215).

Plus tard, la méme équipe montre que dans ce modéle de mort « immunogene », I'apoptose des
cellules tumorales provoque I'expression ou la sécrétion d’un certain nombre de molécules dites de
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danger (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs) qui sont associées au caractére immunogene
de I'apoptose dans ces modeles.

Parmi ces DAMPs, on retrouve :

e La Calréticuline (CRT), une protéine chaperone, localisée dans les conditions normales dans le
réticulum endoplasmique (RE) des cellules, est aussi responsable de la régulation du Ca?*. Dans
le contexte d’'une mort immunogene, la CRT s’exprime au niveau de la membrane plasmique
(216). L'externalisation de la CRT est provoquée suite a I'induction d’un stress du RE qui se
traduit par la phosphorylation de la protéine elF2a (217). L'ecto-CRT faciliterait la phagocytose
des cellules par les moDCs, par la liaison avec CD91 ou encore avec le scavenger receptor A
(218, 219).

e Lesprotéines Hsp70 et Hsp90, sont des protéines chaperones qui dans les conditions normales
se trouvent dans le RE. Dans un contexte de mort immunogene les protéines Hsp70 et -90 sont
exprimées a la membrane des cellules apoptotiques, aprés |'apparition d’un stress du RE,
comme la CRT. (220, 221). Tout comme la CRT, les protéines Hsp se lient au récepteur CD91
(218).

e |'HMGBI1 (high-mobility group box 1 protein), est une protéine nucléaire relarguée dans le
milieu extracellulaire, dans un contexte de mort immunogéne. La protéine HMGB1
extracellulaire se lie au TLR-4 et favoriserait la prise en charge et la présentation antigénique
des DCs (222). La protéine HMGB1, en fonction de son état d’oxydation ne va pas jouer le
méme réle. Dans le contexte de mort immunogene, la protéine HMGB1 doit se trouver dans
un état complétement réduit afin d’assurer sa fonction (223).

o L'ATP, sécrété par les cellules apoptotiques dans le contexte de mort immunogéne, permet de
par sa liaison au récepteur P2RX7, I'activation de I'inflammasome NLRP3, responsable de la
maturation de la caspase 1, ce qui permet la sécrétion d’IL-1B mature (224).

o L'IL-1B, sécrétée par les DCs qui ont préalablement phagocyté des cellules
apoptotiques « immunogénes », est une cytokine pro-inflammatoire qui permet notamment
le « priming » des lymphocytes T CD8+, antigéne spécifique (224).

Suite a ces travaux, quatre inducteurs de mort immunogene ont été décrits : des pathogenes, des
traitements de chimiothérapie, des atteintes physiques (irradiation, thérapie photodynamique, ...) ou
encore « nécroptotique ». La PCE pourrait dans ce contexte se rapprocher de la mort immunogéne
induite par irradiation. Selon les données de la littérature, les cellules tumorales irradiées expriment
la CRT a leur surface ainsi que la protéine Hsp70, sécretent de I’ATP et I'lL-1b et relarguent la protéine
HMGB1 (221).

Selon le modéle de I'équipe de L. Zitvogel, le développement d’'une mort tolérogene ou
immunogene dépend notamment de I'expression précoce de CRT a la surface des cellules apoptotiques
(217, 225). l'importance de I'ordre spatiotemporel est ici, a prendre largement en compte. Nous
discuterons de cette précocité ultérieurement dans la discussion appartenant au chapitre de I'étude
in vitro des mécanismes d’action de la PCE.
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Il a été montré que l'irradiation de cellules tumorales murines (carcinome du sein, des poumons
et de prostate) a 100Gy provoque |'exposition de CRT a leur surface, le relargage d'HMGBI1 et la
sécrétion d’ATP dans le milieu extracellulaire. Cette irradiation engendre in vitro comme in vivo une
modulation immunogénique : I’externalisation de la CRT et I'augmentation de I'expression de certaines
molécules impliquées dans le « processing » des antigenes (MHC-I, etc...). Les cellules tumorales
irradiées ayant survécu vont étre plus sensibles a une lyse médiée par les lymphocytes T cytotoxiques
(CTLs) que celles qui n’ont pas été irradiées. Lorsque I'on bloque la CRT, la lyse des cellules irradiées
diminue en comparaison a celle exprimant de la CRT en surface (226).

Enfin, Bell, montre que le I'induction d’apoptose (par traitement a I’ectoposine et la
staurosporine) dans deux lignées tumorales (Jurkat et U937) provoque le relargage d’"HMGB1 dans le
millieu extracellulaire (227).

ii. Mortimmunogéne et Thérapie Photo-Dynamique

La Thérapie Photo-Dynamique (PDT) est une immunothérapie qui consiste a injecter un agent
photosensibilisant par exemple par voie intraveineuse ou par application locale (sous forme de créme).
Cet agent s"accumule majoritairement dans les cellules tumorales. L'irradiation de la zone tumorale a
la lumiére (entre 400 et 850 nm : lumiére visible) compatible avec le spectre s’absorption de I'agent
photosensibilisant, va activer cet agent et engendrer |'apparition d’espéeces réactives de I'oxygene
(ROS) qui vont par leur activité toxique, détruire les cellules tumorales et provoquer un phénomeéne
inflammatoire (228, 229).

Selon les données rapportées, cette thérapie est capable d’engendrer trois types de mort
cellulaire différents : la nécrose, I'apoptose et I'autophagie. L’apoptose semble étre la mort cellulaire
majeure aprés un traitement par thérapie photodynamique in vivo (230, 231). La PDT est capable
d’engendrer deux types d’action anti-tumorale : une action directe a travers la mort des cellules
tumorales et indirecte par le développement d’une réponse immune anti-tumorale. La mort cellulaire
induite par la PDT touche principalement les lymphocytes et |la aussi, les lymphocytes activés sont plus
sensibles au traitement que les autres (232), de plus il a été montré que la thérapie ne fonctionnait
gue chez des sujets immunocompétents.

Les cellules tumorales traitées par PDT (utilisant soit de la photofrine soit de I’hypéricine comme
agent photosensibilisant), exprimaient a leur surface deux DAMPs: la protéine Hsp70 et la
Calréticuline, sécrétaient de I’ATP et étaient capables d’induire le relarguage d’ll-1B par les DCs,
suggérant 'apparition d’'un effet anti-tumoral immunogene. Ces auteurs ont également démontré
I'implication de la CRT dans la phagocytose des cellules qui I’expriment (233, 234)

L'une des caractéristiques communes entre le traitement par les anthracyclines et la PDT
(Photophrine et Hypéricine) est I'apparition d’un stress du Reticulum endoplasmique (RE) (234). De
plus, le traitement de cellules tumorales par PDT provoque la maturation des cellules dendritiques
ayant phagocyté les cellules traitées. Chez les souris, la réinjection de cellules tumorales traitées par
Hyp-PDT les protége du développement tumoral, de la méme facon que le fait I'injection de cellules
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tumorales traitées par anthracyclines (immunogénique). L'exposition précoce de la CRT a la surface
des cellules apoptotiques serait la clé du déclenchement d’une réponse immunogene (234, 235).
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Figure 10 : Mécanismes d’action décrit pour la Thérapie Photo-dynamique (PDT), par Ana P.
Castano, dans I'article Photodynamic therapy and anti-tumour immunity, publié dans la revue Nature
reviews cancer, en 2006. La thérapie Photo-Dynamique va provoquer I'apoptose des cellules tumorales
qui vont étre prises en charge par des DCs immatures. Ces DCs vont maturer et migrer jusqu’aux
ganglions lymphatiques ol elles vont présenter les Ags dérivés des cellules tumorales apoptotiques aux
T naifs et ainsi développer une réponse anti-tumorale médiée par les LTs cytotoxiques (228).

De la méme fagon que la PCE, la PDT qui est aujourd’hui utilisée pour traiter certaines Iésions
cutanées pré-cancéreuses ou certains cancers cutanés non mélanocytaires a été proposée pour le
traitement de pathologies telles que la GvHD, certaines formes cutanées de CTCL ou encore certaines
pathologies autoimmunes.

La PDT posséde donc de nombreuses similitudes avec la PCE comme : |'utilisation d’agent
photosensibilisant, I'irradiation par lumiere visible, 'apoptose induite des lymphocytes T avec une
cinétique plus rapide des lymphocytes T activés, une immunomodulation, etc.., ce qui laisse suggérer
que la PCE pourrait elle aussi provoquer un effet immunogene sur les cellules tumorales (exemple du
CTCL).

iii. Mort immunogéne et PCE — Hypothése

Cependant le scénario, tiré de quelques études cliniques de PCE chez des patients atteints de GvHD
et de rejet de greffe, qui implique la génération de lymphocytes T régulateurs ainsi que la sécrétion de
cytokines anti-inflammatoires (TGF-B et IL-10) est peu convaincant pour expliquer la réponse
antitumorale observée chez les patients atteints de CTCL traités par PCE.
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La théorie de la « mort immunogéne », développée en 2007, par I'équipe de Laurence Zitvogel et
observée dans plusieurs contextes pourrait constituer une autre base a la compréhension des
mécanismes d’action de la PCE.

Différentes études de la PCE (107, 110, 236) montrent que le traitement PCE serait capable
d’induire une réponse de type « immunogene ». L'ensemble de ces études sont réalisées sur des
cellules issues de patients atteints de CTCL.

L’activation (PHA) in vitro, de lymphocytes T issus de PBMCs de patients atteints de CTCL avant et
apres traitement PCE, montre une augmentation de la sécrétion des cytokines de type Th1 (IFN-y) et
une diminution des Th2 (IL-4) par les lymphocytes T apres le traitement. Ce changement de profil
cytokinique est associé a la disparition du clone T pathogéne au niveau du sang périphérique (107,
108). Plus récemment, il a également été montré que in vitro, le traitement PUVA réalisé sur des
PBMCs préalablement activés par des molécules agonistes de TLR-4 et de TLR-7 (LPS/ R848
respectivement) provoquait la sécrétion d’IL-1p et de TNF-a par les mDCs traitées, deux molécules de
type pro-inflammatoire (236). Une autre étude faite ex vivo, sur des monocytes de patients atteints de
CTCL avant et apres 6 mois de traitement PCE montre une augmentation de la sécrétion de TNF-a et
d’IL-6 apres traitement, en comparaison avec celle obtenue avant (110). Il a également été montré
que le traitement PUVA des cellules d’une lignée cellulaire de lymphome murin (RMA) pouvait
promouvoir I'expression de MHC-I (237), molécule impliquée dans la réponse effectrice de type CD8+.

Enfin, I'apoptose plus rapide aprés traitement PUVA des lymphocytes T activés démontrée au sein
de notre laboratoire (28) pourraient s’inscrire dans cette théorie de mort immunogéne. Comme le
suggere D. Hannani dans son « opinion article » (238) : les lymphocytes T activés traités PUVA,
apoptotiques pourraient exprimer des DAMPs comme la CRT, la protéine HMGB1 ou encore I'ATP, étre
pris en charge plus précocement, avant les lymphocytes T au repos par les DCs et donc pourraient
servir comme « source » d’antigéne pour |'élaboration d’'une réponse par les cellules dendritiques.
L’émission de DAMPs par les lymphocytes T apoptotiques pourrait provoquer la maturation des DCs,
la présentation par les DCs des antigenes issus de ces lymphocytes T apoptotiques, aux lymphocytes T
naifs dans les ganglions et ainsi engendrer I’élaboration d’une réponse T cytotoxique (CD8+) spécifique
contre les lymphocytes T « pathogénes » (Fig. 11).
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Figure 11 : Elaboration d’une réponse associée a la mort « immunogéne » induite par la PCE. Les
PBMCs du patient sont prélevés par cytaphérése (1), sont mis en présence de 8-MOP et irradiés aux UV-
A (2), ce qui provoque l'entrée en apoptose des lymphocytes T, notamment des lymphocytes T
« pathogénes ». Ces lymphocytes T en apoptose expriment a leur surface de la Calréticuline et des
protéines Hsp (70 et 90), relarguent HMGBI1 et sécretent I’ATP ainsi que de I'IL-18, une cytokine pro-
inflammatoire (3). Ces cellules apoptotiques sont réinjectées au patient (4) et prises en charge par les
DCs (5). Les DCs qui phagocytent les cellules apoptotiques, maturent notamment grdce aux DAMPs
exprimés et sécrétés par les lymphocytes T apoptotiques, et vont étre capables d’engendrer une
réponse cytotoxique induite par la présentation des antigénes dérivés de ces cellules aux lymphocytes
T naifs (6) et provoquer leur polarisation vers un profil lymphocytes T CD8+ (7). Ces lymphocytes T
cytotoxiques sont spécifiquement dirigés contre les antigénes des cellules apoptotiques, donc contre
les lymphocytes T « pathogénes » (8).

Les données obtenues par le groupe de L. Zitvogel, celles obtenues par I'étude de la Thérapie
Photo-dynamique, ainsi que la similitude (de protocole) entre la PCE et la PDT suggérent que la mort
immunogene pourrait expliquer les résultats cliniques observés chez des patients atteints de CTCL
apres traitement PCE. L'étude de I'expression et de la sécrétion des différents DAMPs par les cellules
traitées PCE pourrait étre une donnée importante afin d’analyser leur capacité a générer une réponse
de type immunogene.

Nous allons maintenant détailler les différents mécanismes impliqués dans la prise en charge
des cellules apoptotiques par les APCs et la conséquente élaboration d’une réponse T.
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C. Prise en charge de cellules apoptotiques

Des phagocytes dits professionnels, tels que les macrophages et les cellules dendritiques (DCs)
sont spécialisés dans la prise en charge de cellules apoptotiques, ce sont aussi des cellules
présentatrices d’antigenes (APCs). D’autres phagocytes dits « non professionnels » (fibroblastes,
cellules épithéliales) sont également capables de phagocyter des cellules apoptotiques mais
uniqguement dans des contextes particuliers notamment dans les tissus tels que les alvéoles
pulmonaires ou encore I'épithélium intestinal ou les macrophages ont du mal a pénétrer (202).

Aprés phagocytose de cellules apoptotiques, les APCs sont capables de présenter a leur surface
des peptides antigéniques issus de ces cellules associés aux molécules du CMH ; ces complexes
peuvent étre alors reconnus par des lymphocytes T naifs (239) et engendrer une réponse immune
spécifique.

La prise en charge des cellules apoptotiques a été largement étudiée (240-242). L’apoptose,
dans des conditions physiologiques normales, est un processus indispensable au bon développement
et fonctionnement d’un organisme ainsi qu’au maintien de son homéostasie. Ce processus est
généralement associé a une absence d’inflammation et/ou a une réponse immunitaire tolérogéne
contre les constituants du soi (243), il permet ainsi d’éviter le développement de pathologies auto-
immunes. Afin de garantir le maintien de '"homéostasie, il est important que les cellules apoptotiques
soient correctement et rapidement prises en charge, et éliminées « silencieusement ».

La prise en charge de cellules apoptotiques dépend du recrutement des phagocytes da a la
sécrétion de molécules « find-me signal » par les cellules apoptotiques, a I'expression de signaux « eat-
me » a la surface de ces cellules apoptotiques et a leur reconnaissance par les phagocytes grace aux
récepteurs exprimés par ces phagocytes.

Parmi les signaux « find-me », on retrouve 3 types de molécules : les chimiokines (CX3CL1)
(242), CXCLS, ...), les lipides (Lysophosphatidylcholine (LPC (244)) et Sphingosine-1-phosphate
(S1P(240))) et les nucléotides (UTP et ATP) (245). Ces molécules relarguées par les cellules
apoptotiques vont permettre le recrutement et |'activation des phagocytes grace a des récepteurs
spécifiques exprimés sur ces phagocytes.

L'expression de signaux « eat-me » tels que la phosphatidylsérine (PS) (246), la Calréticuline
(241), ICAM3 ou encore la Trombospondine 1 par les cellules apoptotiques va permettre d’induire la
phagocytose de ces cellules, par les phagocytes (193, 202). La phosphatidylsérine est la premiere
molécule « eat-me » qui a été mise en évidence.

Les cellules viables expriment également des molécules « eat-me » a leur surface, en plus
faible quantité que les cellules apoptotiques. La phagocytose va donc dépendre de I’équilibre entre la
présence de « eat-me signal » et celles de « don’t eat-me signal » tels que CD31 (247) ou encore CD47
(241, 248, 249), a la surface des cellules apoptotiques. La perte des signaux « don’t eat-me » par les
cellules apoptotiques fait pencher la balance en faveur des signaux « eat-me » qui favorisent ainsi leur
phagocytose.
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Tous les récepteurs capables de reconnaitre les molécules « eat-me » ne sont pas présents sur
tous les phagocytes. En fonction du lieu et de la nature de I'induction de I'apoptose, différents signaux
« eat-me » sont exprimés a la membrane des cellules apoptotiques. De plus, il existe pour chaque
signal « eat-me » différents récepteurs capables de les reconnaitre tels que les « scavenger
receptors », les récepteurs du complément, le CD14, le CD36 ou encore certaines lectines (202, 250).
Certains récepteurs reconnaissent directement la molécule alors que d’autres nécessitent une
molécule intermédiaire. Par exemple, dans le cas de la phosphatidylsérine, plusieurs récepteurs
peuvent étre mis en jeu : TIM-4 (251, 252), BAI-1 (253), Stabiline-2 (254) ou encore MerTK (recepteur
de type TAM) (255), certains reconnaissent directement la PS (TIM-4, BAI-1 et Stabiline-2) et d’autres
le font indirectement (MerTK).

La Calréticuline exprimée a la membrane est également un signal « eat-me ». Elle est reconnue
de maniére directe par les récepteurs CD91 (LRP-1) (LRP-1) (218) et « scavenger receptor A » (219) et
permet a travers eux, la phagocytose des cellules apoptotiques qui I'expriment. En effet, I'étude
réalisée par Verneret et al. montre que les cellules déficientes en CRT sont moins phagocytées que les
cellules « controles » (exprimant CRT) (256). La Calréticuline peut étre également reconnue de
maniere indirecte par sa liaison a la molécule du complément Clq. L'étude réalisée par Paidassi et al.,
en 2011, montre l'interaction de la CRT avec la molécule du complément Clq sur des cellules
apoptotiques d’une lignée tumorales (257). Des études par FRET ont également montré I'interaction
de la partie globulaire de la molécule C1q et de la CRT a la surface des cellules en apoptose précoce
(256). Limplication de Clqg dans la prise en charge des cellules apoptotiques a été largement
démontrée puisque son inhibition entraine le développement de pathologies auto-immunes,
notamment du lupus érythémateux systémique (258, 259).

La Calréticuline peut intervenir également dans le déclenchement du phénomeéene de mort
immunogéne dans certains contextes particuliers de chimiothérapie ou radiothérapie (225) comme
nous I'avons développé dans la partie « concept de mort immunogeéne et cancers ».

Il est important de souligner que les molécules « eat-me » ne seront a l'origine d’une
endocytose que si parallelement a leur expression la cellule présente une diminution des signaux
« don’t eat-me » tels que CD47 et CD31 (241).
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Figure 12 : Schéma regroupant les différentes molécules intervenant dans la prise en charge des
cellules apoptotiques, proposé par S. Arandjelovic dans I'article « (202). Les cellules apoptotiques
relarguent des molécules dites « find-me » (1) dans le but d’attirer et d’activer les phagocytes. Pour
étre reconnue par les phagocytes, les cellules apoptotiques doivent exprimer a leur surface, une série
de molécules dites « eat-me » (2). Les récepteurs de ces molécules de « eat-me » a la surface des
phagocytes vont pouvoir les reconnaitre et phagocyter les cellules apoptotiques (202).

Un défaut dans la reconnaissance, la prise en charge et I’élimination des cellules apoptotiques
peut entrainer I'apparition de pathologies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique
(SLE) (213, 260, 261).

La plupart des travaux réalisés sur la prise en charge des cellules apoptotiques (262-264) décrit
ce phénoméne comme un processus immunosuppressif, en revanche d’autres études suggerent
gu’elle pourrait étre a l'origine d’une réponse plutét immunostimulatrice (265-268). Le type de
réponse immune engendrée par la prise en charge des cellules apoptotiques reste donc a ce jour tres
débattue, elle pourrait dépendre du contexte dans lequel elle se déroule. Ainsi, le type de cellules
apoptotiques, celui des phagocytes, les différentes molécules présentées par les cellules apoptotiques,
les facteurs relargués par les phagocytes et par les cellules apoptotiques ainsi que la cause de la mort
cellulaire vont orienter le type de réponse (193, 269).
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Dans certaines conditions d’apoptose induite par des anticorps (anti-CD3, irradiation y et
dexaméthasone), il a été observé que les lymphocytes T apoptotiques relarguaient deux cytokines anti-
inflammatoire : TGF-B (270) et IL-10 (271), favorisant ainsi un microenvironnement anti-inflammatoire.
La relargage de ces cytokines semble provoquer I'inhibition de la sécrétion de TNF-a par les phagocytes
(270). Les cellules apoptotiques possederaient donc un effet immunorégulateur direct au cours de leur
prise en charge (193).

Il a également été montré que la co-culture de lymphocytes T apoptotiques avec des
macrophages provoquait la sécrétion d’IL-10 dans le milieu extracellulaire (262). De la méme fagon, la
prise en charge de neutrophiles apoptotiques provoque la sécrétion de TGF-B par les macrophages
(263, 264). Dans les deux cas, il a été démontré que la phagocytose des cellules apoptotiques par les
macrophages provoquait I'inhibition de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a,
I'll-1B ou encore le GM-CSF (262-264). Selon toutes ces données, la prise en charge des cellules
apoptotiques par les macrophages provoque un effet immunosuppresseur.

Méme si les macrophages sont les APCs qui phagocytent le plus efficacement les cellules
apoptotiques, les cellules dendritiques sont, elles aussi, capables de les prendre en charge (272).
Lorsque cette prise en charge se fait par les cellules dendritiques, deux conséquences différentes
peuvent apparaitre en fonction de leur état de maturation et des voies de signalisation mises en jeu
(273-275).

