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Titre : Rôle de la molécule Cutaneous Lymphocyte-associated 
Antigen (CLA) dans le développement des lymphomes T cutanés 
primitifs 

 

 

Résumé : Les lymphomes T cutanés primitifs (LTCP) regroupent des entités évolutives différentes, 

tels que le syndrome de Sézary (SS) ou les Mycosis Fongoïdes (MF), dont le point commun est une 
infiltration anormale de lymphocytes T CD4+ au niveau de la peau. Malgré l’augmentation de leur 
incidence, la compréhension de ces pathologies reste incomplète. Des études ont montré une 
hétérogénéité génétique et phénotypique des cellules de LTCP. En effet, les cellules de LTCP 
expriment des récepteurs et des molécules d’adhésion caractéristiques des différents types de 
lymphocytes T mémoires. Ces cellules expriment notamment l'association de molécules, Cutaneous 
Lymphocyte-associated Antigen (CLA) et CCR4, qui pourraient être responsables de leur adressage 
cutané. Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire ont montré que, la lignée My-La issue d’un 
MF-transformé (MF-T) est la seule lignée exprimant le CLA et qu’elle présente la prise de greffe la 
plus rapide et invasive dans un modèle de xénogreffe en comparaison aux autres lignées de LTCP. 
CLA pourrait donc être impliquée dans l'agressivité de l'invasion cutanée et/ou la dissémination des 
cellules de LTCP.  

Environ la moitié des échantillons de patients atteints de SS (16 sur 36) contiennent plus de 50% de 
cellules CLA+ au sein de la population clonale tumorale circulante. Nous avons montré que le 
pourcentage de cellules CLA+ circulantes est inversement corrélé à la survie globale. Malgré un 
meilleur pronostic, les patients avec une expression élevée de CLA décèdent en moyenne 13 ans 
après le diagnostic. Dans un modèle expérimental in vitro, l'inhibition du CLA à l'aide d'un anticorps 
monoclonal (mAb HECA-452) diminue significativement la migration trans-endothéliale et la survie 
cellulaire des cellules de LTCP issues de SS et de la lignée My-La. La diminution de l'expression du CLA 
induite par un knock-down de son enzyme de maturation, ST3Gal-4, altère également la migration, 
la prolifération et la survie des cellules LTCP. 

Nous avons pu confirmer in vivo dans un modèle de xénogreffe intra-hépatique de cellules de la 
lignée My-La que le traitement par mAb anti-CLA diminue leur tumorigénicité ainsi que leur 
dissémination dans différents tissus par rapport aux cellules traitées avec l’isotype contrôle. 

La démonstration, in vitro et in vivo, de l’implication de CLA dans la migration et la survie des cellules 
de LTCP permet d’envisager son utilisation ou celle de son enzyme de maturation, ST3Gal-4, en 
thérapie ciblée pour les formes avancées des LTCP. 

 

Mots clés : Lymphome T cutané primitif, cutaneous lymphocyte-associated antigen, migration 
cellulaire, survie  

 
 

  



Title: Role of the Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen (CLA) 
molecule in the development of primary cutaneous T cell 
lymphomas 

 

Abstract: Primary cutaneous T-cell lymphomas (CTCL) group together different progressive 

entities, such as Sézary syndrome (SS) or Mycosis Fongoïdes (MF), the common point of which is an 
abnormal infiltration of CD4 + T lymphocytes in the skin. Despite the increase in their incidence, the 
understanding of these pathologies remains incomplete. Studies have shown genetic and phenotypic 
heterogeneity of CTCL cells. Indeed, CTCL cells express receptors and adhesion molecules 
characteristic of different types of memory T lymphocytes. These cells express in particular the 
association of molecules, Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen (CLA) and CCR4, which could be 
responsible for their cutaneous addressing. Preliminary results obtained in the laboratory have 
shown that the My-La cell line derived from an MF-transformed (MF-T) is the only cell line expressing 
CLA and that it presents the most rapid and invasive engraftment in a xenograft model compared to 
other CTCL cell lines. CLA could therefore be involved in the aggressiveness of skin invasion and / or 
the dissemination of CTCL cells. 

Approximately half of the SS patient-derived samples (16 of 36) contain more than 50% CLA+ cells 
within the circulating clonal tumor population. We have shown that the percentage of circulating 
CLA+ cells is inversely correlated with overall survival. Despite a better prognosis, patients with 
elevated CLA expression die approximately 13 years after diagnosis. In an experimental in vitro model, 
inhibition of CLA using a monoclonal antibody (mAb HECA-452) significantly decreases 
transendothelial migration and cell survival of CTCL cells from SS and My-La cell line. The decrease in 
CLA expression induced by knock-down of its maturation enzyme, ST3Gal-4, also impairs the 
migration, proliferation and survival of CTCL cells. 

We were able to confirm in vivo in an intrahepatic xenograft model of cells of the My-La cell line that 
treatment with anti-CLA mAb decreases their tumorigenicity as well as their dissemination in 
different tissues compared to cells isolated with the control isotype.  

The demonstration, in vitro and in vivo, of the involvement of CLA in the migration and survival of 
CTCL cells makes it possible to consider its use or that of its maturation enzyme, ST3Gal-4, in targeted 
therapy for advanced forms of LTCP. 

 

Keywords : cutaneous T-cell lymphomas, cutaneous lymphocyte antigen, cell migration, cell 

survival 
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-A- 
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PREAMBULE 
 

Les lymphomes T cutanés primitifs (LTCP) appartiennent aux lymphomes non hodgkiniens et 

correspondent à une infiltration anormale de lymphocytes T au niveau de la peau. Ils regroupent des 

entités évolutives différentes telles que le Mycosis Fongoïdes (MF) qui est le plus fréquent. Il est 

caractérisé par l’apparition de patchs et plaques à la surface de la peau dû à une accumulation dermo-

épidermique chronique et indolente de lymphocytes T CD4+ avec absence de cellules tumorales 

circulantes. Dans les stades avancés, un MF peut évoluer en MF-transformé (MF-T), une forme plus 

agressive associée à une transformation des lymphocytes T en grandes cellules. Parmi les LTCP, on 

retrouve une forme plus rare mais plus agressive que le MF, le Syndrome de Sézary (SS), qui est 

caractérisée par une érythrodermie associée à un prurit. Il s’agit d’une forme leucémisée car des 

cellules T CD4+ tumorales clonales sont détectées dans le sang qui sont, en général, identiques à la 

peau (Olsen et al. 2007 ; Scarisbrick et al. 2018). Dans les stades avancés, les patients ont un mauvais 

pronostic en raison de l’agressivité de la pathologie et d’un manque de traitement curatif. En effet, 

parmi les nombreux traitements (photochimiothérapie extracorporelle, anticorps monoclonaux…), le 

seul traitement curatif disponible actuellement est la transplantation de moelle osseuse pour les 

patients jeunes et bon répondeurs (de Masson et al. 2014). L’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques est donc nécessaire afin de proposer de nouveaux traitements de ces lymphomes. 