Il a été décrit que dans certaines conditions, la prise en charge de cellules apoptotiques
(neutrophiles humains, lignées tumorales humaines, lignée de lymphome murin) par les DCs inhibe
leur maturation (276-278) ce qui favorise I'induction d’une immunotolérance (275, 279)..

Par exemple, Stuart et al. montrent que la mise en présence de cellules apoptotiques
(neutrophiles humains induits en apoptose par 24h d’incubation sans sérum et thymocytes murins
induits en apoptose par 4-6h d’incubation avec du dexaméthasone) avec des DCs myeloides immatures
de souris provoque la phagocytose de ces cellules apoptotiques par les DCs. En revanche cette
phagocytose n’engendre pas la maturation des DCs, puisque I'expression de CD40, CD86 et CD83 a leur
surface reste la méme en présence ou non de cellules apoptotiques. Les auteurs observent également
qgue la phagocytose des cellules apoptotiques inhibe la sécrétion d’ll-12 par les DCS. Dans ces
conditions, ces résultats suggerent que la prise en charge de cellules apoptotiques par des DCs
immatures n’engendre pas leur maturation (276).

Sauter et al. montrent également que les DCs sont capables de phagocyter des cellules
nécrotiques comme des cellules apoptotiques mais que seules les cellules nécrotiques (induites par
plusieurs cycles de changement de température brusque) de lignées cellulaires (cellules de mélanome
SK29, cellules d’adénocarcinome de rein 293, fibroblastes murins NIH-3T3, etc...) ont la capacité
d’induire la maturation des DCs, apres 48h de co-culture. La maturation des DCs est mesurée par
cytométrie en flux par I'expression de CD40, CD86, CD83 et HLA. Les cellules apoptotiques (induites
par irradiation UV-B) n’induisent pas la maturation des DCs (277).

D’autres études montrent que la prise en charge de cellules apoptotiques par les moDCs engendre
leur maturation (266), provoque ensuite la présentation des antigenes en association avec les
molécules classe | ou Il du CMH et favorise le développement d’une réponse immune des lymphocytes
T effecteurs (267, 274)
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Par exemple, chez I'Homme, d’autres auteurs ont montré que la prise en charge de PBMCs activés
(par la PHA ou des anticorps monoclonaux anti-CD3/CD28) apoptotiques, par des cellules dendritiques
autologues provoquait la maturation de ces DCs ainsi que la sécrétion de TNF-a et d’IL-6, deux
cytokines pro-inflammatoires. Ces DCs étaient en conséquence capables de présenter les antigénes
dérivés de ces cellules apoptotiques a des lymphocytes T naifs et d’induire leur prolifération ainsi que
la production d’IFN-y ; la prise en charge de PBMCs apoptotiques au repos par les DCs, n’engendrait
pas cette réponse (265). D’autres travaux ont montré que les DCs au contact d’une quantité
importante de cellules apoptotiques, pouvaient sécréter de I'll-1B, du TNF-a et de I'll-10 (267).

Chez la souris, la vaccination avec des cellules tumorales apoptotiques (lignée leucémique
apoptotique) « thermiquement stressées » (incubation d’1h a 42°C) provoque l'apparition d’une
réponse T cytotoxique (CTLs) contre ces cellules tumorales ; réponse qui néanmoins n’apparait pas
lorsque les cellules apoptotiques réinjectées sont au repos (266, 280). L’expression de protéines de
choc thermique (HSP72 et HSP60) par les cellules apoptotiques en état de stress thermique pourrait
contribuer a leur prise en charge par les DCs (281), a la maturation de ces DCs (expression de CD80,
CD40 et CD86 ainsi que la production d’ll-12 par les DCs) et a I'induction d’une réponse cytotoxique
(266, 268).

L'étude réalisée par Gurung et al., montre que chez la souris, la réinjection de splénocytes
« pathogeénes » apoptotiques préalablement activés par PMA/lonomycine ou par des anticorps anti-
CD3/anti-CD28 ne provoque pas de phénomeéne de tolérance, contrairement a la réinjection de
lymphocytes T au repos (282). Les auteurs montrent également que la mise en contact de lymphocytes
T activés apoptotiques avec des DCs provoque une augmentation de I'expression de CD80 et CD86
(molécules de costimulation) et la sécrétion d’IL-12 par ces DCs, autrement dit leur maturation. Cette
maturation n’est cependant pas observée lorsque les lymphocytes T apoptotiques sont au repos. Cette
différence dans la maturation des DCs au contact de lymphocytes T apoptotiques ou activés repose
sur I'expression d’une molécule de costimulation, le CD154 (CD40-L), par les lymphocytes T activés. De
plus, la restimulation in vitro des splénocytes issus des souris traitées par réinjection de cellules
activées apoptotiques avec l'antigene d’intérét (OVA) provoque la sécrétion d’IFN-y par les
lymphocytes CD4+ (lymphocytes Th1). Enfin, ils démontrent que la présence de cellules apoptotiques
activées suffit a induire I'orientation de la réponse vers une réponse de type immunogene (282).

D’apres ces études (265, 266, 268, 282), il semble nécessaire que les cellules apoptotiques
réinjectées se trouvent dans un état activé ou stressé pour qu’elles provoquent la maturation des
cellules dendritiques et I'induction d’une réponse de type immunogéne.

Les cellules dendritiques au stade immature possedent une certaine capacité endocytique, une
faible capacité de stimulation des lymphocytes T naifs (faible expression des molécules de co-
stimulation), sécrétent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-B) et favorisent donc plutoét la
tolérance. Les DCs matures, a I'inverse montrent une faible capacité endocytique, une forte expression
de CMH de classe Il et de molécules de costimulation (CD40/CD86/CD80/...) et sécrétent des cytokines
pro-inflammatoires (IL-12, IL-6, TNF-a et IL-1B) ce qui leur confére la capacité de stimuler des
lymphocytes T naifs pour engendrer une réponse immune spécifique des antigenes présentés issus des
cellules apoptotiques (283). Le stade de maturation des DCs semble étre la clé pour convertir un
antigeéne en immunogene (275).
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Figure 13 : Types de réponses engendrées par les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques
peuvent induire deux types de réponse opposées, aprés capture des cellules apoptotiques : une réponse
de type tolérogene ou de type immunogéne. Les cellules apoptotiques sont phagocytées par des DCs
immatures qui, en fonction de la présence de signaux de danger vont pouvoir inhiber ou stimuler la
réponse immune (269).

L'ensemble des travaux réalisés sur la réinjection de cellules apoptotiques ainsi que sur leur
prise en charge montre que lorsque cette prise en charge est faite par les macrophages, une réponse
de type « tolérogene » est généralement induite avec la génération de lymphocytes T régulateurs. En
revanche la prise en charge des cellules apoptotiques par les DCs est plus débattue : dans certaines
conditions elle va engendrer une réponse de type « tolérogéne » (non maturation des DCs, génération
de lymphocytes T régulateurs) et dans d’autres (par exemple quand les cellules apoptotiques sont
activées) une réponse de type « immunogeéne » (maturation des DCs et élaboration d’une réponse T
effectrice).
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Figure 14 : Orientation de la réponse engendrée par les cellules apoptotiques. Expression de signaux
« eat-me » par les cellules apoptotiques. Les cellules qui entrent en apoptose vont exprimer différentes
molécules qui vont induire leur prise en charge. En fonction des molécules exprimées, ces cellules
apoptotiques vont induire soit une réponse de type tolérogéne, soit une réponse de type immunogéne
(284).

La balance entre un effet tolérogene ou immunogéne de la prise en charge des cellules
apoptotiques va dépendre de 'organe et de I'environnement de prise en charge, de la nature des
phagocytes, du facteur d’induction de la mort cellulaire, de I'état de ces cellules apoptotiques et de
leur stade d’apoptose.

Les cellules présentatrice d’antigéne vont, comme détaillé précédemment, prendre en charge
les cellules apoptotiques ; ces cellules et notamment les DCs vont appréter et présenter les antigeénes
dérivés des cellules apoptotiques aux lymphocytes T naifs et donc engendrer une réponse contre ces
antigenes a travers la polarisation des lymphocytes T.

Les cellules dendritiques vont donc permettre I'orientation de la réponse vers la tolérance ou
I'immunogénicité ; I'état de maturation des DCs va jouer un rdle dans I'élaboration de cette réponse
(Fig. 14).

Au sein de la lignée lymphoide T, il existe deux grandes « familles », les lymphocytes T CD8+ et
les lymphocytes T CD4+. Les lymphocytes T CD8+ effecteurs ou lymphocytes T cytotoxiques sont
essentiels pour I'élimination des pathogenes en particulier des virus, des tumeurs et des
microorganismes a développement intracellulaire. Ils possedent un TCR capable de reconnaitre des
antigénes présentés par le CMH de classe I. L’'engagement entre le TCR et le complexe CMH-I/peptide
le contexte et I'environnement vont provoquer I'activation et la différenciation des lymphocytes T
CD8+ en lymphocytes T cytotoxiques. Ces lymphocytes T CD8+ possedent également une activité anti-
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tumorale puisqu’ils sont capables d’infiltrer la tumeur et de détruire les cellules tumorales par cytolyse,
principalement.

Les lymphocytes T CD4+ sont primordiaux dans I’élaboration d’une réponse adaptative et
possedent une hétérogénéité beaucoup plus importante que celle des lymphocytes T CD8+ ; ils vont
étre impliqués dans I'activation, la régulation et I'amplification de la réponse immune de par leur
action sur d’autres cellules du systéme immunitaire. lls possedent un TCR capable de reconnaitre des
épitopes d’antigenes présentés par le CMH de classe Il.

Les cellules présentatrices d’antigéne sont capables de présenter associés aux molécules du
CMH-II, des antigenes a un lymphocyte T naifs CD4+ et de provoquer I'orientation de la polarisation
de la différenciation des lymphocytes T CD4+. Le type de lymphocytes T produit va dépendre entre
autres de I'environnement cytokinique dans lequel se produit la présentation des antigenes par les
cellules dendritiques.

Les deux premieres sous-populations de lymphocytes T a avoir été décrites sont les
lymphocytes Thl et les Th2 (285, 286). La génération de lymphocytes Thl est induite par la présence
d’IL-12 dans le microenvironnement, la présence d’IL-4 quant a elle favorise le développement de Th2.
Le réle des Thl a été montrée dans I'élaboration d’'une réponse immune adaptative contre des
pathogenes intracellulaires notamment a travers 'activation des macrophages et des lymphocytes T
CD8+ médiée par leur sécrétion d’IFN-y, alors que celle des Th2 a été décrite dans la réponse contre
les parasites extracellulaires tels que les helminthes (287) et participent a I'activation des lymphocytes
B. Les lymphocytes Th1 exercent leur action, notamment par leur importante sécrétion d’IFN-y, TNF-a
et d’'IL-2 (288). Les lymphocytes Th2 sécrétent une grande quantité d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13 et d’IL-10. Les
sécrétions de cytokines de la population Thl vont inhiber la différenciation des Th2, et vice versa.
Comme nous l'avons vu, les lymphocytes Thl sont également décrits dans le développement de
pathologie auto-immune telle que la polyarthrite rhumatoide.

a. “Then” b. “Now” @
TH1 / TH1w
/ <’ / N’ /
—~ T2
\
TSy > \\TH17

T,22

H

’i“Treg

Figure 15 : Evolution dans la découverte des sous-populations de lymphocytes T. Initialement,
seulement deux sous-populations T avaient été décrites, aujourd’hui il existe de nombreux sous-types
parmi lesquels se trouvent les lymphocytes Th17, Treg, Th22, etc... (289).

Aujourd’hui on sait qu’en réponse aux différents types de pathogenes présentés par les
cellules dendritiques (DCs), dans un milieu cytokinique lui-méme produit par ces APCs, les lymphocytes
T CD4+ naifs au contact de ces DCs peuvent se différencier en plusieurs lignées spécifiques : Th1, Th2,
Th17 et Treg sont les populations majoritaires ; Th9, Th22 et Tfh les populations minoritaires (288, 290,

62



291) (Fig. 16). Ces différents sous-types de lymphocytes T s’identifient par I'expression de facteurs de
transcription spécifique, leur profil de sécrétion de cytokines et leur fonction. En revanche, les
fonctions exactes et la nature de 'ensemble des molécules déterminant la différenciation des sous-
types de lymphocytes T restent pour bon nombre d’entre eux encore a élucider.
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Figure 16 : Différentiation des sous-types lymphocytaires T CD4+ a partir de lymphocytes T CD4+
naifs. Les APCs sont capables de par leur contact avec des lymphocytes T naifs et leur sécrétion de
cytokines d’engendrer la polarisation de la différenciation de ces lymphocytes T CD4+ naifs en diverses
sous-populations (288).

La différenciation de lymphocytes T CD4+ naifs en lymphocytes T régulateurs (Treg) dépend de
la présence de TGF-$ dans le milieu, en revanche lorsque la cytokine IL-6 est présente en méme temps
gue le TGF-B, la différenciation s’oriente vers la génération de lymphocytes Th17 ; ces deux sous-types
possedent néanmoins des fonctions différentes. Les lymphocytes T régulateurs ont une fonction de
régulation de la réponse, comme leur nom l'indique et sont principalement impliqués dans le maintien
de la tolérance (292) alors que I'implication des lymphocytes Th17, au contraire a été décrite dans la
protection de lI'organisme contre les pathogénes extracellulaires (bactéries et champignons). L'IL-17
joue aussi un role dans le développement de pathologies auto-immunes telles que la polyarthrite
rhumatoide ou la sclérose en plaque (190). Les lymphocytes Th17 produisent une grande quantité de
cytokines IL-17A, IL-17F, IL-22 et IL-23 (293, 294), cytokines pro-inflammatoires, alors que les Treg
sécretent de grandes quantités de TGF-B et d’IL-10 (288, 292) qui sont deux cytokines anti-
inflammatoires nécessaires dans le maintien de la tolérance. Les Th17 et les Treg vont donc avoir deux
roles opposés; la rupture de la balance Th17/Treg est d’ailleurs impliquée dans I'apparition de
processus auto-immuns.

Une donnée importante a soulever dans la différenciation des lymphocytes T CD4+ est leur
plasticité (289, 290) (Fig. 17). En fonction des conditions de I’environnement, certaines sous-
populations peuvent « switcher » et devenir d’un autre type ; un exemple intéressant est la capacité
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que possede un lymphocyte Thl7 a devenir un Treg dans un microenvironnement cytokinique
particulier (294, 295), et vice versa (296).
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Figure 17 : Plasticité des lymphocytes T CD4+. In vitro, le milieu cytokinique dans lequel se trouvent les
lymphocytes T CD4+ va permettre leur différenciation vers des sous-types lymphocytaires différents. En
revanche la stabilité de certaines lignées semble étre remise en question puisqu’en fonction des
conditions elles peuvent « switcher » et changer de catégorie. Les lymphocytes T Th17 peuvent devinir
des Th1 en présence d’IL-12 ou encore des Th2 en présence d’IL-4, les Treg peuvent devenir des Th17 en
présence d’IL-6 et d’IL-21 (290).

Comme nous venons de le détailler, les cellules dendritiques jouent un réle central et essentiel
dans 'orientation des réponses immunes ; ces cellules sont capables de prendre en charge les cellules
apoptotiques et en fonction de I'environnement et de leur sécrétion cytokinique d’engendrer un type
de réponse ou un autre (immunogénique vs tolérogénique). Elles sont, de plus, capables de renverser
une situation immunologique, en fonction du microenvironnement.

Enfin, dans cette derniére partie, nous allons nous allons nous demander quel type de
mécanisme pourrait expliquer la spécificité et les caractéristiques de la réponse engendrée par la PCE.

D. Comment la PCE pourrait-elle induire une réponse spécifique des T
pathogenes ?

La PCE a montré son efficacité dans un grand nombre de pathologies médiées par la présence
de lymphocytes T « pathogeénes ». Les données cliniques ne montrent pas d’immunosuppression
généralisée chez les patients apres traitement PCE, ce qui suggere que la PCE est capable d’induire une
immunomodulation spécifique, dirigée contre les lymphocytes T « pathogénes », responsables du
développement de pathologies. La corrélation entre la présence de lymphocytes T pathogénes et
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|’effet bénéfique de la PCE démontré par French (297) ainsi que les travaux réalisés par Budde (20) qui
montre la nécessité de la présence de splénocytes T « pathogenes » pour le bon fonctionnement de la
PCE, nous permettent de penser que les lymphocytes T « pathogénes » pourraient étre le principe actif
de la PCE.

Ces données recueillies sur la PCE présentent de grandes similitudes avec une « thérapie »
développée il y a quelques années : la vaccination T (T cell vaccination : TCV). La TCV est associée,
comme nous le détaillerons un peu plus tard dans cette partie, a l'induction d’une réponse anti-
clonotypique. L'approche expérimentale chez la souris de cette thérapie a consisté a injecter des
cellules T responsables d’une pathologie, issues de souris malades, irradiées (irradiation y), a d’autres
souris syngéniques dans le but de les protéger contre la pathologie (« vaccination » de cellules T).

La vaccination T est associée a une réponse spécifique anti-clonotypique. Ce concept de
réponse anti-clonotypique a été développé par Irun Cohen dans les années 80 (298), et est défini
comme une réponse immunitaire dirigée, dans des pathologies induites par la présence d’un clone T
« pathogenes », contre le TCR d’une population T clonale (puisque I'ensemble des lymphocytes T
clonaux possédent le méme TCR). Certaines pathologies sont médiées par un nombre restreint de
clones T différents, comme par exemple la polyarthrite rhumatoide, dans ce cas, la réponse engendrée
par l'injection de T « pathogénes » irradiés reste spécifique et dirigée contre plusieurs clones T, on
peut donc parler de réponse anti-oligoclonotypique (dirigée contre un nombre restreint de TCR). Ici,
on s’intéresse a la réponse spécifique contre I'antigéne et non a la nature de la réponse.

Une premiere étude de la TCV a été réalisée chez le rat dans un modéle de EAE. Cette
pathologie (EAE) est causée par la présence de lymphocytes T CD4+ anti-MBP (protéine basique de la
myéline) possédant le méme réarrangement du TCR (clone T « pathogene » contre la protéine MBP).
Cette étude montre que l'injection de cellules issues de rats « malades » irradiées a des rats
syngéniques sains protege ces rats sains contre le développement de I'EAE (aprés immunisation).
(299).

Chez la souris, une étude plus récente (300) dans une modele d’arthrite (CIA) montre que
I'injection de lymphocytes T irradiés issus de souris atteintes d’arthrite (CIA+), restimulés in vitro par
des APCs en présence de collagene de type Il et d’ll-2 pendant 21 jours, a des souris malades CIA+,
induit la diminution des symptémes de I'arthrite, la diminution de la fréquence des populations Thl
et Th17 et de leurs cytokines respectives (IFN-y et IL-17) (Fig. 18). Dans cette étude, il est démontré
gue l'injection de ces cellules T provoque I'apparition de lymphocytes T régulateurs spécifiques et la
sécrétion d’IL-10 (300).
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Figure 18 : Modéle de polyarthrite rhumatoide murine, d’aprés Li S, Clinical developmental
immunology. 2013 : Les splénocytes extraits d’une souris atteinte de CIA, sont restimulés in vitro en
présence d’APCs, de collagéne bovin de type Il et d’IL-2 pendant 21 jours. Aprés 21 jours, les splénocytes
sont irradiés. Lorsqu’on réinjecte ces cellules a une souris atteintes de CIA, on observe une diminution
des symptémes et des populations Th1 et Th17 (300).

Ces différentes études chez I'animal montrent que l'injection de cellules T irradiées et la
réponse anti-clonotypique qui en découlent ont un effet thérapeutique et préventif sur plusieurs
pathologies (EAE, arthrite, rejet de greffe allogénique, etc...); et que cette réponse est dirigée
spécifiqguement contre les clones T responsables de la pathologie.

Chez 'Homme, le travail réalisé par Zhang et collab. Montre que I'injection de lymphocytes T
irradiés spécifiques de la MBP (clone T « pathogéne ») préalablement stimulés in-vitro en présence
d’APCs (préincubées avec la protéine MBP), a 6 patients atteints de sclérose en plaque provoque une
diminution progressive de la fréquence de lymphocytes T anti-MBP (responsables de la pathologie)
aprés chaque traitement. Cette injection semble spécifique puisque in vivo elle ne provoque pas la
diminution de la fréquence des lymphocytes T-anti-toxine tétanique (controle), on parle de réponse
anti-clonotypique. In vitro, des lymphocytes T anticlonotypiques sont mis en évidence, dont la fonction
est inhibée apres inhibition des molécules de classe | du CMH, a I'aide d’anticorps monoclonaux anti-
molécules CMH-I, suggérant que la réponse anticlonotypique observée est médiée par les lymphocytes
T CD8+ cytotoxiques. La cible antigénique spécifique de cette réponse pourrait étre un peptide issu de
la partie variable du TCR puisque la réponse est dirigée spécifiquement contre les lymphocytes T anti-
MBP et non contre les lymphocytes T anti-toxine tétanique (301).

Récemment, une autre analyse a été réalisée chez I’'Homme par le groupe de Ivanova et collab.
Dans cette étude, 42 patients atteints de polyarthrite rhumatoide, principalement des femmes, sont
traités par injection de lymphocytes T irradiés issus de PBMCs de patients préalablement restimulés in
vitro et dirigés contre des antigénes du liquide synovial et du cartilage (lymphocytes T oligoclonaux).
Les auteurs observent apres le traitement une diminution de la production d’IFN-y par les lymphocytes
T CD4+ et les lymphocytes T CD8+, I'augmentation de la sécrétion d’IL-4 par les lymphocytes T CD4+
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ainsi qu’une augmentation (non significative) du pourcentage de Tregs. 24 mois apreés le traitement,
87% des patients développent une réponse au traitement dont 40.9% se trouvent en rémission (302).
La réponse anti-oligoclonotypique cette fois-ci, semble étre médiée par des lymphocytes T régulateurs.