 

Dans le cadre de mon projet de thèse, nous nous sommes focalisés sur le SS et le MF-T, des formes 

avancées des LTCP, qui nous permettent d’obtenir des quantités suffisantes de cellules tumorales 

pour nos expériences fonctionnelles. Malgré l’augmentation de leur incidence, la compréhension de 

ces pathologies reste incomplète. De nombreuses études ont tenté de caractériser les cellules de 

LTCP et ont montré une hétérogénéité d’un point de vue génétique, rendant ainsi plus difficile 

l’identification de drivers moléculaires et de cibles thérapeutiques communs au plus grand nombre 

de patients (Chevret E et al. 2016). L’origine de ces lymphomes cutanés n’est pas claire. En effet, 

l’immunophénotype des cellules T CD4+ est différent selon les patients, et même hétérogène au sein 

d’un même échantillon. En effet, on retrouve des cellules à différents stades d’activation 

(lymphocytes T résidents effecteurs mémoires, effecteurs mémoires, centraux mémoire ou naïves) 

mais associé en général à une polarisation Th2 (Roelens et al. 2017 ; Kim EJ et al. 2005). Ainsi, on ne 

connaît pas la cellule à l’origine de la maladie (cellule naïve et/ou mémoire) ni son origine tissulaire, 

notamment dans le cas du SS. En effet, l’expression des molécules d’adressage tissulaire est 

également hétérogène. Les cellules de LTCP expriment des chimiorécepteurs et des molécules 
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d’adhésion impliquées dans l’adressage au sein des ganglions lymphatiques (CCR7 et L-sélectine), 

dans la moelle osseuse (CXCR4) et dans la peau telles que le CCR4 et Cutaneous Lymphocyte-

associated Antigen (CLA) (Narducci et al. 2006 ; Campbell et al. 2010 ; Roelens et al. 2017). 

 

Des résultats préliminaires ont montré que, dans un modèle de xénogreffe intra-hépatique 

développé au laboratoire, la lignée My-La issue d’un MF-T est la seule lignée exprimant le CLA et qui 

présente la prise de greffe la plus rapide et invasive par comparaison aux autres lignées de LTCP 

(Andrique et al. 2016). Nous avons donc émis l’hypothèse que CLA pourrait être impliqué dans 

l'agressivité de l'invasion cutanée et/ou la dissémination de ces cellules.  

Dans un premier temps, nous avons caractérisé l’expression de CLA dans la population clonale 

tumorale chez les patients atteints de SS au sein de la cohorte du Service d’Oncodermatologie du 

CHU de Bordeaux (Partie Résultats I. Publication) et corrélé cette expression aux données cliniques 

(Partie Résultats II.). CLA semble être une cible intéressante car environ la moitié des échantillons (16 

sur 36) contiennent plus de 50% de cellules CLA+ au sein de la population clonale tumorale circulante. 

Dans un second temps, nous avons étudié le rôle fonctionnel de CLA dans la migration trans-

endothéliale et la survie des cellules de LTCP in vitro ainsi que dans leur dissémination in vivo dans un 

modèle de xénogreffe (Partie Résultats I. Publication). Nous nous sommes ensuite focalisés sur la 

compréhension des mécanismes moléculaires qui pourraient expliquer l’effet de CLA sur la 

leucémogenèse T cutanée (Partie Résultats III.). Enfin, nous avons axé le projet sur le développement 

d’un modèle pré-clinique afin de valider l’effet de l’anticorps anti-CLA sur des tumeurs pré-établies 

dans un modèle de xénogreffe (Partie Résultats IV). 
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INTRODUCTION 
 

Les lymphomes T cutanés primitifs que nous étudions sont caractérisés par une accumulation de 

lymphocytes Tαβ CD4+ tumoraux au niveau de la peau. Afin de mieux comprendre ces pathologies, je 

commencerai mon introduction par quelques notions sur la lymphopoïèse T et plus particulièrement, 

la maturation et l’activation de ces lymphocytes T.  

 

I) Lymphopoïèse T 

Les défenses de l’organisme sont assurées par des réactions du système immunitaire. Deux grands 

types de réponses sont impliqués : l’immunité innée dont la réponse est large et immédiate et 

l’immunité adaptative dont la réponse plus tardive a une spécificité restreinte à un antigène (Janeway 

et al. 2009).  

Les lymphocytes sont les cellules majeures de la réponse immunitaire adaptative. Elles sont de petite 

taille (7-15 µm) avec un rapport nucléo/cytoplasmique élevé et une chromatine dense. On retrouve 

les lymphocytes B qui ont un rôle dans l’immunité humorale en produisant les anticorps spécifiques 

de l’agent pathogène et les lymphocytes T (LT) qui eux ont un rôle dans l’immunité cellulaire en 

détruisant directement ou indirectement les cellules infectées, les cellules cancéreuses... Ces cellules 

ont différentes localisations en fonction de leur stade de maturation et possèdent une haute 

spécificité de reconnaissance des antigènes au stade mature (Janeway et al. 2009 ; Netea MG et al. 

2019). Nous nous intéressons ici tout particulièrement aux LT au cours de leur développement et leur 

activation dans les organes lymphoïdes secondaires et enfin au sein du microenvironnement cutané. 

 

 Développement des lymphocytes T  

1) Dans la moelle osseuse :  

L’hématopoïèse est le processus qui permet de maintenir une production régulée et continue de 

l’ensemble des cellules hématopoïétiques d’un individu à partir d’une cellule souche 

hématopoïétique (CSH) qui a des capacités telles que l’auto-renouvellement et la multipotence 

(Figure 1). L’auto-renouvellement permet de maintenir un pool de CSH car elles sont capables, 

lorsqu’elles se divisent, de donner au moins une cellule fille identique. La multipotence correspond à 

la capacité à générer les différents types de cellules hématopoïétiques matures. Au fur et à mesure 

de la différenciation les cellules vont perdre ces propriétés. Les CSH expriment chez l’Homme des 

marqueurs tels que le CD34. En fonction des signaux auxquels elles sont soumises, elles peuvent se 



  

13 

différencier en Multipotent Progenitor (MPP) et s’engager pour se différencier en progéniteurs 

myéloïdes (Common Myeloid Progenitor (CMP)) ou lymphoïdes (Common Lymphoid Progenitor (CLP)) 

par des étapes de maturation fonctionnellement irréversibles. Les CMP peuvent donner des 

Granulocytic-Myelomonocytic Progenitor (GMPs), qui se différencient ensuite en 

monocytes/macrophages et granulocytes, et des Megakaryocyte Erythroid Progenitor (MEP), qui 

produisent des mégacaryocytes/plaquettes et des érythrocytes. Les CLP, quant à eux, sont à l’origine 

de la production des LT, des lymphocytes B et des Natural Killer (NK).  L’ensemble des cellules 

sanguines vont terminer leur maturation dans la moelle osseuse, sauf les LT dont la maturation 

s’achève dans le thymus (Yin and Li, 2006 ; Janeway et al. 2009 ; Scharf P et al. 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1 : Schéma de l’hématopoïèse : les progéniteurs hématopoïétiques et les différents lignages cellulaires 

HSC: Hematopoietic Stem Cell; CMP: Common Myeloid Progenitor ; CLP: Common Lymphoid Progenitor ; MEP: 
Megakaryocyte Erythroid Progenitor ; GMP: Granulocytic-Myelomonocytic Progenitor ; BFU-E : burst-forming 
unit erythroid ; CFU : colony-forming unit (Scharf P et al. 2020) 

 



  

14 

2) Dans le thymus : Maturation des lymphocytes T 

Certains CLP migrent ensuite dans le thymus pour poursuivre leur différenciation en LT grâce à 

l’expression de chimiorécepteurs (Figure 2).  En effet, il a été montré dans un modèle murin que ce 

mécanisme de migration serait médié par les chimiorécepteurs CCR7 et CCR9 présents à la surface 

des CLP (Scimone et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Schéma simplifié de la lymphopoïèse. 

Les progéniteurs lymphoïdes provenant de la différenciation des cellules souches 

hématopoïétiques de la moelle osseuse migrent vers le thymus afin de terminer leur maturation 

et subir la sélection thymique (positive et négative). A la fin de ce processus, les cellules T sont 

naïves et matures puis migrent vers les organes lymphoïdes secondaires (OLS) pour rencontrer 

l’antigène du non-soi dont elles sont spécifiques. Lors de la rencontre avec l’antigène, les 

lymphocytes T s’activent, prolifèrent, se différencient et acquièrent des propriétés effectrices. Ces 

cellules peuvent alors migrer vers le site d’infection pour accomplir leurs fonctions. Les 

lymphocytes T naïfs non activés peuvent recirculer entre les différents OLS (Réalisé sur 

BioRender.com). 
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A l’inverse des cellules de l’immunité innée qui expriment à leur surface de nombreux récepteurs 

différents dédié à la reconnaissance de l’antigène, le LT n’en possède qu’un seul type : le T cell antigen 

receptor (TCR). Le TCR est capable de reconnaître spécifiquement un épitope donné de l’antigène. 

Lors de la maturation dans le thymus, des milliers de lymphocytes ayant un récepteur spécifique sont 

produits grâce à un système de recombinaisons génétiques. Ceci permet de générer un répertoire 

diversifié et unique pour chaque individu (Raulet et al. 1985). Les réarrangements des gènes codant 

pour les chaînes du TCR sont conservés dans les cellules clonales issues de la cellule T activée à 

l’origine (Law H et al. 2020 ; Janeway et al. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il existe deux principaux types de LT, un majoritaire α:β (CD3+CD4+ ou CD3+CD8+) et un minoritaire 

γ:δ (CD3+CD4-CD8-). Le TCR est composé de deux chaînes, α et β ou γ et δ reliées par un pont 

disulfure. Chaque chaîne est constituée de deux régions (Figure 3) : une partie constante avec une 

queue intra-membranaire et une partie variable. Le site de reconnaissance de l’antigène se situe au 

niveau de la région variable qui contient une séquence que l’on appelle séquence hypervariable (CDR 

pour régions déterminantes complémentaires). Les gènes codant pour la partie variable sont 

composés de segments de gènes et chaque gène code pour une petite portion de la partie variable. 

La combinaison entre les différents segments de gènes permet d’avoir une multitude de 

recombinaisons génétiques différentes et donc de protéines différentes (Figure 4) (Piepenbrink et al. 

2013 ; Law H et al. 2020 ; Janeway et al. 2009). 
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure 

du récepteur des lymphocytes T (d’après Janeway et al. 

2009) 
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Figure 4 : Organisation des gènes des chaîne α, β, δ et γ.  

Chaque chaîne est constituée d’une région constante (C, en bleu). Le locus de la chaîne α (chromosome 

14) contient, en plus, 70-80 segments géniques de variabilité (V, en rouge) et un ensemble de 61 

segments géniques de jonction (J, en jaune). Le locus de la chaîne β (chromosome 7) contient 52 

segments géniques V (rouge) et deux ensembles séparés contenant chacun un segment génique C 

(bleu), 6 ou 7 segments J (jaune) et un seul segment de diversité (D, en vert). En comparaison avec la 

chaîne α, la chaîne β possède en plus des segments D (vert). Le locus de la chaîne δ se situe dans le 

locus de la chaîne α entre les segments géniques Vα (rouge) et Jα (jaune), il est également constitué de 

segments géniques V (rouge), de 3 segments géniques D (vert) et de 4 segments géniques J (jaune). Le 

locus de la chaîne γ (chromosome 7) contient 12 segments géniques V (rouge), 2 gènes C (bleu) précédés 

de 3 et 2 segments géniques J (jaune) (Janeway et al. 2009). 
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Au cours de la maturation des LT dans le thymus, les gènes β, γ ou δ sont réarrangés presque 

simultanément. L’orientation α:β ou γ:δ dépend du type de TCR fonctionnel exprimé en premier et 

la probabilité de former des TCR α:β est plus importante car il ne nécessite que le réarrangement 

fonctionnel de la chaîne β et son appariement à une chaîne substitutive de la chaîne α (Figure 5). Les 

LT γ:δ matures peuvent contenir des gènes de chaînes β réarrangées mais la plupart ne sont pas 

productifs. A l’inverse, les LT α:β peuvent contenir des gènes de chaînes γ réarrangés mais la plupart 

sont en décalage de phase (Janeway et al. 2009 ; van der Burg M et al. 2014).  Les LT γ:δ  sont peu 

présents au niveau des tissus mais ils reconnaissent plus de ligands et ne sont pas restreints par la 

reconnaissance des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ils peuvent 

reconnaître des antigènes dans un contexte non classique et peuvent se lier à des antigènes natifs. 

Ils sont donc à la frontière entre l’immunité innée et adaptative (Sciammas et al. 1994 ; Ciofani et al. 

2006 ; Beetz et al. 2007 ; Janeway et al. 2009). Nous nous intéressons ici uniquement aux LT α:β que 

nous appellerons LT dans la suite du manuscrit. 