De la méme fagon que chez la souris, les expériences de TCV réalisées chez 'Homme montrent
que la réinjection de lymphocytes T « pathogénes » irradiés induit un effet thérapeutique dans
différents types de pathologies médiées par les lymphocytes T.

Bien que le type d’induction de la mort cellulaire des lymphocytes T soit différent (irradiation
v vs PUVA), une certaine similitude existe entre la vaccination T et la PCE. La vaccination T a recours a
Iirradiation gamma des cellules alors que la PCE aux rayons UV-A (en présence de 8-MOP). En
revanche, le principe de réinjecter des lymphocytes T « altérés » est le méme, comme le montre le
modele murin d’allogreffe de peau développé par Perez en 1991.

Dans ce modele, des souris qui subissent une greffe allogénique de peau développent un rejet
au bout de 12 jours. Les splénocytes (contenant des lymphocytes T alloréactifs) de ces souris sont
prélevés, mis en présence de 8-MOP, sont irradiés aux UV-A (traitement PUVA) et réinjectés par voie
intraveineuse a des souris syngéniques saines. Aprés une greffe de peau allogénique, ces souris ne
montrent pas de rejet, méme 21 jours aprés la greffe. La réinjection de lymphocytes T pathogénes
modifiés par traitement PUVA induit donc un effet protecteur contre le rejet de greffe allogénique (fig.
19) (303).

Allogreffe
de peau ‘/\ Splénocytes
— contenant T
\ alloréactifs
Rejet de ( = ‘
greffe o 8-MOP
+
UV-A

Allogreffe
de peau

Splénocytes
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Pas de traités
rejetde PUVA
greffe

Figure 19 : Modéle d’allogreffe de peau chez la souris, de Perez et al. L’injection de splénocytes
alloréacctifs préalablement traités PUVA a des souris syngéniques, prévient I’apparition le rejet d’une
allogreffe de peau (303).

Comme nous venons de le détailler, la vaccination T est capable d’engendrer des réponses
spécifiques qui peuvent controdler les lymphocytes T « pathogénes » par la génération de lymphocytes
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T régulateurs (réponse tolérogene) ou par la génération de lymphocytes T effecteurs (réponse
immunogene). Ces mécanismes pourraient expliquer la spécificité de la réponse observée dans le
traitement PCE dans toutes pathologies qu’elle traite.

La PCE est utilisée dans le traitement de nombreuses pathologies médiées par la présence de
lymphocytes T « pathogenes » circulants ; la PCE est capable d’induire I'apoptose des cellules traitées
et notamment des lymphocytes T. Initialement, I'apoptose a été décrite comme un phénomeéne
silencieux et/ou tolérogéne. En revanche depuis quelques années, certains groupes ont démontré que
dans des conditions particuliére, I'apoptose peut engendrer une réponse de type « immunogéne ».
Une fois réinjectées, les cellules apoptotiques vont étre prises en charge par les macrophages ou les
cellules dendritiques. La majorité des études montre que la prise en charge des cellules apoptotiques
par les macrophages provoque une réponse de type tolérogene, en revanche, le type de réponse
engendrée par prise en charge de ces cellules apoptotiques par les DCs est beaucoup plus
controversée. Les DCs sont des cellules sentinelles, elles jouent un réle central dans I'induction d’une
réponse : elles sont capables de capter en périphérie des antigénes, de migrer jusqu’aux ganglions et
de présenter ces antigenes aux lymphocytes T naifs présents afin d’engendrer une réponse contre les
antigenes issus des cellules apoptotiques. En fonction de I’environnement dans lequel se trouve la DC
au moment de la prise en charge, elle va ou non maturer et pouvoir engendrer en fonction de cet état
de maturation et du microenvironnement, des réponses différentes.

E. Hypothéses émises des mécanismes d’action de la PCE

La PCE consiste donc en la réinjection de cellules apoptotiques (induites par le traitement).
Plusieurs questions restent cependant sans réponses quant aux mécanismes d’action de la PCE : Quel
est le principe actif de la PCE ? Quel type d’apoptose induit-elle ? Et quel type de réponse engendre-t-
elle (« tolérogene » vs « immunogene ») ?

D’apres ce que nous avons décrit tout au long de notre introduction, le principe actif de la PCE
semble reposer sur la présence de lymphocytes T « pathogénes » dans I’échantillon traité, ce qui nous
fait penser que la PCE s’assimiler a une vaccination T. De plus, méme si le type d’irradiation est
différent entre les modéles de vaccination de cellules T et celui de la PCE (irradiation gamma vs 8-MOP
+ UV-A), le principe de ces modeéles est similaire et consiste en l'injection de lymphocytes T
« pathogenes » modifiés. Les grandes similarités entre la vaccination T et la PCE ainsi que la spécificité
de la réponse engendrée par la PCE nous permettent de penser que la PCE pourrait provoquer une
réponse anti-clonotypique dans les pathologies médiées par un clone T « pathogenes » telles que le
CTCL ou anti-oligoclonotypique dans les pathologies médiées par des lymphocytes T oligoclonaux telles
qgue la GvHD, la polyarthrite rhumatoide, etc...

Cette réponse est-elle due a la génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques
(engendrée par un processus de mort « tolérogene ») ou bien a la génération de lymphocytes T
effecteurs/cytotoxiques (engendrée par un phénomeéne de mort « immunogeéne ») (Fig. 20) ? L'effet
bénéfique de la PCE pourrait donc mettre en jeu deux mécanismes paralleles en fonction des différents
contextes pathologiques.
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Figure 20: Schéma récapitulatif des deux théories développées pour expliquer les mécanismes
d’action de la PCE. Dans les contextes de GvHD et de pathologies autoimmunes la PCE semble induire
la diminution des lymphocytes T pathogénes puisqu’une diminution des symptémes est observée apres
traitement. Cet effet pourrait s’expliquer par la génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques
dirigés contre les lymphocytes T responsables de la pathologie, eux méme provoqués par un
phénoméne de mort tolérogéne. Dans les contextes de CTCL, la PCE induit une disparition du clone T
« pathogéne » responsable de la pathologie. Cette élimination compléte du clone T pourrait étre due a
la génération de lymphocytes T cytotoxiques dirigés contre ce clone T engendrés par un phénomene de
mort immunogéne.

Pour répondre a ces questions, nous avons, au cours de ma thése, étudié in vitro et in vivo les
possibles mécanismes d’action du traitement PUVA (in vitro) et de la PCE (in vivo). In vitro, a partir d’'un
modele de lymphocytes T alloréactifs activés, nous avons étudié le type d’apoptose induite par la PCE,
I’émission de DAMPs (caractéristiques de la mort « immunogéne ») par les cellules aprés traitement
PUVA, la prise en charge des cellules traitées PUVA par les différentes APCs (phagocytose), leur
capacité a les faire maturer, et également la capacité des moDCs (préincubés avec des lymphocytes T
traités PUVA) a engendrer une réponse au contact de lymphocytes T naifs (polarisation de la réponse
T).
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In vivo, nos travaux ont porté sur l'effet du traitement PCE dans un modele de polyarthrite
rhumatoide murine (CIA). Nous avons également étudié a partir de ce modele si les lymphocytes T
« pathogenes » sont bien le principe actif de la PCE.

Je tiens ici a rappeler que I'étude de la compréhension des mécanismes d’action de la PCE a un
grand intérét au sein de I'établissement frangais du sang (EFS) puisque de comprendre comment
fonctionne cette thérapie permettrait dans un premier temps son optimisation afin d’améliorer le
guotidien des patients et dans un deuxiéme temps d’élargir son application a d’autres pathologies.

70



RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre I: Etudes in vitro des mécanismes
d’action du traitement PUVA: Cellules

alloréactives actives
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Objectifs

Comme nous venons de le détailler dans I'introduction, deux hypothéses ont été émises afin

de comprendre les mécanismes d’action de la PCE : I’hypothése de la mort « tolérogéne »

et celle de la mort « immunogeéne ». Pour répondre a cette question nous avons développé

deux modeéles : un modele in vitro et un autre in vivo.

Les objectifs de cette étude in vitro ont été :

d’analyser dans un premier temps I’émission de DAMPs (caractéristiques
d’une mort « immunogeéne »)

d’analyser la prise en charge des lymphocytes T traités PUVA
(apoptotiques) par les différentes APCs (monocytes, macrophages et
cellules dendritiques)

d’étudier la maturation de ces APCs lorsqu’elles sont mises en contact de
lymphocytes T traités PUVA

d’étudier le type de réponse engendrée par la mise en contact de
lymphocytes T naifs avec des moDCs préalablement incubées en présence
de lymphocytes T traités PUVA

Pour cela, nous avons utilisé un modéle de lymphocytes T alloréactifs activés, obtenus aprés

culture mixte lymphocytaire afin de mimer I'alloréactivité des lymphocytes T qui est

retrouvé dans un contexte de GvHD.
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A. Matériels et méthodes

Les PBMCs utilisés pour I'ensemble des études ont été obtenus a partir de prélévements sanguins, de
donneurs volontaires atteints d’hémochromatose pour lesquels nous avons recu un consentement
éclairé. Les donneurs seront considérés dans cette étude comme « sains » puisqu’ils ne montrent
aucune pathologie liée au systeme immunitaire. Les PBMCs des donneurs sont prélevés a partir d’une
poche de sang, par centrifugation sur un gradient de densité (Ficoll, Eurobio) puis congelés dans un
milieu RPMI complet contenant 50% de sérum feetal bovin (Gibco, life technologies) et 20% de
diméthylsulfoxyde (DMSO)(Sigma). Des typages HLA de classe | (A) et || (DQ et DR) de chaque donneur
ont été réalisés par sérologie pour les HLA de classe | et biologie moléculaire pour ceux de classe I, par
le service HLA de I'établissement frangais du sang.

Les PBMCs d’un donneur sain sont mis en co-culture avec des PBMCs irradiés (30Gy) d’un autre
donneur sain allogénique se distinguant au niveau du locus des genes de classe Il du HLA (ratio 1 :1,
50 000cellules). L'incompatibilité des deux donneurs sains est vérifiée pour chaque culture mixte
lymphocytaire (MLR). Les cellules sont resuspendues dans du milieu RPMI complet contenant 10% de
sérum foetal bovin (Gibco, Life technologies) et 50uM de Bmercaptoethanol (Gibco, Life technologies).
Elles sont cultivées dans des plaques de 96 puits a fonds ronds et prélevées au bout de 6 jours de co-
culture, les cellules mortes sont ensuite éliminées par centrifugation sur un gradient de densité (Ficoll).
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Figure 21 : Schéma des différents mécanismes impliqués dans une culture mixte lymphocytaire.
[Abbas. Cellular and molecular immunology. 7¢™ édition]
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Les cellules issues de MLR sont prélevées et marquées a J3, J4, J5 et J6 avec des anticorps anti-CD3,
anti-CD4, anti-HLA-DR, anti-CD69, anti-CD25, anti-CD154 (CD40L), anti-CD27, anti-CD137 (4-1BB) et
anti-CD134 (OX-40). La cinétique d’expression de ces molécules est étudiée par cytométrie en flux. Les
cellules alloréactives activées sont prélevées et utilisées a J6.

Les cellules a une concentration de 1.108 cellules/ml dans du milieu RPMI complet contenant 10% de
SVF sont mises en plaque de 24 puits, en présence de 8-methoxypsoraléne (sigma-Aldrich) (200ng/ml
final) pendant 15 minutes a 37°. Ces plaques sont ensuite placées dans l'irradiateur a UV-A (Biosun, V.
Lourmat) et recoivent une dose d’UV-A (365nm) de 2J/cm?. Les cellules traitées PUVA et NT sont
incubées a 37°C, 5% CO; pendant 24 ou 48h.

Les études réalisées par cytométrie en flux sont faites sur un FACS Canto Il et analysées par le logiciel
DIVA (BD biosciences).

Les PBMCs au repos et/ou activés, traités ou non PUVA sont marqués avec des anticorps anti-CD3 (BD
bioscience), et avec de I'annexine V (AnnV) et du 7AAD (AnnV-FITC/7AAD kit, Beckman Coulter). Les
cellules CD3+/AnnV- /7AAD- représentent les cellules viables. On obtient le pourcentage d’apoptose
par la différence entre le total de cellules et le pourcentage de cellules viables. Le pourcentage
d’apoptose comprend les cellules en apoptose précoce (AnnV+/7ADD-) et celles en apoptose tardive
(7AAD+). Les mesures d’apoptose sont réalisées a 24 et 48h post-traitement, par cytométrie en flux.

Les cellules au repos, activées, traitées ou non PUVA, sont marquées avec un anticorps anti-CD3 (BD),
anti-HLA-DR (BD), et avec de I’AnnV et du 7AAD (AnnV-FITC/7AAD kit, Beckman Coulter) et un anticorps
anti-CRT-PE (abcam). La mesure d’expression de la Calréticuline est réalisée sur les lymphocytes T en
apoptose précoce, CD3+/ 7AAD- (cellules T qui ont conservé leur intégrité membranaire), par
cytométrie en flux.

Le dosage de la protéine HMGB1 dans le surnageant de culture de PBMCs au repos ou activés, traités
ou non PUVA apres 24 et 48h d’incubation a 37°C et 5% de CO; se fait par ELISA (IBL International
GmbH). Le dosage d’'HMGB1 est réalisé a partir de surnageants de culture décongelés.

La sécrétion d’ATP est mesurée dans les surnageants de PBMCs au repos ou activés, traités ou non
PUVA, a 24 et 48h, par bioluminescence (Adenosine 5’ triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell
assay kit, sigma-aldrich) et par HPLC. Le dosage d’ATP est fait également sur des surnageants congelés.

Les lymphocytes T comme les monocytes sont purifiés grace a des kits de sélection négative
immunomagnétique (Easy Sep, stem cell). La purification des lymphocytes T est réalisée selon les
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recommandations du fournisseur et grace a un cocktail contenant des complexes d’anticorps
reconnaissant les antigénes CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD66b, CD123 et la glycophorine
A. La purification de monocytes est réalisée grace a un cocktail d’anticorps reconnaissant les antigenes
CD2, CD3, CD16, CD19, CD20, CD56, CD66b, CD123 et la glycophorine

La purification des lymphocytes T est mesurée par marquage avec des anticorps anti-CD3, la
purification des monocytes par un marquage avec des anticorps anti-CD14, par cytométrie en flux. La
pureté obtenue pour les lymphocytes T est d’environ 90%, celle des monocytes est environ de 80%.

Les moDCs et les macrophages sont générés a partir des monocytes purifiés d’'une poche de sang,
obtenus par tri magnétique négatif (Easy Sep, Stem Cell). Les moDCs sont générés a partir de la mise
en culture des monocytes avec 25ng/ml d’ll-4 et 100ng/ml de GM-CSF avec un rajout d’ll-4 (25ng/ml)
aJ2 et J5. Les macrophages sont obtenus a partir de la mise en culture avec 100ng/ml de GM-CSF pour
les macrophages. Les monocytes se différencient en moDCs ou macrophages au bout de 7 jours.

Les PBMCs sont traitées par PUVA et au dithiothréitol (DTT) 1 mM (Sigma-Aldrich) ou non traitées et
incubées a 37°C et 5% de CO,, pendant 1h et 4h. L’extraction des protéines a été effectuée dans un
tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéases 100ul/ml et de phosphatases 10ul/ml (Sigma-
Aldrich), a partir de 10.10° cellules par condition testée. Les protéines ont été séparées par une
électrophorese sur gel de polyacrylamide 10% en condition dénaturante, puis transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Biorad). La saturation de la membrane et les incubations avec les
anticorps ont été effectuées en PBS-Tween 20 0,1%-BSA (sérum albumine bovine) 5%. L’'incubation
avec des anticorps primaires dirigés contre elF2a et Phospho-elF2a (Cell Signalling Technology) ou
I'actine (Sigma-Aldrich), a été réalisée sur la nuit a 4°C. L'incubation avec un anticorps secondaire de
chévre anti-IgG de lapin, conjugué a la péroxydase de Raifort (HRP), a été réalisée pendant 2 heures a
température ambiante. L'émission de chimioluminescence induite par la réaction du luminol et du
peroxyde d’hydrogene (kit Amersham ECL Prime, GE Healthcare Life Sciences), en présence de
peroxydase a été détectée avec un lecteur BIO-1D (Vilber Lourmat).

Les lymphocytes T sont purifiés, par sélection négative immunomagnétique (Easysep, Stemcell), traités
PUVA puis incubés pendant 24h a 37°C et 5% CO,. Les lymphocytes T repos ou activés (par MLR), traités
ou non PUVA sont marqués au CFSE (Cell trace CFSE cell proliferation kit, Life technologies) puis mis
en co-culture avec des moDCs, macrophages ou monocytes (APCs) autologues préalablement obtenus
(ratio 1:1, 100 000cellules). Les lymphocytes T et les différentes APCs proviennent du méme donneur
(systeme autologue).

Les APCs et les lymphocytes T autologues sont incubés de 0 a 4h, dans des tubes de polypropyléne, a
37°C et 5% de CO,. 2ml de PBS froid sont ajoutés a la fin de chaque incubation, afin d’arréter le
processus de phagocytose. Les cellules sont marquées avec des anticorps anti-CD14-APC (BD
Pharmigen) (monocytes et macrophages), anti-CD209-APC (BD Pharmigen) (moDCs) et anti-CD3-
BV421 (BD Biosciences) (lymphocytes T) pendant 15min a 4°C. L’étude et la mesure de la cinétique de
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phagocytose se font par cytométrie en flux, sur les cellules CD14+/CFSE+/CD3- (monocytes et
macrophages) et sur les cellules CD209+/CFSE+/CD3-, permettant ainsi d’éliminer les doublets. Le
controle négatif de la phagocytose, se réalise a 4°C.

Les monocytes, moDCs et les macrophages sont obtenus comme vu précédemment. Les lymphocytes
T sont purifiés par sélection magnétique négative (Easysep, Stem cell), traités PUVA et incubés pendant
24h avant leur mise en contact avec les APC. Les lymphocytes T traités PUVA sont incubés 24h avant
d’étre mise en contact avec les APCs, afin d’augmenter la quantité de DAMPs émises par les
lymphocytes et d’évaluer I'implication de ces DAMPs dans la prise en charge par les APCS. Les APCs
sont mises en co-culture avec des lymphocytes T activés ou au repos, traités ou non PUVA, pendant
24h, 3 37°C et 5% de CO,. Les Poly | :C (25pug/ml), R848 (1ug/ml) et LPS (1pg/ml), ligands du TLR-3, -7/8
et -4 respectivement sont utilisés comme controle positif de maturation des APCs. Aprés 48h de co-
culture, les surnageants sont prélevés et congelés afin de réaliser un dosage de cytokines (IL-6, IL-8,
TNF-a, IL-12p70, IL-1b et IL-10) par CBA (CBA Flex, BD biosciences). Les cellules sont marquées avec
des anticorps anti-CD40 (I0OTest), anti-CD80 (I0Test) et anti-HLA-DR (BD, biosciences) afin de mesurer
leur maturation par cytométrie en flux. La maturation des cellules est mesurée en moyenne de
fluorescence des CD40 et CD80, puis exprimée en « Fold increase » ramené a la condition « medium »
qui correspond a I'expression basale de CD40 et CD80 par les différentes APCs.

Dans un test préliminaire, la maturation des moDCs en présence de lymphocytes T au repos ou activés
traités ou non PUVA a été étudiée par cytométrie en flux. Les lymphocytes T sont mis en co-culture
24h apres le traitement PUVA avec des moDCs autologues (ratio 1 :1, 100000 cellules) en présence de
LPS (1pg/ml) pendant 48h, a 37°C et 5% CO,. Aprés 48h, les moDCs sont marqués avec des anticorps
anti-CD209, anti-CD40 et anti-CD80. La maturation est mesurée en MFI et exprimée en Fl ramené a la
condition « LPS » qui est le contréle positif.

Les moDCs sont mises en co-culture 24h avec les lymphocytes T autologues au repos ou activés
(lymphocytes T préalablement purifiés grace a un kit EasySep, Stemcell)) traités ou non PUVA (24h
apres leur traitement) (ratio 1 :1, 5000 cellules). Au bout de 24h, des lymphocytes T naifs (obtenus a
partir de sang de cordon et enrichis par sélection négative des lymphocytes T (Easy Sep, Stem cell)),
allogéniques sont ajoutés (50 000 cellules) (ratio moDCs : lymphocytes T naifs, 1:10), et incubés
pendant 6 jours, a 37°C et 5% de CO,. Aprés 6 jours de co-culture, une restimulation PMA/lonomycine
est réalisée, pendant 5h, au bout desquelles le surnageant est récupéré afin de doser, par CBA,
différentes cytokines : II-2, II-4, 11-10, 1I-17, TNF-a, IFN-y (kit Th1/Th2 CBA Flex, BD biosciences) et TGF-
B (CBA Flex, BD Biosciences) (Fig. 21). Un test de prolifération par incorporation de thymidine tritiée
est également réalisé a J6. La thymidine tritiée (diluée au 20°™ dans du RPMI complet) est ajoutée 18h
avant le comptage.
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Figure 22 : Schéma du protocole expérimental de I’étude prolifération et polarisation des lymphocytes T naifs
au contact de moDCs allogéniques.