 

  

Figure 5 : Description des états de maturation et des réarrangements génétiques au cours des étapes 

de la différenciation thymique des LT humains (d’après van der Burg M et al. 2014) 

DN : Double Négatif ; ISP : Immature Simple Positif, DP : Double Positif, SP : Simple Positif 
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Comme illustré sur la Figure 6, dans la corticale thymique, les thymocytes provenant de progéniteurs 

lymphoïdes communs sont lors des premiers stades de la différenciation des cellules immatures CD4-

CD8- dites doubles négatives (DN). Ce stade DN est constitué de 4 phases que l’on identifie par 

l’expression de molécules à la surface des cellules telles que le CD44, le CD25 (sous-unité α du 

récepteur à l’IL2) et de facteurs de transcriptions que je ne détaillerai volontairement pas ici. Le 

réarrangement de la chaîne β du TCR a lieu au cours des stades DN2 et DN3. En effet, 3 segments 

géniques sont réarrangés, le segment génique D se réarrange avec un segment génique J (DN2) puis 

le segment V au segment DJ pour former la chaîne β. Cette chaîne va s’apparier à une chaîne 

Figure 6 : Réarrangement des chaînes α et β du TCR au cours du développement du lymphocyte T 

dans le thymus  

Le thymus est un organe lymphatique central constitué de nombreux lobules. Chaque lobule 

contient une région corticale (externe) et médullaire (centrale). Le cortex est constitué de 

thymocytes immatures, de cellules épithéliales corticales interconnectées auxquelles les 

thymocytes corticaux immatures sont étroitement associés, et de macrophages dispersées 

impliqués dans l’élimination des thymocytes. Les thymocytes dans la couche cellulaire corticale 

externe sont des cellules immatures qui prolifèrent, tandis que les thymocytes de la corticale 

profonde sont principalement des cellules T immatures subissant une sélection thymique. La 

médullaire est formée de thymocytes matures, de cellules épithéliales médullaires avec des 

macrophages et des cellules dendritiques. (Réalisé sur BioRender.com d’après Hosokawa et al. 

2021 ; Law et al. 2020 ; Janeway et al. 2009). 
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substitutive de la chaîne α et constitué ainsi le pré-TCR. Ce récepteur s’assemble au complexe CD3 

pour permettre la transduction du signal responsable de la prolifération. Au cours de la prolifération, 

les cellules passent par des changements phénotypiques immunitaires, des cellules immatures 

simples positives (ISP) apparaissent lorsque les thymocytes expriment le co-récepteur CD4 en 

l’absence de niveaux élevés de CD3. Par la suite, il y a une co-expression de CD4 et CD8 (Saint-Ruf et 

al. 1994; von Boehmer, 2005 ; Staal FJ et al. 2016). Les cellules sont alors doubles positives (DP) 

(Figure 6). A ce stade, au niveau de la chaîne α, un segment génique V se réarrange avec un segment 

génique J formant un exon fonctionnel qui code la région variable de la chaîne α du TCR. Après la 

transcription et l’épissage de l’exon VJ et C, l’ARNm généré va être traduit pour produire la chaîne α 

(Alam et al. 1996). Les chaînes α et β peuvent alors s’apparier pour former l’hétérodimère α:β (Turner 

SJ et al. 2006). 

 

Au stade DP, au sein de la corticale thymique, a lieu une sélection positive qui permet de conserver 

seulement les cellules ayant une affinité pour les CMH du soi (Benoist and Mathis, 1989). Cette 

sélection permet la différenciation des LT soit en cellules simples positives (SP) CD8+ ou SP CD4+ 

(Figure 6). Les LT dont le TCR a une affinité pour les CMH de classe I exprimés par la plupart des 

cellules deviendront CD8+ alors que ceux qui ont une affinité pour le CMH II exprimés par les cellules 

présentatrices d’antigène (CPA) se différencieront en LT CD4+ (Goldrath and Bevan, 1999; Scollay et 

al. 1980; Germain, 2002; Singer et al. 2008; Singer and Bosselut, 2004). Les LT SP CD4+ ou CD8+ vont 

migrer vers la médullaire thymique pour subir une sélection négative afin d’éliminer les LT auto-

réactifs qui seraient capables de reconnaître trop fortement les antigènes du soi (Campbell et al. 

1999 ; Kim et al. 1998 ; Witt et al. 2005) (Figure 6).  

 

A la fin de cette étape, les LT CD8+ et CD4+ sont naïfs car ils n’ont pas encore rencontré l’antigène 

du non-soi dont ils sont spécifiques. Les LT CD8+, appelés cytotoxiques, ont pour fonction principale 

de tuer directement les cellules infectées alors que les LT CD4+ (helper ou auxiliaires) régulent la 

réponse immunitaire en favorisant par exemple la réponse des CPA ou l’activation primaire des 

lymphocytes B. Nous allons nous focaliser maintenant sur l’activation des LT CD4+ qui sont les cellules 

à l’origine des lymphomes T cutanés que nous étudions.  
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3) Activation : Dans les organes lymphoïdes secondaires ou 

périphériques  

Les LT CD4+ expriment des combinaisons de récepteurs à des cytokines, chimiokines et des molécules 

d’adhésion qui leur sont propres constituant ainsi un pass d’entrée dans différents tissus (Figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les LT CD4+ naïfs sont identifiés comme étant CD45RA+CCR7+L-sélectine+ et peuvent ainsi circuler 

et migrer vers les organes lymphoïdes secondaires (OLS) (Figure 7) (Butcher and Picker, 1996 ; Foster 

et al. 1999 ; Jenkins MK et al. 2001 ; Sallusto F et al. 2004). Les OLS sont des tissus où se concentrent 

les lymphocytes et au niveau desquels s’effectue l’activation de la réponse immunitaire adaptative. 

Parmi les OLS, on retrouve les ganglions lymphatiques (Figure 8), la rate et les tissus associés aux 

muqueuses. 

Figure 7 : Migration des lymphocytes T. 

La migration des lymphocytes T dans les différents tissus est possible grâce à l’expression 

combinée de molécule d’adhésion, de récepteur aux chimiokines (Réalisé sur BioRender.com). 
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Dans le cas du ganglion lymphatique, les lymphocytes naïfs migrent et se localisent au niveau de la 

zone paracorticale afin d’être activés suite à la rencontre de leur antigène spécifique. L’activation des 

LT sollicite la présence des cellules dendritiques (CD) qui sont des cellules phagocytaires mais aussi 

des CPA (Roche PA et al. 2015). Les CD sont générées dans la MO et migrent en tant que cellules 

précurseurs vers des sites d’entrée potentielle d’agents pathogènes. Les CD classiques CD11chigh 

résident sous forme de cellules immatures dans l’épithélium des tissus cutanés et muqueux. Les 

agents pathogènes et/ou facteurs produits par les cellules voisines en réponse à des agents 

pathogènes vont initier l’immunité adaptative en activant les CD qui seront alors des cellules 

effectrices matures immunostimulatrices (Kapsenberg ML, 2003). Les CD qui ont rencontré, 

phagocyté et présenté un antigène du non-soi sur une molécule du CMH, migrent vers le ganglion et 

entrent par les vaisseaux lymphatiques afférents. Si elles sont immatures non activées, elles entrent 

par la circulation afin de rencontrer des antigènes solubles qui pénètrent par les vaisseaux 

lymphatiques afférents (Sixt et al. 2005). Les CD se retrouvent alors dans la zone médullaire afin de 

présenter aux LT le complexe CMH-antigène exposé à leur surface. Les CD vont fournir les signaux 

Figure 8 : Organisation d’un ganglion lymphatique (Janeway et al. 2009). 