Dans un test préliminaire, I'étude de la polarisation a également été mesurée par cytométrie en flux
apres la restimulation PMA/lonomycine des lymphocytes T et ajout de Golgi Stop (Ebiosciences). Les
cellules sont marquées a leur surface par des anticorps anti-CD3 et des anticorps anti-CD4. La mesure
des cytokines intracellulaires est réalisée avec des cellules perméabilisées et marquées avec des
anticorps anti-IFN-y (BD), anti-IL-10 (BD Pharmigen), anti-TNF-a (BD Pharmigen) et anti-IL-4 (BD
Pharmigen) pendant 30 minutes, a 4°C, aprés fixation et perméabilisation (45min a 4°C) de leur
membrane (Cytofix/Cytoperm, Ebiosciences).

Dans les études d’apoptose et d’émission de DAMPs, les analyses statistiques ont été réalisées
par le test ANOVA, puisque les études comparatives ont été faites entre les mémes cellules,
dans des conditions différentes. En revanche dans les autres études (maturation et
polarisation), les analyses statistiques ont été faites par le t-test. Les différents tests sont
réalisés en non paramétrique apparenté ou non apparenté selon le contexte de I'expérience
(* : p<0.05, ** : p<0.01 et *** : p <0.001).
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B. Résultats

Pour notre étude in vitro, nous avons choisi d’utiliser un modeéle de lymphocytes T alloréactifs
activés, obtenus par culture mixte lymphocytaire (MLR) afin de mimer les lymphocytes T alloréactifs
obtenus dans un contexte de GvHD. Les lymphocytes T alloréactifs activés expriment des molécules de
costimulation telles que CD134 (OX40) (304), CD154 (CD40L) (305) et CD137 (4-1BB) (306). Dans un
premier temps et afin de caractériser les lymphocytes T alloréactifs activés utilisés dans ce modele,
nous avons étudié la cinétique d’expression de différentes molécules d’activation (HLA-DR, CD69, CD25
et CD27) et de costimulation (CD154, CD137 et CD134) en surface de lymphocytes T issus de MLR. Les
cellules sont prélevées, marquées avec des anticorps anti-CD3, anti-CD4, anti-HLA-DR, anti-CD69, anti-
CD25, anti-CD154, anti-CD137, anti-CD27 et anti-CD134 et I'expression de ces marqueurs est analysée
sur les cellules CD3+/CD4+ (lymphocytes T CD4+) par cytométrie en flux a différents temps de la co-
culture : J3, J4, J5 et J6 aprés le début de la MLR (Fig. 23).
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Figure 23 : Caractérisation des cellules alloréactives activées. Les PBMCs d’un donneur sain issus de la co-culture
avec des PBMCs irradiés (30Gy) d’un autre donneur sain sont prélevés et marqués avec des anticorps anti-CD3, anti-
CD4, anti-HLA-DR, anti-CD69, anti-CD25, anti-CD154, anti-CD137, anti-CD27 et anti-CD134, au 3°™, 4ém¢, 5¢me et 6°me
jour apres leur mise en contact. La caractérisation des cellules est réalisée sur les lymphocytes T (CD3+/CD4+) par
cytomeétrie en flux. N=10.

Le pourcentage de cellules exprimant le marqueur CD27 diminue entre le début de la co-
culture (JO) et le premier point d’analyse (J3), et ne semble pas montrer de variation entre les différents
points d’étude (I3, J4, J5 et J6). Les pourcentages de lymphocytes T exprimant HLA-DR, CD-154, CD-
137 et CD-134 augmentent a partir du 3°™ jour aprés la mise en culture pour atteindre leur maximum
au 5°™ jour (38%, 22%, 40% et 43% de lymphocytes T HLA-DR+, CD-154+, CD137+ et CD134+,
respectivement) ; et diminue au 6°™ jour. Le marqueur d’activation CD69 est exprimé plus
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précocement par les lymphocytes T activés que le reste des marqueurs puisque le pourcentage
maximum de lymphocytes T activés exprimant cette molécule (19%) est atteint le 4™ jour aprés le
début de la MLR, en revanche, le marqueur CD25 semble lui, étre exprimé plus tardivement puisque
le pourcentage maximum (58%) est atteint le 6™ jour aprés la mise en co-culture (Fig. 22).

Les lymphocytes T alloréactifs sont bien activés a J5 et J6, c’est pour cela que les lymphocytes
T alloréactifs activés sont prélevés a J6 pour les différentes expériences.

Dans un premier temps et afin de valider I'utilisation de notre modeéle de lymphocytes
T alloréctifs activés, nous avons mesuré le pourcentage d’apoptose des lymphocytes T au
repos, alloréactifs activés, traités ou non PUVA. Les PBMCs sont traités PUVA puis incubés pendant
24h ou 48h,a 37°Cet 5% de CO,. Apres 24 et 48h, les PBMCs sont marqués avec un anticorps anti-CD3,

et sont également marqués avec de I'annexine V et du 7AAD. Les cellules vivantes sont les CD3+/AnnV-
/7AAD- (Fig. 24A).
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Figure 24 : Le traitement PUVA induit I’'apoptose des lymphocytes T. Les PBMCs au repos ou alloréactifs activés sont
traités PUVA et incubés pendant 24 et 48h. a.)Dot plot illustratif de I'apoptose a 24h, des lymphocytes T alloréactifs
activés non traités et traités PUVA. B.)Histogrammes des moyennes des taux d’apoptose des lymphocytes T au repos,
alloréactifs traités ou non PUVA. Les analyses statistiques ont été réalisées par ANOVA (Kruskal-Wallis), N=16

Suite au traitement PUVA, 29% (a 24h) et 46% (a 48h) des lymphocytes T au repos sont en
apoptose, contre 4.6% a 24h et 6.3% a 48h, lorsqu’ils ne sont pas traités (Fig. 23B).
Pour les les lymphocytes T alloréactifs activés (Fig. 24B), a 24h, 67.6% des lymphocytes T activés PUVA
sont apoptotiques, contre 27.7% des cellules non traités. A 48h, 88% des lymphocytes T alloréactifs
sont apoptotiques, contre 39% en condition NT.
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1007 F—— L Figure 25: Comparaison de Iapoptose des
% $H lymphocytes T au repos et activés aprés traitement
2 PUVA. Les PBMCs au repos ou activés sont traités PUVA
‘g 401 et incubés a 37°C et 5% de CO:z pendant 24 et 48h. Les
2 2 cellules sont ensuite marquées avec un anticorps anti-
0- CD3, de I’AnnV et du 7AAD. L’histogramme représente
o“‘ﬁ: s\v"'"v S‘Y"’S\Q_y‘g\ les moyennes des taux d’apoptose des lymphocytes T au
G&“& _ﬁebq a}\@‘? A&J’Q repos et activés traités PUVA. Les études statistiques ont
R été réalisés par t-test (Mann Whitney), N=16.

A 24h, le pourcentage d’apoptose des lymphocytes T alloréactifs activés apres traitement
PUVA (67%) est supérieur a celui des lymphocytes T lorsqu’ils sont au repos (29%) ; les pourcentages
d’apoptose obtenus 48h apreés le traitement PUVA suivent la méme tendance puisque le pourcentage
d’apoptose lorsque les lymphcoytes T sont activés atteint 88% contre 45% lorsqu’ils sont au repos (Fig.
25).

Le traitement PUVA induit I'apoptose des lymphocytes T ; 'apoptose est significativement plus
importante lorsque les lymphocytes T sont activés (alloréactifs) (p<0.0001).

Nous nous sommes intéressés a caractériser les signaux caractéristiques de la mort
« immunogéne », les molécules dites de danger (DAMPs). Dans ce contexte immunogénique, les
cellules apoptotiques peuvent exprimer ou sécréter des DAMPs telles que la Calréticuline, la protéine
HMGB], les protéines Hsp70 et -90, I’ATP ou encore I'll-1B. Les DAMPs vont permettre la prise en
charge des cellules apoptotiques et I’élaboration d’une réponse spécifique contre les antigenes dérivés
des cellules apoptotiques. L'étude d’expression ou de sécrétion de ces molécules peut nous orienter
vers le type d’apoptose induit par le traitement PUVA.

Les PBMCs sont traités PUVA et incubés pendant 24 et 48h. Les cellules sont marquées avec
des anticorps anti-CD3, anti-CRT et également avec de I’Annexine V et du 7AAD. L’expression de la
Calréticuline est mesurée sur les cellules CD3+ 7AAD- (les lymphocytes T ayant gardé leur intégrité
membranaire), par cytométrie en flux (Fig. 26A). Le maintien de I'intégrité membranaire est ici
important puisque nous nous intéressons a I'externalisation de la CRT, autrement dit son expression a
la surface des cellules.
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Figure 26 : Le traitement PUVA induit I’expression et la sécrétion de DAMPs. L’expression de Calréticuline est

mesurée par cytométrie en flux, aprés marquage de PBMCs traités PUVA. Les histogrammes représentent la

superposition entre le pourcentage de lymphocytes T activés NT et activés traités PUVA exprimant de la

Calréticuline, G 24 et 48h (a). La mesure se fait sur les cellules CD3+/7AAD- (les lymphocytes T ayant gardé leur

intégrité membranaire) (b). Le surnageant de culture de ces PBMCs sert au dosage de HMGBI1 réalisé par ELISA,

apreés 24 et 48h (c) d’incubation. Les tests statistiques sont réalisés par ANOVA, N=18. L’expression de Hsp70

et Hsp90 et mesurée par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent les pourcentages de cellules

exprimant Hsp70 et Hsp90, 48h apreés le traitement (d). La mesure se fait sur les cellules CD3+ 7AAD-. Les

analyses statistiques ont été réalisée par ANOVA (Kruskal-Wallis), N = 3

A 24h, 9% des lymphocytes T (LTs) au repos traités expriment la Calréticuline, contre 4% des

LTs en condition non traités. Lorsque les lymphocytes T sont activés, 14% d’entre eux expriment de la

Calréticuline apres

traitement PUVA contre

7% lorsqu’ils ne

le

sont pas (Fig. 26B).

Le traitement PUVA induit donc I'expression de calréticuline a la surface les lymphocytes T, a 24h.
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L'expression de calréticuline est significativement plus importante lorsque les cellules T sont activées
que lorsqu’elles sont au repos (p<0.0001).

A 48h, le pourcentage de lymphocytes T au repos traités PUVA qui exprime la calréticuline
(15.2%) est supérieur a celui des cellules non traitées (5.2%) (Fig. 26B). Le pourcentage de lymphocytes
T activés traités PUVA exprimant calréticuline n’est pas significativement différent de celui obtenu
lorsque les cellules sont au repos.

La quantité de protéine HMGB1 relarguée dans les surnageants de culture de PBMCs au
repos/alloréactifs activés, traités ou non PUVA est mesurée par ELISA, 24 et 48h apreés le traitement.
Comme le montre la figure n° 25C, la protéine HMGB1 est détectée dans les surnageants de cellules
au repos a 24h (26ng/ml) et 48h (29ng/ml) aprés traitement PUVA. La quantité de protéine HMGB1
relarguée est supérieure dans les surnageants de culture des cellules alloréactives activées (35 et 54
ng/ml, aprés 24 et 48h d’incubation, respectivement).

L’étude préliminaire de I'expression des protéines Hsp (-70 et -90) par les cellules lymphocytes
T traitées PUVA montre qu’a 48h, les pourcentages de lymphocytes T traités PUVA exprimant la
protéine Hsp70 (18% des lymphocytes T au repos et 27% des lymphocytes T activés) sont plus
importants que ceux obtenus avec les lymphocytes T non traités (5 et 10% des lymphocytes T au repos
et activés, respectivement) (Fig. 26D). On observe des résultats similaires pour I'expression de Hsp90
puisque les pourcentages de lymphocytes T exprimant Hsp90 sont plus élevés lorsque les cellules sont
traitées PUVA (16 et 30% des lymphocytes T au repos et activés, respectivement) que lorsqu’elles ne
le sont pas (2% des lymphocytes T au repos et 10% des lymphocytes T activés). Ces résultats restent
cependant préliminaires, car ils sont issus de N=4 expériences.

Dans le contexte de mort immunogéne, il a également été montré que I’externalisation de la
CRT était associée avec I'apparition d’un stress du réticulum endoplasmique (RE) (216, 217). Ce stress
se traduit par la phosphorylation de la protéine elF2a. Nous avons montré que les lymphocytes T
traités PUVA exprimaient de la Calréticuline a leur surface, nous avons donc étudié par Western Blot,
la phosphorylation de la protéine elF2a a partir de PBMCs au repos, non traités, traités PUVA ou traités
avec du DTT, 1h et 4h apreés le traitement. La membrane a ensuite été marquée avec dans un premier
temps un anticorps anti-phospho-elF2a et ensuite avec un anticorps anti-elF2a total (Fig. 27A).
L’histogramme 26B représente la variation des ratios entre la quantité de protéine phosphoelF2a et
celle d’elF2a totale, ramené a la condition NT.
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Figure 27 : Etude de la phosphorylation de la protéine elF2a aprés traitement PUVA. (A) Les PBMC d’un
donneur ont été traitées par PUVA (2), au dithiothréitol (DTT, contréle positif) (3) ou non traitées (1). La
phosphorylation d’elF2a a été mesurée par Western Blot 4h apreés traitement. Des anticorps ciblant toutes les
formes d’elF2a (elF2a total), seulement la forme phosphorylée d’elF2a (Phospho-elF2a), ou I'actine ont été
utilisés. (B) I’histogramme représente les « fold increase » des moyennes des ratios obtenus entre la quantité
de elF2a phosphorylée a partir de 4 donneurs différents. Le DTT est utilisé comme condition contréle d’un stress
du réticulum endoplasmique. N=4

L'étude faite sur 4 donneurs différents montre qu’a 1h, le ratio entre la quantité de protéine
phosphoelF2a et celle d’elF2a est |égérement supérieur lorsque les PBMCs sont traités PUVA que
lorsqu’ils ne le sont pas. A 4h, cette différence entre les conditions NT et PUVA s’accroit (Fig. 27B).

Lors d’un stress du RE, d’autres molécules sont phosphorylées, telles que PERK et IREa. Nous
avons également essayé de quantifier la quantité de ces protéines phosphorylées mais n’avons pas
réussi puisque les anticorps utilisés ne reconnaissaient pas la protéine d’intérét ou engendraient un
bruit de fond trop important.

Enfin, pour compléter I'étude d’expression des DAMPs, nous avons également étudié la
sécrétion d’ATP et d’ll-1B dans les surnageants de culture de PBMCs traités PUVA. La sécrétion d’ATP
a été mesurée par réaction enzymatique et par HPLC, celle d’ll-1B par cytométrie en flux (CBA). Dans
les conditions utilisées, nous n’avons pas pu montrer de sécrétion d’ATP ni d’ll-1B dans le surnageant
de culture de PBMCs au repos/ alloréactifs activés, traités ou non PUVA, que ce soit a 24 comme a 48h
(données non montrées). La dégradation d’ATP engendre I'apparition d’AMP ainsi que d’ADP, c’est
pourquoi nous avons également quantifié I’AMP et I’ADP contenus dans les surnageants de culture de
PBMCs au repos, activés, traités ou non PUVA, par HLPC. Nous n’avons pas observé d’AMP ni d’ADP,
dans les conditions expérimentales utilisées.

Le traitement PUVA induit I’externalisation de la Calréticuline a la surface des lymphocytes
T de fagon plus importante sur les lymphocytes T activés (qui semble étre en lien avec un stress du
RE, comme le montre ici phosphorylation de la protéine elF2a), le relargage ' HMGB1 dans le milieu
extracellulaire et I'expression des protéines Hsp70 et -90. Le relargage d’HMGBL1 est plus important
lorsque les cellules sont activées, I’expression d’Hsp70, Hsp90 semble suivre la méme tendance. En
revanche le traitement PUVA n’induit pas dans nos conditions expérimentales, la sécrétion d’ATP ni
celle d’lI-1B.
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Les lymphocytes T activés externalisent la calréticuline lorsqu’ils sont traités PUVA. La Calréticuline
qui est un « eat-me signal » pourrait faciliter la prise en charge des lymphocytes T apoptotiques par
les différentes APCs (moDCs, macrophages et monocytes). Nous avons donc étudié dans un premier
temps la phagocytose des lymphocytes T par les APCs et ensuite la capacité de ces lymphocytes T a
induire la maturation des APCs qui les prennent en charge.

La théorie développée par le groupe d’Edelson suggere que les monocytes contenus dans la poche
de traitement seraient résistants au traitement PUVA et capables de se différencier en moDCs et de
prendre en charge les lymphocytes T traités PUVA. Dans un contexte in vitro, les travaux de D. Hannani,
montrent que I'apoptose des monocytes a lieu plus tardivement (80% d’apoptose, 6 jours aprés le
traitement) et que les monocytes ne se différencient pas spontanément en moDCs, mais seulement
en présence de I'apport de cytokines exogénes ; ces résultats sont en discordance avec ceux obtenus
par I'’équipe d’Edelson.

Le principe de la PCE repose sur la réinjection de cellules traitées PUVA, ces cellules sont
réinjectées par voie intraveineuse, autrement dit, elles vont dans un premier temps étre au contact
avec les monocytes se trouvant dans le flux sanguin. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés en
premier lieu a la prise en charge des lymphocytes T traités PUVA par les monocytes. Cette premiére
étude consiste a analyser la phagocytose des lymphocytes T traités PUVA par les monocytes et la
maturation des monocytes engendrée par cette co-culture.

Des lymphocytes T au repos ou activés, traités ou non PUVA sont co-cultivés (24h apres leur
traitement) avec des monocytes autologues. Les monocytes et les lymphocytes T ont été purifiés a
partir d’'une poche de sang, comme indiqué dans les matériels et méthodes. La phagocytose de
lymphocytes T par les monocytes a été étudiée entre 30min et 4h, par cytométrie en flux (Fig. 28A).
Cette mesure de phagocytose est réalisée par la quantification des monocytes CFSE+ parmi les
CD14+/CD3- afin de sélectionner les monocytes ayant phagocyté des lymphocytes T (CFSE+) tout en
éliminant les doublets.
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Figure 28 : Etude de la prise en charge des lymphocytes T traités PUVA par les monocytes. La phagocytose des
lymphocytes T traités PUVA par monocytes est mesurée par cytométrie en flux (a). Les lymphocytes T (LTs) au repos
et activés sont traités PUVA 24h avant leur mise en co-culture avec les monocytes autologues. Les lymphocytes T
sont ensuite marqués au CFSE et mis en co-culture avec les monocytes. L’arrét de la phagocytose se fait par ajout
de PBS froid, a différents temps (30 minutes, 1h, 2h et 4h). Les cellules sont ensuite marquées CD14-APC (monocytes)
et CD3-BV421 (LTs) (a). La cinétique de la phagocytose est mesurée par cytométrie en flux (b). Le pourcentage de
phagocytose correspond a celui des cellules CFSE+ parmi les CD14+/CD3-. Les statistiques sont réalisées par T test,
N=6. Les monocytes sont mis en contact de LTs au repos, traités ou non PUVA pendant 48h. Le R848, ligand du TLR-
7/8 est utilisé comme contréle positif d’activation des monocytes. Les monocytes sont ensuite marqués avec des
anticorps anti-CD14 ainsi que anti-CD40 et anti-CD80. La mesure d’expression des molécules de costimulation CD40
et CD80 par les monocytes est réalisée par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en Fold Increase rapporté
a la condition « medium » (c). La sécrétion des cytokines par les monocytes apres leur prise en charge des
lymphocytes T est mesurée a 48h par CBA dans les surnageants de culture (d). Les analyses statistiques sont réalisés
par T test (Mann Whitney), N=4.

La cinétique d’internalisation entre 30 min et 2h des lymphocytes T autologues par les monocytes
est la méme que les lymphocytes T soient au repos, activés, traités ou non PUVA. Apres 4h de mise en
contact entre les lymphocytes T et les monocytes, la phagocytose des lymphocytes T activés (22%) est
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supérieure a celle des lymphocytes T au repos (10%) (Fig. 28B). Il n’existe cependant pas de différence
entre la phagocytose des lymphocytes T activés non traités et ceux traités PUVA.

Les lames observées par microscopie (données non montrées), apres passage au FACS nous ont
montré qu’il n’y avait pas de vraie phagocytose mais plutét de I'endocytose de fragments qui
pourraient étre des corps apoptotiques issus des lymphocytes T traités.

Les lymphocytes T traités PUVA sont mis en contact avec des monocytes autologues, pendant 48h.
Apres 48h de co-culture, le surnageant de culture est récupéré afin de doser la quantité de cytokines
sécrétées et les cellules sont marquées afin de réaliser une analyse d’expression de CD40 et CD80, par
cytométrie en flux (Fig 28C).

L’étude de I'expression de CD40 et CD80 montre que lorsque les monocytes sont au contact de
lymphocytes T au repos, activés traités PUVA ou non, I'expression de CD40 augmente en comparaison
de celle obtenue lorsque les monocytes sont seuls dans le milieu. L'expression de CD40 augmente
considérablement lorsque les monocytes sont au contact de lymphocytes T activés non traités ;
cependant cette augmentation est [égérement plus faible lorsque les lymphocytes T activés sont traités
PUVA. Les monocytes au contact de lymphocytes T au repos, ne présentent pas d’augmentation de la
molécule CD80 que les lymphocytes T soient traités PUVA ou pas. En revanche, lorsque les monocytes
sont au contact de lymphocytes T alloréactifs traités ou non PUVA, on observe une légere
augmentation de I'expression de CD80 en comparaison avec les lymphocytes T sont au repos (Fig. 28C).
Les différences observées ne sont pas statistiquement significatives.

Les monocytes au contact de lymphocytes T autologues qu’ils soient au repos, activés, traités PUVA
ou non, ne semblent pas sécréter d’'IL-12p70, d’IL-1f ni de TNF-a. Les monocytes semblent sécréter de
I'IL-6 et de L'll-10, en faible quantité, lorsqu’ils sont au contact de lymphocytes T au repos, traités
PUVA. Au contact de lymphocytes T activés, traités PUVA ou au repos non traités, les monocytes ne
semblent pas sécréter d’IL-10 ni d’IL-6 (Fig. 28D). Les monocytes sécrétent également une forte
guantité d’ll-8 qui est la méme selon les différentes conditions (données non montrées).