Le ganglion lymphatique, en coupe longitudinale, est composé d’un cortex et d’une zone 

médullaire. On trouve en périphérie, une zone corticale externe qui contient notamment les 

follicules qui correspondent au foyer de prolifération des lymphocytes B. La partie interne du 

cortex, en contact direct de ses follicules, est la paracorticale. Elle contient essentiellement 

des LT. Dans la zone centrale dite médullaire, on retrouve des cordons contenant des cellules 

dendritiques (CD) et des plasmocytes.  
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nécessaires afin d’activer les LT suite à l’induction de 3 signaux détaillés ci-dessous (Kapsenberg ML, 

2003). 

 

Le TCR a un rôle de reconnaissance mais également de signalisation. En effet, le TCR seul n’a pas la 

capacité de transmettre un signal intracellulaire. Les chaînes α et β sont liées à des molécules de 

signalisation telles que le complexe CD3 qui permet de transduire le signal intracellulaire du TCR. 

Mais cette signalisation par le TCR n’est pas suffisante pour activer le LT. En effet, les corécepteurs, 

les molécules de co-stimulation et les signaux liés aux cytokines sont essentiels pour aboutir à cette 

activation. L’activation des LT nécessite différents signaux (Figure 9) : (Okazaki T et al. 2013) 

- 1er signal : Il s’agit de la reconnaissance par le TCR de l’antigène du non-soi sous forme de 

petites séquences peptidiques associées à une molécule de CMH II. Le changement de 

conformation du TCR, induit le recrutement du corécepteur CD4 qui induit le premier 

événement dans la cascade de signalisation intracellulaire (Chakraborty AK et al. 2014). 

 
- 2ème signal : Le signal de co-stimulation positif ou négatif qui est crucial pour le devenir de la 

réponse immunitaire. Par exemple, le plus courant est l’interaction médiée par CD28 ou 

CD40L, présent à la surface du LT, se liant respectivement au CD80/CD86 ou CD40, présents 

à la surface des CD qui induit un signal de survie contrairement à celle médié par CTLA-4, 

présent à la surface des LT, qui aboutit à l’inactivation du LT afin de contrôler leur expansion 

clonale. De même que PD-1 capable de se lier à PD-L1 ou PD-L2 et qui induit une perte de 

fonctionnalité et un état d’anergie ou épuisement (exhaustion) (Sansom DM, 2000 ; Okazaki 

T, 2013 ; Chen L, 2013). 

 

- 3ème signal : Le signal soluble de différenciation qui permet d’orienter et polariser la réponse 

effectrice du LT en fonction du microenvironnement cytokinique (Gasper DJ et al. 2014). 
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Suite à cette activation, le LT CD4+ va subir une expansion clonale, afin de produire un clone de 

cellules identiques, puis se polariser (Figure 9) (Swain SL et al. 2012). Il existe différents types de LT 

helper (Th) avec des fonctions différentes : Th1 (production interféron-γ (IFN-γ), TNFα et caractérisé 

par l’expression de Tbet), Th2 (production IL-4, IL-5 et IL-10 et caractérisé par l’expression de GATA3), 

Th17 (production IL-17, IL-22 et caractérisé par l’expression de RORγT) mais également, T folliculaires 

helper (Tfh) (production IL-4 et IL-21 et exprime CXCR5 et CD40L) et d’autres entités récemment 

identifiées et moins bien caractérisées comme les Th9 (production IL-9 et expression de PU.1) et qui 

sembleraient avoir un effet pléiotrope en ayant, entres autres, une fonction anti-parasitaire contre 

les infections helminthiques mais également une fonction anti-tumorale en inhibant la croissance des 

Figure 9 : L’activation et la différenciation des LT (Réalisé sur 

BioRender.com d’après Kapsenberg ML 2003 ; Hall BM, 2015). 
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cellules de mélanome. On trouve également les cellules LT régulateurs caractérisées par l’expression 

de FOXP3 et qui eux ont un rôle immunosuppresseur et de contrôle de la réponse immunitaire 

(Trinchieri G et al. 2003 ; Luckheeram RV et al. 2012 ; Keene and Forman, 1982 ; Sun and Bevan, 

2003 ; Breitfeld et al. 2000 ; Schaerli et al. 2000 ; Infante-Duarte et al. 2000 ; Hall BM, 2015 ; Ivanov 

et al. 2006 ; Purwar et al. 2012). 

Les LT CD4+ activés expriment des récepteurs aux chimiokines et molécules d’adhésion spécifiques 

qui vont permettre leur migration des ganglions via les vaisseaux lymphatiques efférents et leur 

adressage au site d’infection au niveau des tissus via la circulation sanguine, c’est le cas des Th2 mais 

plus particulièrement du Th1 qui supporte l’activation des LT CD8+, des CD et des macrophages 

(Figure 7). Les cellules T CD4+ activées spécifiques des antigènes du non-soi peuvent également 

rester dans les OLS pour soutenir la réponse B, c’est le cas des Th2 et des lymphocytes Tfh (Keene 

and Forman, 1982 ; Sun and Bevan, 2003 ; Breitfeld et al. 2000 ; Schaerli et al. 2000). 

A la fin de cette expansion et différenciation, les cellules T activées effectrices vont mourir après avoir 

médié leur action. En parallèle, des cellules vont se différencier en cellules mémoires. Il y a alors un 

pool de cellules mémoires qui se forme et qui va pouvoir persister et/ou re-circuler dans l’organisme 

afin de conférer une immunité à long terme et une activation plus rapide (Figure 7) (Gasper DJ et al. 

2014). 
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 L’immunité cutanée 

1) Généralités : la peau  

Un des premiers remparts auquel les pathogènes font face est la barrière physique de la peau. Elle 

permet d’arrêter la plupart des pathogènes et molécules extérieures. Cette fonction est notamment 

possible grâce aux différents composants de la peau et la présence des cellules immunitaires 

cutanées qui constituent le SALT (skin-associated lymphoid tissues) (Streilein 1983 ; Tay et al. 2014).  

 

La peau est constituée de 3 couches de l’extérieur vers l’intérieur : l’épiderme, le derme et 

l’hypoderme (Figure 10).  

L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié, dit malpighien kératinisé, non vascularisé dans 

lequel les cellules épithéliales très cohésives grâce à des jonctions de type desmosome empêchent la 

pénétration physique de certains microbes. Cet épithélium est composé de 4 types de cellules : les 

kératinocytes (cellules épithéliales), les mélanocytes, les cellules de Merkel (cellules sensorielles) et 

les cellules de Langerhans (CD). Les kératinocytes constituent la population majoritaire et jouent donc 

un rôle important dans la fonction barrière de la peau mais ont également un rôle de senseur. En 

effet, ils sont capables de détecter les agents pathogènes et de médier les réponses immunitaires 

(Nestle et al. 2009).  

 

Le derme est une couche intermédiaire, c’est un tissu de soutien conjonctif vascularisé et innervé 

contenant les annexes cutanées (follicules pileux, glandes sébacées et sudoripares). Les fibroblastes 

et les cellules immunitaires qui le constituent sont dispersés dans une matrice extracellulaire (MEC) 

composée de substance fondamentale et de fibres de collagène et d’élastine. On peut trouver dans 

le derme des cellules dendritiques dermiques (DDC), des macrophages, des mastocytes, des LT CD4+ 

et quelques LT γ:δ et lymphocytes NK (Figure 10). La composition cellulaire du derme est dynamique 

et peut être modifiée au cours d’une inflammation et du vieillissement par exemple.  

L’hypoderme est la couche la plus profonde, c’est un tissu de soutien conjonctivo-adipeux qui permet 

de relier la peau aux organes sous-jacents. Il a des fonctions métaboliques, mécaniques et 

thermorégulatrices. 
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Couche cornée 

Couche granuleuse 

Couche épineuse 

Couche basale 

Cellules de 
Langerhans 

Kératinocytes 

Mélanine 

Mélanocytes 

Derme 

 Epiderme 

Derme 

Cellules dendritiques 
dermiques (DDC) 

LT αβ 

LT γδ 

Fibroblastes 

Macrophages 

Mastocytes NKT 

LT αβ 

 Epiderme 

Derme 

Hypoderme  

Figure 10 : Schéma de l’architecture générale de la peau. 

Les deux couches principales de la peau sont, de l’extérieur vers l’intérieur, l’épiderme qui est 

épithélium de revêtement non vascularisé et le derme qui est une couche intermédiaire de tissu de 

soutien conjonctif vascularisé contenant les annexes cutanées. On retrouve en dessous du derme, 

l’hypoderme qui est aussi un tissu de soutien conjonctivo-adipeux qui permet de relier la peau aux 

organes sous-jacents (D’après Nestle et al. 2009) 
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2) Les acteurs de l’immunité cutané innée  

Les kératinocytes jouent un rôle dans l’immunité innée. En effet, ces cellules possèdent à leur surface 

des récepteurs de reconnaissance des pathogènes (PRR). La capacité de reconnaître les signaux de 

dangers (PAMPs = Pathogens Associated Molecular Patterns et DAMPs = Danger Associated 

Molecular Patterns) sous des formes différentes (lipides, protéines…) via ces récepteurs permet 

d’induire une réponse inflammatoire. Les kératinocytes sont alors capables de produire des peptides 

antimicrobiens (AMP) qui ont un rôle dans la mort locale des pathogènes grâce à une action 

antibiotique et dans le recrutement des cellules inflammatoires (Gallo and Nakatsuji, 2011). Les 

kératinocytes peuvent également produire des cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, IL-18 et TNFα) et des 

chimiokines. La production de CXCL1 et CXCL8 par les kératinocytes permet le recrutement des 

polynucléaires neutrophiles alors que CCL20, CXCL9, CCL10, CCL11 attirent les LT. Les polynucléaires 

neutrophiles recrutés lors de l’inflammation vont phagocyter ou lyser directement les pathogènes ou 

les cellules les ayant internalisés et sécréter des cytokines inflammatoires (Albanesi et al. 2005 ; 

Nestle et al. 2009).  

 

Au niveau de la peau, des macrophages, des mastocytes, des LT γ:δ et NK sont également retrouvés. 

Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui possèdent également des PRR et peuvent 

produire des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines afin d’attirer spécifiquement les 

cellules immunitaires au niveau du site d’infection. Ils peuvent être résidents au niveau du derme ou 

dérivés de progéniteurs circulants dans le sang (Pasparakis et al. 2014). Les mastocytes ont un rôle 

dans la réponse Th2 et plus particulièrement lors des réponses inflammatoires allergiques. Les NK, 

quant à eux, jouent un rôle dans l’immunité antivirale et la surveillance tumorale (Nestle et al. 2009). 

 

La liaison entre l’immunité innée et adaptative est assurée par les CD. On retrouve les cellules de 

Langerhans résidentes au niveau de l’épiderme et les DDC au niveau du derme. Les CD jouent un rôle 

de surveillance immunitaire et une fois activées suite à la reconnaissance de l’antigène via leur PRR 

et leur récepteur phagocytaire, elles migrent vers les OLS pour induire l’immunité adaptative à partir 

des LT naïfs comme vu précédemment. Mais les CD ont plus de chance de rencontrer et de présenter 

l’antigène non-soi aux LT mémoires présents dans la peau afin de les activer (Clark RA, 2010). 
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3) Les acteurs de l’immunité cutané adaptative : l’activation 

lymphocytaire   

Les LT résidents de la peau sont à 95% des cellules dont le phénotype est mémoire contre 5% de naïfs 

(Clark RA, 2010). En fonction de leur localisation principale, on retrouve plusieurs types de cellules LT 

CD4+ mémoires (Ratajczak W et al. 2018 ; Masopust D et al. 2001 ; Moser B et al. 2001 ; Sallusto F et 

al. 1999 ; Weninger W et al. 2001) :  

- Les LT stem cell like mémoires (LTSCM) (CCR7+L-sélectine+CD45RA+) : ce sont des cellules qui 

ont des caractéristiques similaires aux cellules naïves et aux cellules souches telles que la 

capacité d’auto-régénération qui semblerait être dû à l’activation de la voie de signalisation 

Wnt/β-caténine (Gattinoni et al. 2011). Comme vu précédemment, les cellules naïves 

expriment également CCR7+L-sélectine+ CD45RA+, l’expression de certaines molécules telles 

que le CD95 par les LTSCM permettra de les distinguer (Gattinoni L et al. 2017). 

 

- Les LT centraux mémoires (LTCM) (CCR7+L-sélectine+CD45RO+) :  ils sont capables de circuler 

entre les OLS et le sang et n’ont pas de fonction inflammatoire ou cytotoxique (Rivino L et al. 

2004). 

 

- Les LT migratoires mémoires (LTMM) (CCR7+L-sélectine-) : ce sont des cellules qui ne sont pas 

capables de migrer dans les ganglions lymphatiques non cutanés à partir du sang comme les 

LT naïfs et les LTCM. Ils circulent dans la peau, le sang et les ganglions lymphatiques drainant 

la peau seulement. Cette population semble être un état transitoire entre les LTCM et les LTEM 

(Watanabe et al. 2015). 

 

- Les LT effecteurs mémoires (LTEM) (CCR7-L-sélectine-) : La majorité des LTEM expriment 

CD45RO et peuvent migrer entre la rate et les tissus périphériques (non-lymphoïdes) et re-

circuler entre le sang et les tissus. Ils ont des propriétés effectrices et expriment des 

chimiorécepteurs qui leur permettent d’être attirés dans les tissus périphériques lors d’une 

inflammation tels que le CXCR3 et CCR5 (Abdel-Hakeem MS et al.2017).  

 

- Les LT résidents mémoires (LTRM) (CD69+CCR7-L-sélectine-) : ils résident dans les tissus 

périphériques (ex. peau) sans re-circuler afin d’induire une réponse immunitaire rapide.  