Cette étude montre que les monocytes sont capables d’endocyter du matériel cellulaire provenant
des lymphocytes T alloréactifs activés, cependant cette endocytose est relativement faible et pas
différente que les lymphocytes T alloréactifs soient traités PUVA ou non.

Il a également été montré que les cellules traités PUVA une fois réinjectées dans le sang se
retrouvaient majoritairement dans les tissus, notamment au niveau de la rate (11). Nous nous sommes
doncintéressés a la prise en charge des lymphocytes T traités PUVA par les moDCs et les macrophages,
APCs localisées dans les tissus.

Des lymphocytes T au repos/ alloréactifs activés, traités ou non PUVA sont co-cultivés (aprés 24h
d’incubation) avec trois types d’APCs autologues (moDCs, monocytes et macrophages). Les moDCs et
les macrophages sont différenciés a partir de monocytes par leur mise en culture en présence de GM-
CSF pour les macrophages et de GM-CSF + 1l-4 pour les moDCs (comme décrit dans les matériels et
méthodes). La phagocytose des lymphocytes T par les APCs est mesurée entre 30 min et 4h, par
cytométrie en flux (Fig. 29A et 29C). Cette mesure de phagocytose est réalisée sur les moDCs CFSE+
parmi les cellules CD209+/CD3- (Fig. 29C et 29D) et sur les macrophages CFSE+ parmi les cellules
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CD14+/CD3- (Fig. 29A et 29B) a partir de 30 min, afin de sélectionner les différentes APCs ayant
phagocyté des lymphocytes T, en éliminant les possibles doublets.
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Figure 29 : Etude de la prise en charge des lymphocytes T traités PUVA par les moDCs et les macrophages. La phagocytose des
lymphocytes T traités PUVA par les macrophages (A.) et les moDCs (C.) est mesurée par cytométrie en flux. Les lymphocytes T
(LTs) au repos et activés sont traités PUVA 24h avant leur mise en co-culture avec les macrophages et les moDCs autologues. Les
lymphocytes T sont ensuite marqués au CFSE et mis en co-culture avec les différentes APCs. L’arrét de la phagocytose se fait par
ajout de PBS froid, a différents temps (30 minutes, 1h, 2h et 4h). Les cellules sont ensuite marquées CD14-APC(macrophages) ou
CD209-APC (moDCs) et CD3-BV421 (LTs). L’analyse de la phagocytose se fait par cytométrie en flux. Le pourcentage de
phagocytose correspond a celui des cellules CFSE + parmi les CD14+/ CD3- pour les macrophages et CFSE+ parmi les CD209+/
CD3- pour les moDC (B et D). Les statistiques sont réalisées par T test, N=6. La phagocytose des lymphocytes T traités PUVA par
les moDCs a également été observée par microscopie de fluorescence, la cellule verte est un lymphocyte T (marqués au CFSE).
Pour I’étude de la maturation, les macrophages et les moDCs sont mis en contact de LTs au repos, traités ou non PUVA pendant
48h. R848 et Poly | :C sont utilisés comme contréles positifs d’activation des macrophages et des moDCs, respectivement. Les
APCs sont ensuite marquées avec des anticorps anti-CD14 (macrophages) ou anti-CD209 (moDCs) ainsi que anti-CD40 et anti-
CD80. La mesure d’expression des molécules de costimulation CD40 et CD80, par les macrophages (F) et les moDCs (G) est
réalisée par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en Fold Increase rapporté a la condition « medium ». Les statistiques
sont réalisés par T test (Mann Whitney), N=4 (macrophages) N= 9 (moDCs).

Aprées 4h de co-culture entre les lymphocytes T et les moDCS, 20% et 42% des macrophages ont
phagocyté des lymphocytes T au repos et activés traités PUVA, respectivement, montrant ainsi que les
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macrophages phagocytent avec plus d’efficacité les lymphocytes T activés traités PUVA que ceux au
repos (Fig. 29B). Des résultats similaires sont obtenus lorsque les lymphocytes T sont mis en présence
de moDCs autologues, puisque 12% des moDCs phagocytent des lymphocytes T au repos traités PUVA
contre 39% qui phagocytent des lymphocytes T activés traités PUVA, apres 4h de co-culture (Fig. 29D).
Les images de phagocytose obtenues par microscopie montrent que les moDCs phagocytent des
lymphocytes T (CFSE+) traités PUVA, sous forme de cellules entieres et pas de corps apoptotiques
comme avec les monocytes (Fig. 28F).

Les lymphocytes T alloréactifs activés traités PUVA sont préferentiellement phagocytés par les
macrophages et les moDCs; La capacité de ces lymphocytes T a induire la maturation de ces
macrophages et de ces moDCs a été analysée.

Pour I'étude de la maturation des APCs, 24h apres leur traitement PUVA, les lymphocytes T sont
mis en contact avec des moDCs ou des macrophages autologues, pendant 48h. Apres 48h de co-
culture, les cellules sont marquées avec un anticorps anti-CD209 pour les moDCs et anti-CD14 pour les
macrophages ainsi qu’avec des anticorps anti-CD40 et anti-CD80 et analysées par cytométrie en flux
(Fig. 29F et 29G).

Les macrophages et les moDCs au contact de lymphocytes T au repos, ne présentent pas
d’augmentation de I'expression des molécules de costimulation (CD40 et CD80) que les LTs soient
traités PUVA ou pas (Fig. 29F et 29G). En revanche, lorsque les macrophages et les moDC sont au
contact de LTs alloréactifs traités PUVA on observe une légere augmentation de I'expression de CD40
et dans une moindre mesure de CD80, qui est cependant plus faible que celle observée lorsque les
moDCs sont au contact de LTs alloreactifs non traités. Les différences observées chez les macrophages
entre ces deux conditions ne sont pas significatives alors que celles observées pour les moDCs le sont
(Fig. 29F et 29G).

L’analyse de I'expression de molécules de costimulation (CD40 et CD80) montre que la mise en
contact de lymphocytes T allorécatifs activés avec des moDCs et des macrophages autologues n’induit
pas de maturation de ces APCs.

Afin d’approfondir I'étude de la maturation des macrophages et des moDCs lorsqu’ils sont au
contact de lymphocytes T au repos ou alloréactifs activés, traités ou non PUVA,nous avons mesuré la
guantité de cytokines inflammatoires (II-6, 1I-8, 1I-1B, II-12p70 et TNF-a) et de cytokines anti-
inflammatoires (II-10) sécrétées dans le surnageants de culture aprés 48h de co-culture, par cytométrie
en flux (CBA) (Fig. 30A et 30B).
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Figure 30 : Mesure des cytokines sécrétées par les moDCs et les macrophages aprés co-culture avec des
lymphocytes T traités PUVA autologues. Les macrophages et les moDCs sont mis au contact de lymphocytes T
au repos/activés, traités PUVA ou non pendant 48h. La quantité de cytokines sécrétées par les macrophages (a)
et les moDCs (b) est mesurée par cytométrie en flux (CBA) a partir du surnageant de culture. Statistiques réalisées
par T test (Mann Whitney), N=11 pour les moDCs et N=6 pour les macrophages

Les sécrétions des cytokines I1L-12p70 et d’IL-1B par les moDCs et les macrophages n’ont pas pu
étre détectées dans les conditions expérimentales utilisées. La sécrétion d’ll-8 par les moDCs et les
macrophages est forte et n’est pas différente selon les conditions (données non montrées).

En général, que ce soit pour les macrophages ou pour les moDCs, les quantités de cytokines
détectées dans les différentes conditions sont relativement faibles, seuls les contrdles positifs (Polyl :C
et R848) montrent une sécrétion élevée de cytokines par les moDCs et les macrophages. De plus, on
note une certaine hétérogénéité entre les différents donneurs.

Lorsque les macrophages sont au contact de lymphocytes T au repos traités PUVA, les sécrétions
d’ll-10 et d’ll-6 semblent étre légerement augmentées si on les compare a celles observées lorsque les
macrophages sont au contact de lymphocytes T au repos, non traités. Les quantités d’ll-10 et d’ll-6
semblent également étre supérieures lorsque les macrophages sont au contact de lymphocytes T
activés non traités que lorsqu’ils sont au contact de lymphocytes T activés traités PUVA. Lorsque ces
macrophages sont en contact de lymphocytes T autologues, au repos/ alloréactifs activés, traités ou
non PUVA, ils ne semblent pas sécréter de TNF-a (Fig. 30A).

En ce qui concerne les moDCs, lorsqu’elles sont au contact de lymphocytes T au repos qu’ils soient
traités PUVA ou non, ces moDCs ne montrent pas d’augmentation de sécrétion de cytokines en
comparaison avec les moDCs seules dans le milieu (contrdle négatif). Lorsque les moDCs sont au
contact de lymphocytes T alloréactifs activés la quantité d’ll-10 et d’ll-6 augmente; cette
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augmentation n’est cependant pas observée lorsque les lymphocytes T alloréactifs activés sont traités
PUVA. La quantité de TNF-a sécrétée par les moDCs au contact de lymphocytes T alloréactifs activés
non traités semble supérieure a celle sécrétée dans le reste des conditions, cependant cette légére
différence n’est pas significative (Fig. 30B).

La mise en présence des moDCs et des macrophages avec du poly | :C et du R848 respectivement
nous indique que le test a fonctionné et que les cellules étaient bien fonctionnelles.

L’étude des cytokines sécrétées par les moDCs apres 48h de co-culture avec des lymphocytes T au
repos/activés, traités ou non PUVA nous montre un profil cytokinique non caractéristique de celui de
moDCs matures ou de celui de DCs « immature ». Au vu des résultats obtenus par les études
d’expression de molécules de costimulation (CD40 et CD80) et de sécrétion de cytokines par les
moDCs, les moDCs au contact de lymphocytes T alloréactifs activés traités PUVA ne présentent pas de
maturation. Des données similaires sont obtenues lorsque les lymphocytes T alloréactifs activés sont
au contact de macrophages autologues.

Nous avons également étudié si la maturation de moDCs engendrée par la présence de LPS pouvait
étre inhibée par I'addition de lymphocytes T au repos/alloréactifs activés, traités ou non PUVA. Les
moDCs ont été mis en co-culture 48h avec les différents lymphocytes T, en présence de LPS. A la fin de
cette co-culture, les cellules sont marquées par des anticorps anti-CD40 et anti-CD80, I'étude de la
maturation est ensuite réalisée par cytométrie en flux (Fig. 31A et 31B).

CD40 CD80
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Figure 31 : Etude d’expression de molécules de costimulation par les moDCs. Les moDCs sont mises en contact
de LTs au repos/alloréactifs activés, traités ou non PUVA en présence de LPS pendant 48h. Les moDCs seules
dans le milieu représente le contréle négatif (moDCs immatures). LPS est utilisé comme contréle positif
d’activation des moDCs. Les moDCs sont ensuite marquées CD209, CD40 et CD80. La mesure d’expression des
molécules de costimulation CD40 (a) et CD80 (b) est réalisée par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés
en moyenne de fluorescence (MFI). L’analyse statistique est réalisée par t-test (Mann Whitney), N=4.

Lorsque les moDCs sont au contact de lymphocytes T autologues on observe une légére diminution
de I'expression de CD40 en comparaison avec le contrdle positif (LPS). Cette diminution est d’autant
plus forte lorsque les moDCs sont au contact de lymphocytes T traités PUVA, qu'’ils soient activés ou
au repos (Fig. 31A). En revanche, aucune différence quant a I‘expression de CD80 induite par le LPS
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n’est observée lorsque les moDCs sont au contact de lymphocytes T qu’ils soient au repos/activés,
traités ou non PUVA (Fig. 31B).

Les monocytes endocytent les corps apoptotiques issus de lymphocytes T alloréactifs activés
et ne présentent pas de différence dans I’endocytose que les lymphocytes T soient traités PUVA ou
pas. Les macrophages et les moDCs sont capables de phagocyter des lymphocytes T autologues, cette
phagocytose augmente lorsque les lymphocytes T sont traités PUVA d’autant plus s’ils sont activés.

Les monocytes, les macrophages et les moDCs présentent un profil d’APCs « immatures » au
contact de lymphocytes T activés traités PUVA.

L’ensemble des données d’expression de molécules de costimulation et du profil cytokinique
des moDCs au contact de lymphocytes T alloréactifs activés suggerent que ces lymphocytes T
induisent n’induisent pas de maturation des moDCs. La seule condition ou I’on observe une
maturation des moDCs est lorsqu’elles sont au contact de lymphocytes T activés, non traités.

Pour la suite, nous nous sommes focalisés sur la capacité des moDCs issues d’une co-culture avec
des lymphocytes T au repos/alloréactifs activés traités ou non PUVA a induire la prolifération et la
polarisation de lymphocytes T naifs allogéniques.

Comme nous l'avons vu précédemment, les lymphocytes T activés, traités PUVA semblent ne
semble pas induire la maturation des moDCs a leur contact. Nous nous sommes intéressés a la capacité
de ces moDCs ayant phagocyté les lymphocytes T a induire la réponse de lymphocytes T naifs issus de
sang de cordon (prolifération et polarisation).

Pour cela, nous avons utilisé une expérience de co-culture de moDCs avec des lymphocytes T CD4+
naifs allogéniques. Langenkamp et al. ont montré que la mise en contact de moDCs préalablement
activés (24h en présence de LPS) avec des lymphocytes T CD4+ naifs allogéniques pendant minimum
40h, provoque la prolifération et la différentiation de ces lymphocytes T naifs. Ces travaux montrent
que la cinétique d’activation et de migration des DCs peuvent influencer la différentiation de
lymphocytes T CD4+ naifs en différents lymphocytes T effecteurs et mémoires (307).

Les moDCs sont mises en co-culture avec des lymphocytes T autologues, au repos ou activés,
traités ou non PUVA, pendant 24h. Des lymphocytes T naifs allogéniques sont ensuite ajoutés a cette
co-culture pendant 6 jours (Fig. 32A). Au 6°™ jour, les lymphocytes T sont restimulés par
PMA/lonomycine pendant 5h; les surnageants de culture sont ensuite prélevés afin de réaliser les
dosages des cytokines Th1, Th2 et Th17 (-2, 1I-4, 1I-10, I-17, TNF-a, IFN-y et TGF-B) (Fig. 32C).

Avant d’analyser le type de réponse engendrée par la co-culture de moDCs avec des lymphocytes
T naifs allogéniques, nous avons étudié la prolifération des lymphocytes T naifs au contact de moDCs
préalablement mises en co-culture avec des lymphocytes T au repos/activés, traités ou non PUVA (Fig.
32B). La mesure de prolifération est réalisée par I'incorporation de thymidine tritiée.
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Figure 32 : Etude de la prolifération et de la polarisation des lymphocytes T naifs au contact de moDCs
préalablement activés. 24h apres leur traitement PUVA, des lymphocytes T au repos ou activés, traités ou non
PUVA sont mis en co-culture avec des moDCs autologues (ratio 1 :1), pendant 24h. Des lymphocytes T naifs
allogéniques sont ensuite mis en contact de ces moDCs (10 :1) pendant 6 jours (A). Apreés 6 jours un test de
prolifération est réalisé, par incorporation de thymidine tritiée (B), N=4. Au bout de ces 6 jours de co-culture,
les lymphocytes T naifs sont également stimulés par PMA/lonomycine, pendant 5h, au bout desquelles le
surnageant est récupéré. La mesure des cytokines sécrétées se fait par cytométrie en flux (CBA flex). Les
résultats représentent les concentrations de cytokines en pg/ml (C). Les tests statistiques ont été réalisés par
t-test (Mann Whitney), N=8.

Les lymphocytes T naifs sont capables de proliférer au contact de moDCs allogéniques
immatures (50 000cpm), cette prolifération augmente lorsque les moDCs sont matures (poly | :C). La
prolifération des lymphocytes T naifs augmente lorsqu’ils sont au contact de moDCs issus d’une co-
culture avec des lymphocytes T alloréactifs activés (80 000cpm). Cette prolifération semble néanmoins
diminuer lorsque les lymphocytes T naifs sont mis en contact avec des moDCs issus d’une co-culture
avec des lymphocytes T alloréactifs traités PUVA (40 000cpm) (Fig. 32B).

Dans la littérature, il est décrit que les moDCs allogéniques (288) sont capables d’activer les
lymphocytes T et de polariser la réponse immunitaire vers un profil de réponse T cytotoxique (IFN-y)
dans le cas d’une réponse de type immunogene ou un profil plutot inhibiteur (TGF-B et IL-10) dans le
cas d’'une apoptose tolérogene ou encore vers un profil Th2 (IL-4).

Nous avons donc par la suite étudié le profil de réponse cytokinique des lymphocytes T naifs
co-cultivés avec des moDCs préalablement mises en contact avec des lymphocytes T au repos,
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alloréactifs activés, traités ou non PUVA. La mesure des cytokines sécrétées par des lymphocytes T
réactivés par PMA/lonoycine se fait a partir du surnageant de culture, par cytométrie en flux (CBA)
(Fig. 32C).

Dans les conditions expérimentales utilisées, les lymphocytes T nalfs ne semblent pas sécréter
d’ll-17 et les quantités de TGF-B obtenues sont trop faibles pour étre interprétables (inférieures a
10pg/ml). Les lymphocytes T naifs sécrétent de I'll-4, de I'IFN-y et du TNF-a lorsqu’ils sont mis en
contact avec des moDCs issus de co-culture avec des lymphocytes T alloréactifs activés non traités ; en
revanche, cette sécrétion est moins importante lorsqu’ils sont au contact de moDCs préalablement
incubées avec des lymphocytes T alloréactifs traités PUVA et est alors proche a celle observée avec les
moDCs immatures (« medium ») (Fig. 32C).

Aucune différence de sécrétion de cytokines n’est observée quand les moDCs sont au contact
de LTs au repos, traités ou non PUVA et de LTs activés traités PUVA par rapport a la condition controéle.

Enfin, dans une étude préliminaire, nous avons étudié la polarisation des lymphocytes T naifs
au contact de moDCs préalablement incubés avec des lymphocytes T au repos, alloréactifs activés,
traités ou non PUVA, par marquage intracytoplasmique des cytokines dans les lymphocytes T. Quatre
cytokines ont été étudiées : I'lL-4, I'IL-10, I'lFN-y et le TNF-a, apres restimulation des lymphocytes T
(comme vu préalablement) en présence d’un inhibiteur du transport protéique (Golgi Stop) (Fig. 33A
et 33B).
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Figure 33: Etude de polarisation de LTs naifs au contact de moDCs allogéniques, par marquage
intracytoplasmique. Les moDCs issus de 24h de co-culture avec des lymphocytes T au repos, activés, traités ou
non PUVA sont mises en contact avec des lymphocytes T naifs allogéniques. Aprés 6 jours, les lymphocytes T
sont stimulés par PMA/lonomycine en présence d’un inhibiteur du transport de protéines (Golgi Stop) pendant
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5h. Les cellules sont ensuite marquées par des anticorps anti-CD3 et anti-CD8 puis perméabilisées pour
marquage avec anti-IL-4, anti-IL-10, anti-TNF-o et anti- IFN-y. Polyl :C est utilisé comme contréle positif de
maturation des moDCs et « medium » comme contréle négatif de la réaction allogénique du systéme. N=2

Les pourcentages de lymphocytes T (CD4+ et CD8+) exprimant du TNF-a ne semblent pas varier
en fonction des conditions. En revanche on observe des variations entre les différentes conditions
lorsque I'on analyse I'IL-10 et I'IFN-y. En ce qui concerne I'lIL-10, la mise en contact de lymphocytes T
naifs avec des moDCs préalablement incubées avec des lymphocytes T traités PUVA (activés ou repos)
ne semblent pas induire d’IL-10. En revanche, lorsque les moDCs sont préalablement incubées avec
des lymphocytes T non traités, le pourcentage de cellules CD4+ et de cellules CD8+ exprimant de I'IL-
10 augmente. Ces données sont cohérentes avec celles obtenues dans I'expérience précédente (Fig.
32C). Quant a l'expression d’IFN-y, les pourcentages de lymphocytes T CD8+ qui sécrétent de I'lFN-y
sont plus importants lorsque les lymphocytes T naifs sont mis en contact avec des moDCs issues de co-
culture avec des lymphocytes T au repos ou alloréactifs non traités que lorsqu’ils sont au contact de
moDCs préalablement incubées avec les lymphocytes T traités PUVA, qu’ils soient au repos ou activés
(Fig. 33A). La méme tendance est observée dans une moindre mesure pour les lymphocytes T CD4+
(Fig. 33B). Les données concernant I'lFN-y coincident également avec les données obtenues dans
I'expérience précédente (Fig. 32C). Ces données restent cependant préliminaires et doivent étre
confirmées en augmentant le nombre d’expériences.

Au contact des lymphocytes T traités PUVA, les moDCs semblent induire une plus faible
prolifération des lymphocytes T naifs que lorsqu’ils sont au contact de moDCs préalablement
incubées en présence de lymphocytes T non traités. Les lymphocytes T naifs ne présentent pas de
polarisation différente aprés contact avec des moDC issues de co-culture avec des lymphocytes T
traités PUVA a celle observée lorsqu’ils sont au contact de moDCs « immatures ».

C. Conclusions

Le traitement PUVA induit I'apoptose des lymphocytes T, préférentiellement lorsqu’ils sont
alloréactifs activés. Le traitement PUVA induit également |’externalisation de la Calréticuline, des
protéines Hsp70 et -90 ainsi que le relargage de HMGB1 par les lymphocytes T traités PUVA, surtout
s’ils sont activés. Les moDCs et les macrophages phagocytent préférentiellement les lymphocytes T
alloréactifs activés traités PUVA. Cependant ces lymphocytes T n’entrainent pas de maturation des
APCs. La seule condition ol I'on observe une maturation des APCs est lorsqu’elles sont au contact de
lymphocytes T alloréactifs activés non traités.