Comme vu précédemment, les LT naïfs et LTCM expriment la L-sélectine qui est capable de se lier à 

GlyCAM-1, un ligand exprimé par les high endothelial venules (HEV) des OLS. La liaison de la L-

sélectine à GlyCAM-1 permet de garder les LT au niveau des OLS. En revanche, les LTEM n’expriment 
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pas la L-sélectine et restent donc à la périphérie (Maverakis E et al. 2015). Les LTCM et LTEM vont 

participer à la réponse immunitaire de la peau (Figure 11 et 12). 

 

Afin d’être adressé à la peau, les LTEM expriment à leur surface des molécules spécifiques telles que 

CLA (Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen) et perdent l’expression de L-sélectine et CCR7. En 

effet, même en condition non inflammatoire, une grande majorité des LT exprimant CLA sont dans la 

peau. Le CLA interagit avec la E-sélectine exprimée par les veinules post-capillaires dans la peau et 

dont l’expression augmente en condition inflammatoire. Cette interaction permet l’adressage cutané 

de ces cellules. Les cellules adressées à la peau expriment CCR4 (Th2), CCR8 (Th2) et CCR10 (Th2), 

CXCR3 (Th1) (Homey et al. 2002 ; Singh et al. 2008 ; Egawa and Kabashima, 2011 ; Islam et al. 2011). 

CCR4 et CCR10 sont des chimiorécepteurs permettant l’adressage à la peau via leur interaction avec 

les chimiokines CCL17/CCL22 et CCL27 respectivement (Campbell JJ et al. 2010 ; Xiong N et al. 2012). 

Les LTRM peuvent aussi exprimer CD69 et/ou CD103 afin de les maintenir au niveau cutané. Les LTRM 

vont donc proliférer localement et dans le cas d’une exposition à un pathogène par les CD produire 

des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFNγ et l’IL-4. L’inflammation va notamment induire 

l’augmentation des molécules d’adhésion telles que les sélectines, comme la E-sélectine, et les 

protéines de la superfamille des immunoglobulines, comme intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-

1), sur l’endothélium des vaisseaux sanguins près du site d’infection. L’inflammation induit également 

la modification conformationnelle d’intégrines, comme lymphocyte function-associated antigen 1 

(LFA-1), présent à la surface des leucocytes et donc le recrutement de cellules immunitaires dont des 

LT mémoires non spécifiques afin qu’ils produisent des cytokines inflammatoires de manière non 

dépendante à l’exposition d’un pathogène (Clark RA, 2010 ; Watanabe et al. 2015). En revanche, 

lorsque l’accumulation des LT dans la peau est anormale, cela devient pathologique. C’est le cas des 

lymphomes T cutanés primitifs.  
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Figure 11 : Contributions de TEM et TCM aux réponses immunitaires primaires de la peau. 

Après l’exposition à un agent pathogène, les CD internalisent l’antigène, migrent vers les ganglions 

lymphatiques drainants de la peau et le présentent aux lymphocytes T naïfs. Les lymphocytes T naïfs qui 

reconnaissent leur antigène spécifique subissent une différenciation et une polarisation en lymphocytes T 

effecteurs mémoires de la peau (TEM) et en lymphocytes T centraux mémoires (TCM). Les TEM quittent les 

ganglions lymphatiques, pénètrent dans la circulation et migrent dans la peau pour éliminer l’agent 

pathogène. Les TEM colonisent toutes les zones de la peau, mais se trouvent en plus grand nombre sur les 

sites d’exposition aux agents pathogènes. Au cours des premiers stades de la réponse immunitaire, les 

lymphocytes T proliférants sont également libérés des ganglions lymphatiques drainant de la peau et migrent 

vers les ganglions lymphatiques. Les lymphocytes T continuent de proliférer dans ces ganglions 

lymphatiques, donnant naissance à de nouvelles populations de TEM dans l’intestin, les poumons et d’autres 

tissus périphériques. De cette façon, l’immunisation par la peau donne naissance à une population diversifiée 

de lymphocytes T résidents tissulaires qui permettent une protection immunitaire systémique (Clark RA, 

2010). 
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Figure 12 : Le rôle des LTEM et LTCM dans les réponses immunitaires secondaires. 

Les réponses immunitaires mémoires peuvent être divisées en trois étapes. Tout d’abord, les CD 

internalisent l’antigène après une réexposition à l’agent pathogène et le présentent aux TEM qui résident 

localement dans la peau. Ces cellules prolifèrent et éliminent l’agent pathogène. Deuxièmement, 

l’inflammation entraîne une activation endothéliale et un recrutement non spécifique des lymphocytes 

T provenant du sang. Le petit nombre de lymphocytes T spécifiques de l’antigène recrutés dans la peau 

peut également participer à l’élimination de l’agent pathogène. Troisièmement, les CD transportent 

l’antigène endocyté vers les ganglions lymphatiques drainant de la peau et le présente aux TCM. Ces 

TCM peuvent donner naissance à de nouvelles populations de TEM cutanés qui migrent vers la peau et 

éliminent l’infection (Clark RA, 2010). 
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II) Les lymphomes T cutanés 

 Généralités  

1) Définitions et classification de l’Organisation Mondiale de la 

Santé et l’European Organization for Research and Treatment 

of Cancer (OMS-EORTC) 

Les lymphomes cutanés primitifs (LCP) représentent la deuxième localisation la plus fréquente des 

lymphomes non hodgkiniens (LNH) extra-ganglionnaires après les lymphomes digestifs. Un 

lymphome est une pathologie cancéreuse du système lymphatique qui se développe à partir de 

lymphocytes. Les LCP regroupent un ensemble hétérogène de lymphomes B et T liés à une 

accumulation clonale anormale de lymphocytes B ou T au niveau de la peau et dans la plupart des 

cas sans atteinte extra-cutanée au moment du diagnostic. On peut retrouver des entités 

spécifiquement cutanées et/ou des entités systémiques avec une atteinte cutanée. Il est important 

de les distinguer des localisations secondaires cutanées, de lymphomes d’autres origines, qui 

présentent des caractéristiques cliniques et des pronostics différents et qui nécessitent également 

des traitements différents. C’est l’une des raisons pour laquelle les LCP ont intégrés, depuis 2005, la 

classification consensus commune entre l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et l’European 

Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) : OMS-EORTC. Cette classification 

repose sur des caractéristiques anatomo-cliniques, morphologiques, phénotypiques et moléculaires 

et évolue en permanence (Bagot M. 2013 ; Willemze R et al. 2005 ; Willemze R et al. 2019). 

Les lymphomes T cutanés primitifs (LTCP) représentent 75 à 80% des LCP (Bagot M. 2013 ; Willemze 

R et al. 2005 ; Willemze R et al. 2019) et sont dus à une accumulation en premier lieu de LT 

néoplasiques dans la peau. Les patients ont un âge médian au diagnostic de 55-60 ans et l’incidence 

augmente avec l’âge puisqu’elle est quadruplée pour les patients de plus de 70 ans (Burns MK et al. 