Nous n’avons pas pu observer de polarisation nette de la réponse T vers un profil Thl, Th2 ou
Treg, lorsque les lymphocytes T naifs sont au contact de moDCs issues de co-culture avec des
lymphocytes T activés traités PUVA et ce profil est similaire a celui observé lors de la co-culture des
lymphocytes T naifs avec des moDCs immatures.
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D. Discussion et perspectives

La PCE est utilisée en premiere ligne de traitement pour les formes avancées du CTCL, le
syndrome de Sézary, aujourd’hui elle est utilisée dans de nombreuses pathologies, médiées par les
lymphocytes T telles que la GvHD, certains rejets de greffe ou encore certaines pathologies auto-
immunes. Bien que la PCE soit utilisée en routine, ses mécanismes d’action restent peu connus. Il a été
démontré que le traitement PUVA entrainait I'apoptose des cellules pathogéenes. Nous proposons que
les conditions dans lesquelles ces cellules meurent seraient le facteur déclenchant d’une réponse
spécifique de type tolérogéne ou immunogene a I’'encontre des lymphocytes T « pathogenes ».

L'apoptose a longtemps été considérée comme un processus silencieux et tolérogéne, en
revanche, depuis quelques années (2007), il a été montré qu’elle pouvait également enclancher une
réponse de type immunogéne. Les cellules apoptotiques décrites dans ce processus « immunogéne »
produisent différentes molécules dites de danger, les DAMPs : la calréticuline a la surface cellulaire, la
protéine HMGB1 extracellulaire ainsi que I’ATP extracellulaire sont décrits comme ayant des roles clés
dans le déclenchement de ce processus. C’'est pourquoi, dans cette premiere partie, nous avons essayé
de caractériser in vitro, le type d’apoptose engendrée par la PCE, en étudiant notamment |’émission
de DAMPs par les cellules traitées PUVA.

Nous avons choisi de développer in vitro un modeéle de cellules alloréactives activées obtenues
par culture mixte lymphocytaire (MLR) de PBMCs d’un donneur sain avec les PBMCs irradiés d’un
donneur allogénique. L'obtention de cellules alloréactives activées, par culture mixte lymphocytaire
permet de modéliser les réponses allogéniques des lymphocytes T immunocompétents du donneur
vis-a-vis des antigenes majeurs d’histocompatibilité du receveur (HLA), dans un contexte de GvHD. Ce
type de test était auparavant utilisé en routine avant chaque allogreffe de moelle osseuse pour évaluer
les risques de GvHD encourus par le receveur, mais n’est plus réalisé aujourd’hui depuis les avancées
techniques réalisées sur les typages HLA.

In vitro, nous avons donc étudié a partir d’'un modele de PBMCs alloréactifs activés, I’émission
de signaux « immunogeénes » (DAMPs : Calréticuline, Hsp, HMGB1, ATP et IL-1B (221, 235) aprés
traitement PUVA. Nous avons montré que les lymphocytes T traités PUVA exprimaient la Calréticuline
(CRT) a leur surface, les protéines Hsp et qu’ils relarguaient la protéine HMGB1 dans le millieu
extracellulaire ; 'expression de CRT et de protéines Hsp ainsi que le relarguage de HMGB1 étaient
d’autant plus importants que les cellules étaient activées. D’apreés les résultats de la littérature et dans
nos conditions, les cellules traitées PUVA émettent donc une partie des signaux de type
« immunogéne » (DAMPs). Cependant, dans les conditions expérimentales choisies, nous n’avons pas
observé de sécrétion d’ATP.

L'ATP est dans ce contexte de mort « immunogene », décrite comme DAMPs ; en revanche le
produit de sa dégradation, I’ADP est connue pour étre un signal tolérogéne (235). L’ATP extracellulaire
peut étre dégradée en ADP puis AMP et adénosine par les ecto-nucléases (CD39 et CD73) présentes
notamment sur les lymphocytes T régulateurs. C'est pour cette raison, qu’avec la collaboration d’une
équipe a Lyon, nous avons mesuré par HPLC les quantités d’AMP, ADP et d’ADP sécrétées dans le milieu
extracellulaire par les PBMCs traités PUVA, mais n’avons pu montrer a ce jour de sécrétion.
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L'ATP extracellulaire a travers sa liaison avec le récepteur P2RX7 entraine |’activation de
I'inflammasome NLRP3, lui-méme responsable de la conversion de la cytokine pro-IL-13 en IL-1B. LIL-
1B favorise I'activation des lymphocytes T CD8+ et oriente donc vers une réponse cytotoxique. Dans
notre modeéle nous n’avons observé ni la sécrétion d’ATP, ni celle d’IL-1B dans le surnageant de culture
de PBMCs apres traitement PUVA. Dans un autre modele développé par Yakut et al., le traitement
PUVA de PBMCs entraine la sécrétion d’IL-1B par les monocytes (236). Dans ce modeéle, cette sécrétion
d’IL-1B est indépendante de I’ATP, contrairement a celle observée dans un processus de mort
« immunogene ». Il est intéressant de souligner que dans cette étude comme dans la noétre, le
traitement PUVA n’entraine pas de sécrétion d’ATP.

Les lymphocytes T alloréactifs activés expriment la Calréticuline a leur surface ; la CRT étant
reconnue comme un signal « eat-me », nous avons décidé d’étudier si les APCs étaient capables de
phagocyter des lymphocytes T traités PUVA. Dans notre étude, nous avons montré que les moDCs et
les macrophages avaient la capacité de phagocyter les lymphocytes T traités PUVA et gu’ils
phagocytaient préférentiellement les lymphocytes T activés traités PUVA ; observations qui sont en
corrélation avec les résultats obtenus d’expression de Calréticuline, ce qui nous permet de penser que
cette phagocytose pourrait étre dépendante de la présence de Calréticuline.

Dans le contexte de la mort « immunogene », I’expression de |’ecto-CRT est définie comme un
facteur précoce ; I'externalisation précoce de la CRT par rapport a la phosphatidylsérine (PS) pourrait
initier le processus de mort immunogéne (225, 233, 235). Dans tous les modeéles de mort
« immunogéne » décrits dans la littérature, bien que la précocité de la CRT soit annoncée, aucun ne
montre réellement cette précocité. Obeid et al, en 2007, montrent que la CRT est externalisée a partir
de 15 min sur des cellules ayant gardé leur intégrité membranaire (7AAD- ou IP-) ; en revanche aucun
marquage sur les cellules Annexine V négatives (avant I'apparition de la phosphatidylsérine = PS) n’est
réalisé (225). La mesure de la CRT est exprimée dans cette étude, en moyenne de fluorescence (MFI),
on constate que les valeurs obtenues sont basses (MFI maximum égale a 15) ; de plus, I'expression de
CRT, dans leur modele ne semble pas augmenter entre 15 min et 24h, ce qui est étonnant puisque cela
voudrait dire qu’a partir de 15 min, la totalité de la CRT serait externalisée.

Notre étude montre donc pour la premiére fois, I'expression de calréticuline suite a un signal
inducteur d’apoptose sur des cellules humaines primaires. Il semble cependant que la cinétique
d’expression de calréticuline observée dans notre modele de cellules humaines soit différente de celle
observée avec des lignées murines. En effet, nous observons son apparition de maniére presque
simultanée a celle de la phosphatydilsérine et je pense I'on peut mettre en doute |'apparition précoce
de la CRT par rapport a la PS.

L'expression de la CRT serait induite lors d’un stress du RE, mettant en jeu la phosphorylation
de la protéine elF2a. Obeid et al. montrent en effet une augmentation de la protéine pospho-elF2a,
apres 4h de traitement aux anthracyclines, ce qui est un peu tardif pour expliquer I’externalisation de
la CRT observée des 15 minutes. Nous avons logiquement recherché a mettre en évidence la
phosphorylation de la protéine elF2a dans les cellules traitées PUVA, et nous avons pu observer une
légere augmentation de cette phosphorylation, cependant la qualité des anticorps utilisés a rendu
délicate lI'interprétation de ces données.
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L'expression de la CRT et de PS (2 signaux « eat-me ») étant retrouvée sur les cellules traitées
PUVA, nous avons donc étudié leur phagocytose par différentes cellules présentatrices d’antigénes.
Les monocytes semblent plutot endocyter des corps apoptotiques issus des cellules traitées alors que
les moDCs et les macrophages phagocytent réellement les cellules apoptotiques sous forme entiere. Il
est cependant peu probable que les monocytes circulants soient impliqués dans la prise en charge de
ces cellules apoptotiques. En effet, le flux sanguin est un lieu peu propice aux interactions cellulaires.
En revanche, il est connu que les cellules réinjectées par voie intraveineuse sont retrouvées
principalement dans la rate et le foie ou elles pourront étre en contact avec les cellules dendritiques
et les macrophages tissulaires. Il est donc vraisemblable que ces APCs phagocytent les cellules
apoptotiques traitées PUVA.

Il serait intéressant d’analyser I'implication et la contribution de la CRT et de la PS, dans la prise
en charge des cellules traitées PUVA (apoptotiques) par les différentes APC et notamment dans la
phagocytose. Il serait possible de réaliser des expériences d’inhibition a I'aide d’anticorps dirigés
contre ces molécules dans le méme type d’expériences que celles que nous avons mises en place
(étude de la phagocytose). Garg et al. montrent dans une étude de phagocytose de cellules traitées
par PDT par les moDCs, que I'inhibition de la CRT ne diminue la phagocytose que partiellement (233).
Il est donc probable que la phosphatidylsérine et la CRT soient conjointement impliquées, et gqu’il sera
difficile de démontrer formellement le réle de I'une ou de I'autre.

Dans ce contexte de mort « immunogene », I’émission de DAMPs par les cellules apoptotiques
provoque la maturation des DCs, c’est pourquoi nous avons également étudié la maturation des
moDCs et des macrophages au contact de lymphocytes T traités PUVA. La mise en contact de
lymphocytes T traités PUVA avec des APCs autologues, n’entraine pas d’augmentation de I'expression
des molécules de costimulation par les APCs, ni de différence quant a leur profil cytokinique, en
comparaison avec les APCs seules dans le milieu (immatures). Autrement dit, les lymphocytes T traités
PUVA, malgré leur émission partielle de DAMPs n’entrainent pas, dans notre modeéle, de maturation
des APCs. Ce résultat est quelque peu surprenant puisque la présence de HMGB1 a été associée a la
maturation des DCs (222, 235). Il semble que dans notre modéle, HMGB1 ne soit pas capable d’induire
la maturation des APCs.

Il faut souligner que nous avons mesuré par ELISA, la quantité de HMGBI1 totale relarguée dans
le surnageant de culture. Il a été montré que I'action de la protéine HMGB1 dépendait des formes
d’oxydoréductions qu’elle pouvait adopter. En effet la protéine HMGB1 dans un état complétement
réduit joue le role d’'une chimiokine, lorsqu’elle forme un pont disulfide, elle joue le role de cytokine
pro-inflammatoire et est inactive lorsqu’elle est complétement oxydée (223). La forme totalement
réduite est la forme sous-laquelle la protéine HMGB1 est considérée comme DAMPs. Il serait donc
intéressant de déterminer dans notre modéle quel est I'état d’oxydoréduction de la protéine de
HMGB1 lorsqu’elle est relarguée par les cellules, aprés traitement PUVA. Si la protéine HMGB1
relarguée apres traitement PUVA est dans un état complétement oxydé, cela pourrait expliquer
pourquoi sa présence dans notre modéle n’engendre pas la maturation des APCs. Dans certains cas
d’échappement immunologique de cancer, la protéine HMGB1 peut s’unir aux récepteurs TIM-3 et
engendrer un effet immunosuppresseur plutét qu’immunostimulateur [Chiba. Nat Immunol. 2012
trouvé dans O. Kepp. Oncoimmunology. 2014]. L'effet de la protéine HMGB1 va donc dépendre du
contexte dans lequel elle se trouve et donc induire ou non la maturation des APCs.
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Une autre explication de I'absence de maturation des APCs, pourrait étre le temps d’incubation
des lymphocytes T aprés le traitement PUVA. En effet, dans notre modeéle, nous avons mis en contact
les lymphocytes alloréactifs activés traités PUVA avec des moDCs autologues, 24h aprés leur
traitement. Il est important ici de prendre en compte qu’a 24h, les lymphocytes T traités sont
majoritairement en apoptose et pourraient avoir perdu leurs propriétés activatrices (molécules de
costimulation), méme si elles ont « gagné » des signaux « immunogenes ». Comme nous l'avons
montré précédemment, les lymphocytes T alloréactifs activés non traités sont capables de faire
maturer les APCs. Une étude réalisée par Gurung et al., en 2009, montre que la mise en contact de
lymphocytes T activés apoptotiques avec des cellules dendritiques autologues provoque la maturation
de ces DCs [Gurung. 2009]. Dans des expériences préliminaires, au sein de notre laboratoire, il a été
montré que si des lymphocytes T activés (OKT3 : anticorps anti-CD3) traités PUVA sont instantanément
mis en co-culture avec des moDCs autologues, ils font maturer ces APCs. Des expériences similaires
avec des lymphocytes T alloréactifs activés obtenus par MLR pourraient étre réalisées, afin d’analyser
leur capacité a induire la maturation des APCs. Si une maturation est effectivement observée dans ce
contexte, elle sera probablement due a I'expression de molécules de costimulation, plutot qu’aux
DAMPs.

Nous n"avons pas observé de différence dans la sécrétion de cytokines des moDCs au contact
de lymphocytes T traités PUVA.

En lien avec cette absence de maturation, nous n’avons pas non plus observé de polarisation
nette de la réponse T vers un profil Thl, Th2 ou Treg, lorsque les moDCs préalablement mises au
contact de lymphocytes T alloréactifs activés traités PUVA sont mises en co-culture avec des
lymphocytes T CD4+ naifs répondeurs allogéniques. Le profil cytokinique obtenu de cette co-culture
est similaire a celui obtenu lors de la co-culture des lymphocytes T naifs avec des moDCs immatures. |l
serait intéressant de continuer a étudier la capacité des moDCs (préalablement mises en présence de
lymphocytes T traités PUVA) a polariser les lymphocytes T naifs par I'étude des cytokines
intracytoplasmiques exprimées dans les lymphocytes T, puisque cela permettrait d’avoir une
évaluation plus précise des sous-populations lymphocytaires engendrées (lymphocytes T régulateurs,
Thi, Thl7, etc...).

Afin d’avoir une indication de I'immunogénicité des cellules apoptotiques traitées PUVA, il
serait fondamental de développer in vivo un modeéle similaire a celui utilisé par I'’équipe de L. Zitvogel ;
dans lequel les cellules tumorales traitées PUVA sont injectées en sous-cutané dans le flanc d’une
souris. Quelques jours plus tard, les souris sont injectées sur I'autre flanc avec des cellules tumorales
vivantes, identiques a celle traitées par PUVA. Deux expériences similaires ont été réalisées chez la
souris, il y a une vingtaine d’années, par Perez et Cheng [Perez. Basic mechanisms of physiologic... 1994
et Cheng TY. Photochem photobiol. 1996]. Dans ces modeles, la vaccination de souris avec des cellules
tumorales traitées PUVA pendant 4 semaines avant l'injection de cellules tumorales entraine la
protection de ces souris contre le développement de tumeur (20% des souris ne développent pas de
tumeur dans la premiére étude et 66% dans la deuxieme). La PCE pourrait donc étre considérée comme
capable, dans des contextes tumoraux, d’engendrer une vaccination anti-tumorale et donc étre a
|’origine d’'une réponse « immunogene ».
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Nous avions soumis auprées de I’animalerie un projet pour tester cette immunogénicité, dans
lequel des souris C57BL/6 devaient recevoir une injection sous-cutanée de cellules de mélanome (B16-
OVA) ou de sarcome (MCA-205-OVA) préalablement traitées PUVA dans un de leur flanc et une
semaine plus tard (temps que I'immunité se mette en place) une autre injection dans I'autre flanc avec
des cellules B16 ou MCA-205 (Fig. 34). Néanmoins, la réalisation de cette étude n’a pu étre mise en
place dans les délais impartis pour ce travail de these.

Dans le modele que nous proposons, il s’agirait d’approfondir la caractérisation de la réponse,
grace a I'expression de I'antigene OVA par les cellules tumorales. De cette facon nous pourrions suivre
la réponse spécifique liée a OVA, a I'aide de dextramers spécifique de OVA. Nous pourrons alors
caractériser la réponse et identifier le type de lymphocytes T impliqués (lymphocytes T CD4+,
lymphocytes T CD8+, lymphocytes T régulateurs, etc...).

PUVA treated
B16-OVA cells B16-OVAcells
722N

1 Week

OVA- —

el Immunogenicit
characterisation & ./

Figure 34 : Schéma du protocole expérimental d’étude de 'immunogénicité induite par le traitement PCE.

Les différents DAMPs décrits par le groupe de Laurence Zitvogel, dans le modele de mort
immunogene (CRT, HMGB1, ATP, Hsp et IL-1B), ont été démontrés comme « immunogénes » dans un
contexte murin de chimiothérapie. Ce méme groupe a montré quelques pistes chez I’homme, la
démonstration en est faite de maniere indirecte. En effet, dans une de leur étude, les patients atteints
de cancer, traités par chimiothérapie aux anthracyclines, porteur d’une mutation au niveau du TLR-4,
montrent une réponse moins importante que celle obtenue aprés traitement chez des patients ne
portant pas cette mutation (222) ; les auteurs concluent a partir de cette observation sur I'importance
du relarguage de la protéine HMGB1 dans I'effet anti-tumoral du traitement de par sa liaison avec le
TLR-4. Néanmoins, une mutation du TLR4 (récepteur immun), méme si elle n’a jamais été montrée
comme associée au développement de pathologies, pourrait a elle seule engendrer des anomalies
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dans le développement global d’une réponse immune, dans ce cas évoqué. Il est important de rappeler
que le récepteur principal d’HMGB1 est le récepteur RAGE et non le TLR4. Le TLR-4 reconnait aussi
d’autres DAMPs tel que le Sérum amyloide A (308).

D’autres groupes ont travaillé sur ce sujet, notamment Garg et al., dans un modeéle de thérapie
photodynamique ou les cellules utilisées sont soit issues de la souris, soit d’'une lignée tumorale
humaine. La majorité des données obtenues concernant la mort immunogéne ont été récoltées chez
la souris, on peut donc se poser la question de la transposition de ces DAMPs dans le développement
d’une réponse immunogene chez 'Homme. Cette réponse pourrait chez 'Homme, étre induite par
d’autres DAMPs et passer par des mécanismes différents que ceux observés chez la souris. Peu de
travaux faits chez I'Homme ont été publiés ; les travaux de Gameiro en 2013 (226) montrent I’émission
de DAMPs par des cellules issues de lignées cellulaires tumorales humaines apres traitement aux
anthracyclines. Dans cette étude, les dosages de CRT, HMGB1 et ATP sont réalisés a 72h apreés le
traitement a partir de cellules qui se trouveraient en apoptose tardive. En revanche, les
caractéristiques décrites dans le contexte de mort immunogéne, chez la souris, sont retrouvées sur les
cellules en apoptose précoce, notamment la CRT (15min apres le traitement). Il a également été
montré que la sécrétion d’ATP débutait 16h apres traitement (224) et le relarguage de HMGB1, apres
24h (222). Nos résultats ainsi que ceux obtenus par Gameiro et al. nous suggérent que chez ’'Homme,
la cinétique d’émission des DAMPs pourrait étre différente a celle observée chez la souris. Il est aussi
possible que les DAMPs décrites chez la souris ne soient pas les méme que celles produites chez
'Homme.

Nous nous sommes deés le début de ma these peut étre trop focalisés sur la démonstration
d’une mort « immunogene » induite par le traitement PUVA, sans prendre en compte tout de suite
I’ensemble des facteurs qui auraient pu nous permettre de prendre en compte un phénomene
tolérogene. Nous avons tout de méme étudié la sécrétion de cytokines lors de la différenciation des
lymphocytes T CD4+ naifs au contact des moDCs, notamment celle d’IL-10 et de TGF-f, mais n’avons
pas pu mettre en évidence ces sécrétions et donc I'implication des lymphocytes T régulateurs.

Dans nos conditions, in vitro, I’étude des mécanismes d’action de la PCE reste cependant tres
réductrice délicate in vitro. Lors de I'élaboration d’une réponse immune, beaucoup de facteurs
rentrent en ligne de compte, le microenvironnement dans lequel va avoir lieu cette réponse est tres
important puisqu’il va favoriser le développement d’un type de réponse ou d’'un autre (anti-
inflammatoire, pro-inflammatoire, ...). Le type de réponse engendrée par la prise en charge de cellules
apoptotiques varie en fonction du lieu de prise en charge, du type de phagocyte, du
microenvironnement présent, du type d’induction de I'apoptose, etc... Il est difficile de mimer in vitro
I’ensemble des facteurs qui vont étre présents dans ce microenvironnement et donc dans I'induction
d’une réponse. Aujourd’hui, le modeéle in vitro que nous avons choisi ne nous permet pas de conclure
guant au type de réponse engendrée par le traitement PUVA. Afin de pallier aux limites imposées par
le modele in vitro, nous avons développé, en parallele et en collaboration avec I'équipe de Sylvain
Perruche, un modele d’étude in vivo, de polyarthrite rhumatoide murine (CIA).
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Chapitre II: Etudes des mécanismes

d’action du traitement PCE in vivo:

Modele de polyrathrite rhumatoide
murine
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Objectifs

Dans cette deuxiéme partie, nous avons étudier les mécanismes d’action de la PCE sur un
modele in vivo de polyarthrite rhumatoide. Le modéle de polyarthrite rhumatoide murin
(CIA) a été choisi car la pathologie est causée par la présence de lymphocytes T
« pathogénes », et comme nous I'avons vu, la PCE est efficace contre certaines pathologies
médiées par des lymphocytes T « pathogénes », notamment contre la polyarthrite
rhumatoide. Le faible volume sanguin d’une souris ne nous permet pas de réaliser le

traitement par aphérése, il sera réalisé a partir de cellules spléniques de souris
« donneuses » qui seront réinjectées par voie intraveineuse aux souris d’intéréts.

Cette étude in vivo a pour but :

e de palier les limites rencontrées in vitro dans I’étude des mécanismes d’action de la
PCE.

o d’étudier I'effet du traitement sur la polyarthrite rhumatoide murine,

o d’étudier la nature des cellules réinjectées impliquées dans I'effet thérapeutique de
la PCE sur la CIA
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A. Matériels et méthodes

Animaux et induction de I’arthrite

Le protocole utilisé a été validé par le comité d’éthique de la plateforme de haute technologie animale
(PHTA) de Grenoble, les souris sont hébergées par 6 dans des cages pendant toute la durée de
I’expérience.

Les souris sont des méles de la souche DBA/1 (JANVIER) recues a I’animalerie, 4gées de 5 a 6 semaines.
Ces souris (agées de 6 a 8 semaines) sont immunisées par une injection, en sous-cutané, a la base de
la queue d’une émulsion de collagéne bovin de type Il (200ug ; MD bioscience) et d’adjuvant complet
de Freund (200ug de Mycobacterium Tuberculosis, sigma + adjuvant de Freund incomplet, sigma), une
semaine apres leur arrivée (100ul de collagéne (4mg/ml d’acide acétique) + Adjuvant (50ul de chaque
coté de la queue). Les symptdmes de I'arthrite commencent a se développer a partir du 21°™ jour
post-immunisation.

Certaines expérimentations ont été réalisées dans I'animalerie de 'UMR1098 de Besancon, dans
I’équipe de Sylvain Perruche.

« Scoring » de I'arthrite

Les symptoémes de I'arthrite se mesurent au niveau des pattes des souris et un score est établi, pouvant
aller de 0 a 16 par souris (score maximum par patte : 4) :

e 0=normal

e 1 =¢érytheme ou inflammation sur un ou plusieurs doigts

e 2 =¢érythéme et inflammation modérée de la cheville au tarse

e 3 =érytheme et inflammation sévere de la cheville au métatarse

e 4 = érythéme complet et inflammation sévére de la cheville, du pied et des doigts induisant
une déformation et/ou une ankylose.

Figure 35 : Evaluation du score arthritique chez des souris atteintes de Collagen Induced Arthritis (CIA). Réalisé
a partir du protocole publié par Brand et al. (182).
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Préparation des splénocytes et réinjection IV

Les rates des souris donneuses sont prélevées et dilacérées a 'aide d’un scalpel. Les globules rouges
sont lysés pendant 1 minute (RBC, eBiosciences). Les cellules sont ensuite resuspendues a une
concentration de 1.10° cellules/ml, pour le traitement PUVA qui consiste a ajouter 200ng /ml final de
8-MOP (sigma), a incuber les cellules pendant 15 minutes a 37°C et a irradier les cellules aux UV-A
(2J/ecm?) (Biosun, V. Lourmat). La quantité de 8-MOP utilisée et I'irradiation recue par les cellules sont
les mémes que chez 'lhomme.

Dans les expériences concernant la réinjection de lymphocytes T traités PUVA, les lymphocytes T issus
de rate de souris arthritiques ont été préalablement purifiés grace a un kit de sélection négative
immunomagnétique (Easy Sep, Stem cell) et traités PUVA comme expliqué antérieurement.

Les cellules sont ensuite lavées en PBS puis réinjectées (10.10° cellules pour la réinjection de
splénocytes et 2.10° cellules pour celle de lymphocytes T, dans 200ul de PBS) par voie intraveineuse,
dans la veine caudale des souris traitées. Au total, 3 ou 4 traitements sont réalisés (1 traitement tous
les 2 jours). Les fréquences d’injection ont été définies en fonction du rythme de traitement chez
I’'homme (approximativement tous les 2 jours). Le nombre de cellules réinjectées aux souris a aussi été
déterminé proportionnellement a celui des cellules réinjectées chez ’'homme lors d’un traitement
PCE ; lors d’un traitement PCE, environ 7.10°leucocytes sont prélevés par aphérése, traités PCE et
réinjectés (136), c’est pourquoi chez la souris hous avons décidé de traiter 10° splénocytes. Les souris
non traitées (NT) ne recoivent aucune injection. Les lymphocytes T sont enrichis par sélection négative
(EasySep, Stem Cell).

Immunomonitoring post-traitement

Les rates et ganglions inguinaux et axillaires sont prélevés aprés euthanasie des souris par dislocation
cervicale (3 a 4 jours apreés le dernier traitement). Apreés lyse des globules rouges (RBC, eBiosciences),
les cellules sont marquées extracellulairement avec des anticorps anti-CD3-PE, -CD4-BV421, -CD8-
V500 (Ebiosciences) puis aprés fixation et perméabilisation (kit BD cytofix/cytosperm plus),
intracellulairement avec des anticorps anti- IFNg-FITC (Biolegend) et anti-1l-17-APC (Ebiosciences).
D’autres populations de cellules sont analysées a partir de différents marqueurs, CD11b/CD19 et B220
pour les lymphocytes B et monocytes, CD11c/siglecH/mPDCA pour les cellules dendritiques,
CD4/CD73/CD39/CD25 et FoxP3 (eBiosciences) (aprés perméabilisation par le kit eBiosciences) pour
les Treg ou encore CD4/CD8/CD3 et NK1.1 pour les lymphocytes T et les cellules « natural Killer ». Les
cellules sont passées au FACS Canto I, cytomeétre en flux et les analyses sont réalisées avec les logiciels
DIVA et FlowlJo (BD biosciences).

Un préléevement retrobulbaire du sang est réalisé pour chaque souris. Le sang prélevé est centrifugé a
800g pendant 20 min afin d’obtenir le sérum de ces souris et pouvoir réaliser un dosage de cytokines
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y et TNF-a) sur ce sérum. Les cytokines sécrétées dans le sérum, sont
dosées par cytométrie en flux (CBA). Le premier point de gamme de la technique est a 20 pg/ml,
cependant les limites de détection théorique de ce kit de CBA sont <1pg/ml pour toutes les cytokines,
sauf pour I'lL-6 (1,4 pg/ml) et IL-10 (16,8 pg/ml).
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B. Résultats

Afin de valider le modele de polyarthrite rhumatoide murine (CIA) pour I'étude des
mécanismes d’action de la PCE, les souris arthritiques sont traitées par injection intraveineuse de
splénocytes issus de souris arthritiques, traités PUVA, environ 30 jours aprés leur immunisation. Le
score est évalué chaque jour a la méme heure, pendant toute la durée de I’expérience.

La quantité de PBMCs et de cellules T pathogénes contenues dans le sang d’une souris étant
trop faible, la réalisation du traitement PCE « classique » est impossible. C’est pour cette raison que
le traitement PUVA chez les souris est réalisé a partir des splénocytes.

Comme nous I'avons montré précédemment, le traitement PUVA induit I'apoptose des cellules
et notamment des lymphocytes T. Nous avons donc dans un premier temps étudié I'effet du traitement
PUVA sur I'apoptose des splénocytes de souris « saines » et « arthritiques ». Les splénocytes « sains »
ou « arthritiques » prélevés sont traités PUVA puis incubés pendant 24h, ils sont ensuite marqués avec
des anticorps anti-CD3 et avec de 'AnnV et du 7AAD, a 2h, 5h et 24h aprés le traitement. L'étude de
I"apoptose est réalisée par cytométrie en flux, sur les cellules CD3+ 7AAD- (Fig. 36).

Figure 36 : Etude d’apoptose des lymphocytes
murins aprés traitement PUVA. Les splénocytes
prélevés sur des souris saines ou arthritiques
« donneuses » sont traités PUVA et incubés a 37°C,

% Apoptose

5% CO; pendant 24h. Les splénocytes sont

marquées par un anticorps anti-CD3 ainsi qu’avec
de I’Annexine V et du 7AAD, a 2, 5 et 24h. les
cellules vivantes sont les cellules CD3+/AnnV-

/7AAD- et sont étudiées par cytométrie en flux. Ce

graphique est représentatif d’une expérience (3

injections).

Les lymphocytes T « arthritiques » traités PUVA montrent un pourcentage d’apoptose de 45%
a 2h, 65% a 5h et de 100% a 24h (Fig. 36). Les lymphocytes T murins entrent donc en apoptose apres
traitement PUVA et se trouvent en voie d’apoptose lorsqu’ils sont injectés (moins d’une heure apres
le traitement).

Pour évaluer I'effet thérapeutique de la PCE sur la CIA et déterminer si les cellules traitées
doivent provenir de souris porteuses de la maladie pour le bon fonctionnement du traitement (comme
I’a montré Budde dans un modéle murin de GvHD [Budde. Plos One. 2014]) nous avons décidé de créer
deux groupes d’études différents : un groupe de souris injectées avec des splénocytes issus de souris
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saines (« Spl S. PUVA »), traités PUVA et un autre groupe de souris injectées avec des splénocytes issus
de souris arthritiques, traités PUVA (« Spl A. PUVA »). Deux autres groupes de souris arthritiques sont
utilisés comme controle : les souris non traitées (« NT ») et les souris « Spl. A NT » injectées avec des
splénocytes issus de souris arthritiques, non traités. La figure n°37 présente un graphique issue d’une
expérience représentative de I'ensemble des expériences.

A
14 - —O0—NT
—&—5pl S.PUVA
12
—e—Spl A.PUVA
10 - —-5pl. ANT
2
G 8 4
]
6 4
4 C. 10- ' [ees i
Tk
2 A =} t i
S
w0 n
0 S 54 n
o
20 25 30 35 40 45 ‘o- . =
day post-immunization a hdnnd ] | L] Ad
& 04 *0- n Ak AA
%’ P (] ]}
NT (=] AA
B. 4 - Mean ——5pl S.PUVA Ak
5
35 - ——Spl APUVA v ! ) \
3 \é S\V’ S\V’
] <
251 N Na
s S S
H
F 1,5 4
8 14
0,5 -
0 T T T T T T T T T 1
0,5 - 0 1 4 5 8 9 10 11
,1 -
Days post treatment

Figure 37 : Le traitement PUVA induit une baisse des symptémes arthritiques. Les souris arthritiques sont
traitées par injection de splénocytes issus de souris saines, traités PUVA (Spl S.PUVA) ou des splénocytes issus
de souris arthritiques, traités PUVA (Spl A.PUVA). Le groupe NT représente le groupe contréle constitué de
souris arthritiques non traitées et le groupe Spl. A NT, le groupe de souris arthritiques injectées avec des
splanocytes issus de souris arthritiques, non traités. Les injections ont lieu a J31, J 33 et J36 post
immunisation(symbolisés par des fleches). Les courbes représentent la moyenne du score d’arthrite des 5 souris
constituant le groupe. Graphique représentant une expérience (A). La différence des scores entre Jn et Jo est
calculée pour chacun des individus de chaque groupe : NT, Spl S. PUVA et Spl A. PUVA. Une valeur négative
représente une amélioration des symptomes alors qu’une valeur positive représente la progression de la
pathologie (B). La différence de score entre J5 et JO est également représentée (C) et analysée par Test Anova
(Kruskal Wallis) (p<0.0001), pour I’ensemble des expériences, N=27 souris par groupe.

L’évaluation des scores au cours du traitement montre une augmentation des symptémes
cliniques des souris des groupes « NT », « Spl. ANT » et « Spl S. PUVA ». Le score de I'arthrite des souris
lorsqu’elles sont traitées avec des splénocytes arthritiques PUVA (« Spl A. PUVA ») diminue en
comparaison de celui observé chez les souris NT ou traitées avec des splénocytes sains (Fig. 37A). Par
exemple, 4 jours aprés le premier traitement le score des souris « Spl. APUVA » est de 5, alors que les
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scores des souris « NT » et « Spl. S PUVA » s’élevent a 7 (Fig. 37A). Pour suivre les recommendations
du comité d’éthique d’expérimentation animale, nous n’avons plus inclus dans les expériences
suivantes le grouspe « Spl. A NT ».

Pour évaluer larégression ou I'évolution des symptémes dans les différentes expériences, nous
avons examiné les différentes données de score, en comptant le score chaque jour (Jn) a celui relevé
le jour de la premiére injection a JO (Fig. 37B). Une valeur négative représente une amélioration des
symptomes alors que la progression de la pathologie se traduit par une valeure positive.

Un jour aprés la premiere injection, les souris traitées par des splénocytes issus de souris
arthritiques, traités PUVA, montrent une amélioration des symptémes jusqu’au 5°™ jour post-
injection. A partir du 5°™ jour, la pathologie reprend ensuite sa progression pour retrouver son score
initial au 8™ jour. Les souris « NT » et « Spl. S PUVA » présentent une progression constante de leur
pathologie. La pathologie des souris traités (« Spl A. PUVA ») recommence sa progression a partir du
58me jour, les souris « spl. A PUVA » présentent une progression similaire a celle des souris « NT » et
« Spl. S PUVA » jusqu’a la fin du traitement ; le score reste cependant inférieur (Fig. 37B).

Une étude statistique est réalisée sur les différences de score entre Jn et JO, afin d’évaluer la
significativité des réponses au traitement entre chaque groupe de souris. La Figure n°36C, illustre la
différence de score entre J5 et JO de chaque groupe et montre qu’il existe une différence significative
entre les souris Spl A. PUVA et les deux autres groupes. La figure 37C représente la différence entre J5
et JO, la méme étude a été réalisée chaque jour et montre que les différences entre les souris « Spl A.
PUVA » et les deux autres groupes sont significatives tout au long de I’étude (entre J1 et J9) (Données
non montrées).

A la fin du traitement, les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale, le sang, la rate et
les ganglions axilaires ainsi que inguinaux sont prélevés. Pour analyser les différents sous-types
lymphocytaires (Th1, Th17 et Treg) contenus dans la rate et les ganglions, les splénocytes et les cellules
ganglionnaires sont prélevés et restimulés par PMA/lonomycine en présence d’un inhibiteur de
transport protéique, pendant 6h. L'analyse des sous-population de lymphocytes T est réalisée par
cytométrie en flux (Fig. 38A).

109



B. Thl 20- Thl7 20 Treg
A. x
3 Treg ° ~ 1.54 % 154
24 5 <
- wn
Ganglions 3 3 10 g5
O, o +
& Ros 3 s
(]
n o 0.0 0
LglR\ o K\l o K\ alR\ o
8 € Qs\ ® € F X € *
W2 (Y AN AN
R R R R R R
FoxP3
C. .. Thi »o- Th17 20 Treg
: Thl . 3
o ~ %
£ : £
Rate = 5 g
5 8 o
o 2 - +
® 2 3
)
Th17 o S
I-17 &

Figure 38 : Etude des sous-populations de lymphocytes T de la rate et des ganglions aprés réinjection de
splénocytes traités PUVA. A la fin de I’expérience les splénocytes et cellules ganglionnaires de chaque souris
sont récupérés et restimulés par PMA/lonomycine en présence de Golgi Stop, pendant 6h. Les cellules sont
ensuite marquées extracellulairement par des anticorps anti-CD3, -CD4 et —CD25 ainsi que intracellulairement
apreés fixation et perméabilisation de la membrane avec des anticorps anti-IFN-y, -1I-17 et —FoxP3. Les cellules
CD3+/CD4+/IFN-y+ sont les lymphocytes T Thil, les CD3+/CD4+/Il-17+ sont les lymphocytes T Th17 et les
CD3+/CD4+/CD25"9"sont les lymphocytes T régulateurs (Treg). Les statistiques sont réalisées par ANOVA
(Kruskal-Wallis), N=5 dans chaque groupe.

Au niveau des ganglions, les pourcentages de lymphocytes Thl, Th17 et Treg ne varient pas
entre les différents groupes d’étude (souris « NT », « Spl. S PUVA » et « Spl. A PUVA ») (Fig. 38B). Au
niveau de la rate, aucune différence quant aux pourcentages de lymphocytes Thl et Treg n’est
observée. En revanche, on observe une diminution du pourcentage de lymphocytes Th17 dans le
groupe de souris « Spl. A PUVA » par rapport aux souris « NT » et « Spl. S PUVA » (Fig. 38C). Les
différences observées ne sont cependant pas statistiquement significatives.

Nous avons également étudié les proportions des sous-populations des leucocytes de la rate
(pDC, cDC, lymphocytes B et lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés), aprés euthanasie des souris et afin
d’analyser I'effet du traitement PCE sur ces différentes sous-populations. Cette étude est réalisée par
cytométrie en flux (Fig. 39).
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Figure 39 : etude des sous-populations leucocytaires de la rate aprés traitement. A la fin du traitement les
splénocytes sont prélevés et marqués avec des anticorps anti-CD4, -CD8, -CD69, -CD11c, -CD19, -B220, -sigle
cH et anti -mPDCA. les cellules CD19-/CD11c"temédivire /Sigle cH+/mPDCA+ sont les pDCs, les CD19-
/CD11c"9"B220- sont les mDCs, les CD19+/B220+ les lymphocytes B, les CD4+/CD69+ sont les lymphocytes T
CD4+ activés et les CD8+/CD69+ sont les lymphocytes T CD8+ activés. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de cellules et les statistiques sont réalisées par ANOVA (Kruskal-Wallis), N=5.

Les souris « Spl. A PUVA » présentent une diminution du pourcentage de pDCs par rapport aux
deux autres groupes; cette diminution n’est cependant pas significative. Ces souris montrent
également une augmentation du pourcentage de lymphocytes B, significative avec les groupe de souris
« Spl. S PUVA » mais non significative avec les groupe de souris non traitées. Enfin les souris traitées
par réinjection de splénocytes issus de souris arthritiques, traités PUVA montrent une augmentation
significative de lymphocytes T CD4+ activés par rapport aux deux autres groupes étudiés (Fig. 39). Il
n’existe pas de modification du ratio CD4/CD8 entre les différents groupes (données non montrées).

Afin de compléter I'étude des effets induits par la PCE sur la CIA, une étude des différentes
cytokines présentes dans le sérum des souris (lI-4, 1I-6, 1I-2, 1I-10, IFN-y, TNF-a et 1I-17) a été réalisée
par cytométrie en flux (Fig. 40).
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Figure 40 : Etude des cytokines circulantes du sérum. Le sang de chaque souris est prélevés par la
veine oculaire. Les différentes cytokines sont quantifiées a partir du sérum de chacune des souris.
L’analyse est réalisée par cytométrie en flux (CBA). Les statistiques sont réalisées par ANOVA (Kruskal-

Wallis). N=5 dans chaque groupe.

Les dosages d’ll-4, d’ll-10 et de TNF-a ne semblent pas montrer de différence entre les
différents groupes d’étude. On observe une diminution d’IFN-y dans le sérum prélevé chez les souris
« Spl. A PUVA » en comparaison des sérums issus des souris du groupe « Spl. S PUVA », la quantité
d’IFN-y reste cependant légerement supérieure a celle obtenue dans les sérums des souris « NT ». On
observa également, une légere diminution de la sécrétion d’ll-6, d’ll-2 et d’llI-17 chez les souris « Spl. A
PUVA », en comparaison avec les souris « NT » et « Spl. S PUVA » (Fig. 40). Dans cette étude, les valeurs
de cytokines sécrétées sont trés basses, mais restent cepedant dans les limites de détection de la
technique (se référer aux matériels et méthodes).

Le traitement PCE possede un effet thérapeutique dans la CIA et il est nécessaire que les
splénocytes proviennent d’une souris malade (arthritique) pour I'obtention de cet effet. La
réinjection de splénocytes « pathogénes » traités PUVA semble induire au niveau de la rate, une
diminution des lymphocytes T Th17 et des pDCs, une augmentation des lymphocytes T CD8+ activés
ainsi qu’une augmentation significative des lymphocytes B, des lymphocytes T CD4+ activés, en
comparaison a la réinjection de splénocytes « sains » traités PUVA.
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Comme nous venons de le voir, le traitement PUVA a un effet thérapeutique sur le
développement de I'arthrite, on s’intéresse donc aux cellules responsables de cet effet. Pour cela, les
produits cellulaires réinjectés vont étre déplétés de différents types de cellules.

L’équipe de French a montré que dans le cadre de la GvHD murine, la présence de lymphocytes
T « pathogeénes » dans I’échantillon de cellules traitées serait primordiale quant a I'efficacité de la PCE
[Réf French, 2002], on s’intéresse donc tout d’abord a la réinjection de cellules T arthritiques traitées
PUVA, chez des souris atteintes d’arthrite.

Les lymphocytes T ont été purifiés a partir de splénocytes issus de souris arthritiques. Leur
pureté a été vérifiée par cytométrie en flux. Les cellules purifiées sont marquées avec des anticorps
anti-CD3 et anti-CD11b+. Apreés purification, on retrouve en moyenne un enrichissement de 89.9% de
lymphocytes T (Données non montrées).

La CIA est causée par la présence de lymphocytes T « pathogenes », or dans I'expérience
précédente nous avons montré que les cellules traitées PUVA devaient provenir d’une souris malade
pour que l'effet thérapeutique se produise. Aussi nous voulons dans I'expérience suivante voir si la
réinjection de lymphocytes T « pathogenes » traités PUVA suffit a I'obtention de I'effet thérapeutique
observé de la PCE sur la CIA. Pour cela, les souris arthritiques sont traitées 4 fois par injection de 2.10°
lymphocytes T issus de souris arthritiques, traités PUVA. Le nombre de lymphocytes T réinjectés a été
défini selon la proportion de lymphocytes T contenus dans une rate (~20%). Le groupe contréle (NT)
atteint de CIA n’est pas traité. Nous avons également réalisé un groupe identique a celui de
I’expérience précédente ol les souris sont traitées par la réinjection de splénocytes issus de souris
arthritiques, traités PUVA. L’évaluation du score est réalisée tout au long du traitement (Fig. 41A et
41B), le graphique 41A est représentatif de deux expériences réalisées.

113



NT
LyT PUVA
—e—SplA PUVA

14

12 4

10

Score
>3]
I

T

20 25 30 35 40 45
Days post immunisation
NT

—Spl A.PUVA
—— LyTPUVA

Delta Jn-JO

Days post treatment

Figure 41 : Etude des cellules impliquées dans I'effet thérapeutique de I'arthrite murine. Les souris sont
traitées par injections de différentes types cellulaires traités PUVA (NT : Non traités, Spl A. PUVA : splénocytes
arthritiques traités PUVA et LyT PUVA : lymphocytes T arthritiques traités PUVA). Les différents groupes sont
composés de 5 souris traitées. Graphique représentatif d’une seule expérience (A). La différence des scores
entre Jn et Jo est calculée pour chacun des groupes : NT, Spl A. PUVA et LyT PUVA. Une valeur négative
représente une amélioration des symptémes alors qu’une valeur positive, représente la progression de la
pathologie (B).Ces résultats rassemblent les données de 3 expériences de réinjection de lymphocytes T traités
PUVA, N=15 souris LyT A PUVA.

Le score arthritique de souris traitées avec I'ensemble des splénocytes et lymphocytes T
arthritiques traités PUVA diminue si on le compare au score obtenu chez les souris non traitées (fig.
41A).

Pour évaluer larégression ou I’évolution des symptomes dans les différentes expériences, nous
avons examiné les différentes données de score, en comptant le score chaque jour (Jn) a celui relevé
le jour de la premiére injection a JO (Fig. 41B). Une valeur négative représente une amélioration des
symptomes alors que la progression de la pathologie se traduit par une valeur positive. L’injection de
lymphocytes T arthritiques traités PUVA (souris « LyT PUVA ») ne semble pas engendrer la regression
des symptomes de I'arthrite, cependant la progression de la pathologie semble étre ralentie par
rapport a celle des souris non traitées (« NT »).
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Afin d’analyser I'effet du traitement PCE sur les sous-population de lymphocytes T de la rate
et des ganglions, les cellules sont prélevées aprés euthanasie des souris, restimulées par
PMA/lonomycine pendant 6h en présence d’un inhibiteur de transport protéique. Les cellules sont
ensuite marquées avec des anticorps anti-CD3, anti-CD4, et anti-CD25, fixées, perméabilisées et
marquées intracellulairement par des anticorps anti-IFN-y, anti-1l-17 et anti-FoxP3 (Fig. 42A et 42B).
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Figure 42 : Etude des sous-populations de lymphocytes T de la rate et des ganglions aprés réinjection
de lymphocytes T traités PUVA. A la fin du traitement les splenocytes et cellules ganglionnaires de chaque
souris sont prélevées et restimulées par PMA/lonomycine en présence de Golgi Stop, pendant 6h. Les cellules
sont ensuite marquées extracellulairement par des anticorps anti-CD3, -CD4 et —CD25 ainsi que
intracellulairement aprés fixation et perméabilisation de la membrane avec des anticorps anti-IFN-y, -1I-17 et
—FoxP3. Les cellules CD3+/CD4+/IFN-y+ sont les lymphocytes T Th1, les CD3+/CD4+/Il-17+ sont les lymphocytes
T Th17 et les CD3+/CD4+/CD25""sont les lymphocytes T régulateurs (Treg). Les statistiques sont réalisées par
test ANOVA (Kruskal-Wallis), N=5 dans chaque groupe.

Au niveau des ganglions, aucune différence dans les trois sous-populations de lymphocytes T
n‘est observée entre les différents groupes d’étude (Fig. 42A), comme dans les expériences
précédemment exposées.

Au niveau de la rate, les pourcentages de lymphocytes Thl et lymphocytes T régulateurs ne
sont pas différents entre les trois groupes étudiés (Fig. 42B). Cependant, les souris traitées par
réinjection de lymphocytes T « arthritiques » traités PUVA (« LyT PUVA ») montrent au niveau de la
rate, une diminution du pourcentage de lymphocytes Th17 en comparaison avec les souris non traitées
(« NT »), similaire a celle obtenue apres réinjection de splénocytes « arthritiques » traités PUVA (« Spl.
A PUVA »).

115



Enfin, nous avons étudié la répartition des sous populations de cellules spléniques des souris
traitées apres la réinjection de splénocytes et de lymphocytes T issus de souris arthritiques, traités
PUVA. Comme nous l'avions observé dans la figure 33, la réinjection de splénocytes « arthritiques »
traités PUVA entraine une augmentation du pourcentage de lymphocytes T CD4+ activés, cette
augmentation est observée dans une moindre mesure lorsque les souris sont traitées par réinjection
de lymphocytes T « arthritiques » traités PUVA (Fig. 43). En revanche, I'augmentation du pourcentage
de lymphocytes B chez les souris traitées avec des splénocytes « arthritiques » traités PUVA (« spl. A
PUVA ») n’est plus observée dans cette expérience. Au contraire, les pourcentages de lymphocytes T
CD8+ activés semblent légérement diminuer dans les deux conditions étudiées (« Spl. A PUVA » et
« LyT PUVA »). Aucune autre différence dans les autres sous-populations étudiées n’est observée entre
les différents groupes d’étude. Dans cette expérience, les pDCs n‘ont pu étre analysées pour des
raisons tehniques.
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Figure 43 : etude des sous-populations de la rate aprés traitement. A la fin du traitement les splénocytes sont
prélevés et marqués avec des anticorps anti-CD4, -CD8, -CD69, -CD11c, -CD19, -B220, -sigle ¢ et anti -mPDCA.
Les cellules CD19-/CD11c"9"B220- sont les mDCs, les CD19+/B220+ les lymphocytes B, les CD4+/CD69+ sont les
lymphocytes T CD4+ activés et les CD8+/CD69+ sont les lymphocytes T CD8+ activés. Les résultats sont exprimés
en pourcentage de cellules et les statistiques sont réalisées par ANOVA (Kruskal-Wallis), N=5.

Les cytokines sécrétées dans le sérum des différentes souris ont également été mesurées par
cytométrie en flux, cependant les quantités de cytokines obtenues sont trés faibles (<5 pg.ml) et ne
montrent pas de différences entre les différents groupes de souris (Données non montrées).
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La réinjection de lymphocytes T traités PUVA provoque une diminution des symptomes
arthritiques et également du pourcentage de lymphocytes T Th17, similaires a celles obtenues apres
la réinjection de splénocytes issus de souris arthritiques, traités PUVA. Les lymphocytes T pourraient
donc étre a 'origine de I'effet de la PCE ; autrement dit, le principe actif de la PCE.

C. Conclusions

Seule l'injection de splénocytes issus de souris arthritiques (pathogenes) traités PUVA a des
souris arthritiques entraine une diminution des symptomes de la pathologie, reflétée par une
diminution de l'inflammation au niveau des pattes et du pourcentage de lymphocytes T Th17
(lymphocytes responsables de la pathologie) au niveau de la rate. La présence de splénocytes
provenant d’un animal porteur de la pathologie dans I’échantillon traité est nécessaire au bon
fonctionnement du traitement. De plus I'injection de lymphocytes T « pathogenes » (issus de souris
arthritiques) traités PUVA semble étre suffisant a I'obtention de |'effet thérapeutique observé apres
traitement PUVA.

D. Discussion et perspectives

Le modéle murin de la polyarthrite rhumatoide a été utilisé dans notre étude car la pathologie
est principalement médiée par la présence de lymphocytes T CD4+, notamment les lymphocytes Th17.
La PCE étant connue pour le traitement de pathologies médiées par la présence de lymphocytes T
« pathogenes », nous avons choisi ce modéle pour dans un premier temps étudier I'effet de la PCE
dans cette pathologie puis dans un deuxieme temps pour étudier quelles sont les cellules responsables
de I'effet thérapeutique.

Ce modele a été mis en place dans un premier temps en collaboration avec I'équipe de Sylvain
Perruche, a Besangon qui maitrise le modéle choisi. Dans la conception des expériences, nous avons
voulu nous placer au plus prés de la pratique clinique en soignant une pathologie déja établie, en
adaptant les quantités de cellules et en suivant le protocole de traitement chez I'Homme (injection
tous les 2 jours). A Besangon, 5 expériences ont été réalisées ol j’ai acquis le savoir-faire nécessaire a
la réalisation des protocoles expérimentaux. Il nous est apparu plus simple de transférer le modele
localement, sur la plateforme de haute technologie animale (PHTA) de Grenoble. Nous avons reproduit
le modéle a I'identique et 6 expériences ont été réalisées. Nous avons rencontré des difficultés a
reproduire la cinétique de développement. Dans les expériences réalisées a Grenoble, nous avons
observé que certains animaux ne développaient pas la pathologie et que ceux qui la développaient le
faisaient plus tardivement et avec des symptdmes moins importants. Une hypothése pourrait reposer
sur des différences de I'environnement des animaleries, en effet il a été montré que le microbiote
jouait un réle important dans ’homéostasie immune et dans le développement de I'autoimmunité et
que parfois, les variations d’une seule espéce bactérienne dans I'intestin des souris peuvent avoir un
impact majeur sur le développement des réponses immunes et des pathologies (309).
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Nous avons montré in vivo, que la réinjection de splénocytes traités PUVA était capable de
ralentir le développement de I'arthrite, dés la premiére injection. Nous observons une différence de
score entre les souris traitées et non traitées, d’environ 2 points a partir du 3™ jour aprés la premiére
injection. L'intensité de cet effet thérapeutique est similaire a celle observée dans d’autres études
[Bonnefoy et Li.]. Cependant lorsque le traitement est terminé, nous constatons une reprise de
I’évolution des symptébmes (comme observé par Bonnefoy et al.) qui pourrait s’expliquer par la
persistance de l'antigéne au site d’injection. Nous montrons aussi qu’il est nécessaire que les
splénocytes réinjectés proviennent de souris malades puisqu’il n’y a pas d’effet de la réinjection de
splénocytes issus de souris saines. Dans la littérature, nous pouvons remarquer que l'injection de
cellules apoptotiques provenant d’animaux sains suffit pour provoquer un effet thérapeutique, en
particulier dans des modeles de CIA, d’'EAE et de GvHD (194, 200, 204, 205). Dans la plupart de ces
travaux, I'apoptose est induite par irradiation y ou X. Nos résultats montrent que I'injection de cellules
issues de souris saines traitées PUVA n’est pas efficace, et qu’il est nécessaire que ces cellules
proviennent d’animaux malades. Ceci suggére que les mécanismes mis en jeu dans la PCE pourraient
étre différents de ceux impliqués dans I'efficacité thérapeutique de la réinjection de cellules
apoptotiques observée dans ces modeéles.

Cet effet thérapeutique se traduit par une diminution de I'inflammation au niveau des pattes
des souris traitées et pourrait étre directement relié a la diminution de lymphocytes Thl7 et de la
qguantité d’IL-17 circulante observées, comme il a été montré dans les travaux de Li (300). Cependant
nous n’observons pas de diminution des lymphocytes Thl aprés traitement. Dans les travaux de
Bonnefoy et al., I'effet thérapeutique est associé a 'augmentation des lymphocytes T régulateurs. Le
role des lymphocytes T régulateurs dans le contréle de I'arthrite est largement documenté et
représente un levier thérapeutique (310). Dans notre étude nous n’avons pas observé d’augmentation
de lymphocytes T régulateurs, ce qui suggere que le mécanisme impliqué dans I'effet thérapeutique
de la PCE ne soit pas lié a ces lymphocytes. Dans la pratique clinique chez 'Homme, un certain nombre
de travaux décrit une augmentation du pourcentage de lymphocytes T régulateurs apres traitement
PCE, cependant comme nous lI'avons décrit dans l'introduction I'analyse détaillée de ces articles
montre que ces augmentations ne sont pas visibles sur la totalité des patients et seulement de maniére
ponctuelle. Nous observons, comme Bonnefoy et al. une diminution du pourcentage de pDCs dans la
rate des souris traitées, il serait intéressant de comprendre comment ces cellules peuvent intervenir.

Des données observées en clinique et dans un modele animal montrent que la présence de
lymphocytes T « pathogenes » dans I’échantillon traité PUVA est nécessaire au bon fonctionnement
du traitement (20, 297). Nos données montrent que la réinjection de lymphocytes T « pathogenes »
traités PUVA est suffisante a I'obtention de I'effet thérapeutique de la PCE, puisque la réinjection de
lymphocytes T issus de souris arthritiques (« pathogénes ») traités PUVA induit une diminution des
symptomes. Les lymphocytes T « pathogénes » pourraient donc étre le principe actif de la PCE.

Pour confirmer que les lymphocytes T pouvaient étre le principe actif de la PCE, nous avons également
voulu étudier I'effet de la réinjection de splénocytes déplétés en lymphocytes T (élimination des
cellules CD4+ et CD8+) ; les résultats obtenus dans deux expériences réalisées montrent des effets
opposés puisque dans la premiére, la réinjection n’a pas engendré d’effet thérapeutique, alors que
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dans la deuxieme leur réinjection entraine une diminution des symptémes (données non montrées). Il
serait, nécessaire d’approfondir cette question par la répétition de ces expériences. De plus, il est
important de préciser, qu’en déplétant les CD4+, nous déplétons également les cellules dendritiques
plasmacytoides ainsi que les monocytes, qui peuvent avoir leur importance dans le développement
d’une réponse.

Il serait aussi intéressant d’étudier la spécificité de la réponse induite par la PCE. Pour cela, une
expérience possible serait de restimuler ex vivo les lymphocytes T issus de la rate de souris traitées
PCE, avec du collagéne ou un autre antigene et de mesurer la prolifération des cellules au bout de 4
ou 5 jours de culture. Sidans les souris traitées, il y a une diminution de la réponse au collagene et pas
de modification de la réponse aux autres antigenes, cela pourra signifier que cette réponse est
spécifique (200).

La déplétion de sous-populations cellulaires au sein des souris traitées pourrait permettre de
définir quelles sont les cellules impliquées dans la prise en charge des cellules traitées PUVA
réinjectées, ainsi que celles responsables de la réponse induite. Pour cela des déplétions cellulaires
spécifiques pourraient étre réalisées et ainsi permettre d’étudier I'implication des lymphocytes T
régulateurs et des différentes APCs. |l serait également intéressant de transférer les splénocytes de
souris traitées (contenant potentiellement les lymphocytes T anti-T anti-collagéene) afin d’étudier si le
transfert de ces cellules permet de transférer I'effet thérapeutique. Ceci permettrait de mettre en
évidence I'implication de lymphocytes T dans I'effet thérapeutique de la PCE. La réinjection de certains
sous-types de lymphocytes T pourrait nous permettre de déterminer plus précisément quel est celui
impliqué dans la réponse induite par la PCE.

En conclusion de ces travaux, I'arthrite est un bon modéle pour étudier les mécanismes
d’action de la PCE cependant il est délicat a mettre en place et a maitriser. Les données que nous avons
obtenues suggerent que la présence de lymphocytes T « pathogénes » est un élément essentiel a
I’effet thérapeutique observé. Le mécanisme impliqué ne semble pas mettre en jeu les lymphocytes T
régulateurs et il est nécessaire d’approfondir cette étude pour comprendre les modes d’action
impliqués dans la diminution du pourcentage de lymphocytes Th17.
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Au cours de ma thése, nous nous sommes fixé comme objectif de comprendre les
mécanismes d’action de la PCE. Dans un premier temps nous avons voulu, in vitro, caractériser
I’apoptose engendrée par le traitement PUVA et étudier la prise en charge des cellules apoptotiques.
Nous nous sommes ensuite intéressés, in vivo, a I'effet de la PCE sur la polyarthrite murine et a la
caractérisation des cellules impliquées dans cet effet.

Nous avons montré in vitro que les lymphocytes T apres traitement PUVA émettaient
certaines des molécules caractéristiques de la mort « immunogéne » (DAMPs), I’émission de ces
molécules est d’autant plus lorsque les lymphocytes T sont activés. Malgré la présence de DAMPs,
les lymphocytes T traités PUVA n’engendrent pas de maturation des APCs, et n’orientent pas non
plus la polarisation de la réponse T vers un profil clair Thl, Th2 ou Treg. Il ne semble donc pas que la
PCE mette en jeu un mécanisme basé sur la mort « immunogéne ».

In vivo, dans un modéle de polyarthrite rhumatoide, nous avons montré I'efficacité de la PCE
dans le traitement de cette pathologie. Nous démontrons que les cellules apopotiques réinjectées
doivent provenir de souris malades et que les lymphocytes T pourraient étre le principe actif de la
PCE. Ce modeéle est donc valide pour I’étude approfondie des mécanismes d’action de la PCE.

Selon moi, il serait nécessaire de mettre en place un immunomonitoring phénotypique et
fonctionnel associé a une étude clinique dans les différents contextes pathologiques afin de
réellement conclure sur les effets immunologiques de la PCE. Cette étude permettrait aussi
d’identifier quels sont les biomarqueurs et les mécanismes responsables de I'immunomodulation
observée apreés traitement. La PCE étant utilisée dans la plupart des pathologies, en deuxiéme ou
troisieme ligne de traitement, son étude chez les patients reste compliquée. L’hétérogénéité
existante au sein des patients traités par PCE et de leur stade pathologique rend ces études d’autant
plus complexes. Certains auteurs ont déja tenté de réaliser de telles d’études (96, 163, 164), il ne
s’agit pas ici de refaire ce qui a déja été fait, mais au contraire de les approfondir puisqu’aujourd’hui
de nouveaux types cellulaires ont été découverts (Trl, Th17, etc..) et que de gros progrés ont été
faits sur la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des différents types cellulaires existants.
Enfin, il serait intéressant de déterminer le profil cytokinique du sérum chez les patients, tout au
long de leur traitement.

Malgré toutes ces incertitudes concernant les mécanismes d’action de la PCE, cette thérapie
présente une efficacité largement démontrée et le spectre de ses applications pourrait étre élargi,
en particulier dans le domaine de I’'autoimmunité.
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Résumés

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est une immunothérapie autologue, basée sur la réinjection de
cellules photochimiquement modifiées. La PCE a démontré son efficacité dans le traitement des formes
avancées du CTCL, dans la GvHD ainsi que dans d’autres pathologies médiées par la présence de lymphocytes T
pathogénes (rejets de greffes d’organes, pathologies auto-immunes), sans provoquer d’immunossupression
généralisée. Bien qu’utilisée depuis de nombreuses années, les mécanismes d’action de la PCE restent peu
connus. L'objectif de ma thése était de les étudier et de mettre en place un modele chez la souris pour
permettre une optimisation des protocoles cliniques. Deux hypotheses ont été testées pour expliquer
I'efficacité de la PCE: la mort « tolérogene » ou I'effet obtenu serait lié a la génération de lymphocytes T
régulateurs et la mort « immunogene » ou l'effet pourrait s’expliquer par la génération de lymphocytes T
cytotoxiques.

L'utilisation de cellules mononucléées humaines obtenues chez des donneurs sains nous a permis de générer
des lymphocytes T alloréactifs activés et de montrer que les lymphocytes T traités PUVA émettaient une partie
des molécules dites de danger (DAMPs), décrites comme immunogénes, telles que la Calréticuline ou encore le
HMGB1. Ces cellules sont phagocytées par les macrophages et les moDCs, mais ne sont pas capables d’induire
leur maturation, ce qui n’engendre donc pas de stimulation du systeme immunitaire.

L'utilisation d’un modele murin de polyarthrite rhumatoide (CIA) nous a permis de montrer |'efficacité de la
PCE dans le traitement de cette pathologie. De plus, nos résultats montrent que I'efficacité du traitement
repose sur la présence de lymphocytes T issus de souris « arthritique » dans I’échantillon traité.

En conclusion, les mécanismes d’action de la PCE ne semblent pas étre associés au concept de mort
immunogéne. Le modele de polyarthrite rhumatoide induite par le collagene chez la souris permettra de
poursuivre I'étude des mécanismes d’action et d’optimisation de la PCE.

Mots clés : Immunothérapie, Immunomodulation, CTCL, GvHD, polyarthrite rhumatoide murine induite par le
collagéne.

Extracorporeal photopheresis (ECP) is an autologous immunotherapy based on the reinfusion of photochemical
modified mononuclear cells. ECP efficacy is demonstrated in treatment of CTCL, in GvHD and in others T-cell
mediated diseases (organ transplant rejection and auto-immune diseases). ECP does not generate generalized
immunosuppression. Although it has been used for years, mechanisms of action of ECP are not totally
understood. The objective of my thesis was to study these mechanisms of action and set up a murine model to
allow an optimization of the clinical protocols. Two hypotheses have been tested to explain the effectiveness of
ECP: “Tolerogenic” cell death where the effect would be related to the generation of regulatory T lymphocytes
and "immunogenic" death where the effect could be explained by the generation of cytotoxic T lymphocytes.

The use of human mononuclear cells obtained from healthy donors enabled us to generate activated
alloreactive T cells and to show that the PUVA-treated T-cells emitted a part of the danger molecules (DAMPs),
described as immunogenic, such as Calreticulin or HMGB1. These cells are phagocytosed by macrophages and
moDCs but do not induce their maturation, which does not therefore generate any stimulation of the immune
system.

The use of a murine model of rheumatoid arthritis (CIA) allowed us to show the effectiveness of PCE in the
treatment of this pathology. Moreover, our results show that the effectiveness of the treatment is based on
the presence of T lymphocytes derived from "arthritic" mice in the treated sample.

In conclusion, the mechanisms of action of PCE do not seem to be associated with the concept of immunogenic
death. The model of collagen-induced rheumatoid arthritis in mice will allow further study of the mechanisms
of action and optimization of PCE.

Keywords: Immunotherapy, Immunomodulation, CTCL, GvHD, collagen induced arthritis.
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