1992 ; Pope E et al. 2010 ; Agar NS et al. 2010 ; Criscione VD et al. 2007 ; Willemze R et al. 2019 ; 

Hristov AC et al. 2019 ; Bradford PT et al. 2009). La classification des LTCP selon la classification OMS-

EORTC révisée de 2018 est présentée dans le Tableau 1. 
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Classification des Lymphomes T cutanés primitifs selon la classification de l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) et l’European Organization for Research and Treatment of Cancer 

(EORTC) 2018 

 

Lymphomes T cutanés (LTCP) Fréquence (%) Survie à 5 ans (%) 

Mycosis Fongoïde (MF) 
 

39 88 

MF, variants et sous-types :  

MF folliculotrope   

Lymphome pagétoïde  

Lymphome chalazadermique 
 

  

5 75 

             <1                      100 

             <1 100 

SS 
 

2 36 

Leucémie/Lymphome T de l’adulte 
 

             <1  

Lymphoproliférations CD30+ :  

Lymphome cutané à grandes cellules anaplasiques (C-

ALCL 

Papulose lymphomatoïde (LyP) 
 

 

  

8 95 

12 99 

Lymphome sous-cutané à type panniculite 1 87 

Lymphome T cutané à cellules NK de type nasal              <1 16 

Infection active et chronique EBV 
 

             <1  

Lymphome T cutané périphérique, sous-types rares  

Lymphome T cutané à cellules γδ+  

Lymphome T épidermotrope agressif CD8+ (entité 

provisoire) 

Lymphome T pléiomorphe à petites et moyennes 

cellules CD4+ (entité provisoire) 

Lymphome T cutané de type acral à cellules CD8+ 

  

             <1 11 

             <1 31 

6 100 

             <1 100 

Lymphome cutané périphérique (sans autre indication) 2 15 
 

Tableau 1 : Classification des Lymphomes T Cutanés primitifs selon la classification OMS-EORTC 2018 (Beylot-

Barry M et al. 2010 ; Willemze R et al. 2019) 

 

Selon les LTCP, l’accumulation clonale de LT est retrouvée soit au niveau du derme et de l’épiderme 

(Figure 13), on parle alors de LTCP épidermotropes. 
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Les lymphomes T non épidermotropes, constituent un groupe varié dans lequel on peut retrouver le 

lymphome cutané primitif à grandes cellules T CD30+. Il représente 25% des LTCP et est le deuxième 

plus fréquent après le MF (Willemze et al. 2019). Ce type de lymphome comprend le lymphome 

anaplasique à grande cellules primitif cutané et les papuloses lymphomatoïdes (Beylot-Barry M et al. 

2010 ; Willemze R et al. 2019). Les patients atteints ont un pronostic très favorable et un âge moyen 

au diagnostic qui varie de 49 à 60 ans avec un sexe ratio homme/femme de 1,3-3 :1 (Bekkenk M. et 

al 2000 ; Di Raimondo C et al. 2020). 

 

Les formes épidermotropes représentent plus de la moitié des LCP et la grande majorité des LTCP. Il 

existe différentes formes avec des caractéristiques cliniques, histologiques, immuno-histologiques et 

moléculaires très hétérogènes. Néanmoins, dans la majorité des cas, on retrouve essentiellement : 

le Mycosis Fongoïde (MF) et le Syndrome de Sézary (SS). Le MF représente 60% des LTCP et a une 

incidence annuelle de 1/350.000 avec un ratio de 2 hommes pour une femme. Le MF est caractérisé 

par une évolution indolente et atteint plus particulièrement les adultes au-delà de 50 ans avec un 

A. Mycosis fongoïdes B. Syndrome de Sézary C.Lymphome cutané primitif 
à grandes cellules T CD30+ 

Figure 13 : Coupe de LTCP épidermotropes (MF et SS) et non épidermotropes (Lymphome 

cutané primitif à grandes cellules T CD30+) 

A. Infiltration de cellules T atypiques dans l'épiderme (coloration à l'hématoxyline et à l'éosine 

(HE) ; grossissement d'origine, × 200). B. Infiltrat en bande de cellules lymphoïdes atypiques 

dans le derme superficiel et l’épiderme (coloration HE ; grossissement d'origine ×40). C. 

Infiltrat dermique diffus de grandes cellules atypiques mélangées à de petits lymphocytes 

(coloration HE ; grossissement d'origine, × 300) (Willemze R et al. 2005. ; Willemze R et al. 

2019) 
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âge médian au diagnostic de 55-60 ans (Grop JJ. 2005 ; Criscione VD et al. 2007 ; Bradford PT et 

al. 2009 ; Willemze et al. 2019 ; Hristov AC et al. 2019). A contrario, le SS est plus agressif et plus rare. 

Il représente 2% des LTCP selon les données incluses dans les registres néerlandais et autrichiens des 

lymphomes cutanés entre 2002 et 2017 (Willemze et al. 2019). En France, le SS, entre 2005-2019, 

représente 5,9 %-7,5 % des LTCP soit environ 30 nouveaux cas par an selon le registre Français des 

lymphomes cutanés (GFLEC) (Dobos G et al. 2021). Les patients atteints de SS sont principalement 

des hommes de plus de 60 ans qui ont une survie moyenne de 36 mois. En effet, la survie à 5 ans est 

de 24 à 40% due à l’agressivité de la maladie et l’absence de traitements curatifs (Fink-Puches R et 

al. 2002 ; Willemze et al. 2019 ; Hristov AC et al. 2019).  

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes focalisés sur des stades avancés de LTCP 

épidermotropes tels que le MF-transformé (MF-T) et le SS (Larocca et al. 2019). 

 

2) Classification TNMB  

Contrairement au grade qui détermine la vitesse d’évolution d’une pathologie, indolente ou 

agressive, le stade est lui utilisé pour déterminer le degré d’extension corporelle. De manière 

simplifiée, le stade I correspond à la présence d’une tumeur unique de petite taille, le stade II à celle 

d’une tumeur plus volumineuse mais localisée, le stade III correspond à un envahissement des 

ganglions lymphatiques ou autres tissus et enfin le stade IV à la présence de métastases dans d’autres 

organes. Pour les LNH extra-ganglionnaires, et plus particulièrement le MF et le SS, la classification 

TNMB est utilisée. Le stade de la maladie est déterminé selon le type et la surface des lésions 

cutanées (T), la présence ou non d’une adénopathie périphérique, c’est-à-dire d’une atteinte 

ganglionnaire (N) et/ou d’une atteinte extra-cutanée (M) et/ou sanguine (B) (Tableau 2). Ce stade 

permet d’évaluer le risque de progression de la maladie ainsi que la stratégie thérapeutique à 

adopter. En effet, le pronostic dépend du stade de la maladie, des possibilités thérapeutiques et 

également des facteurs de comorbidités (Olsen EA et al. 2011). 

Dans le cas du SS ou du MF, d’autres analyses diagnostiques sont effectuées afin de caractériser les 

cellules T tumorales cutanées et sanguines notamment par la détermination de leur clonalité par PCR 

et leur caractérisation par immunophénotypage que je développerai plus tard (Olsen E et al. 2007). 
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Classification TNMB révisée et simplifiée du MF et du SS par l’ISCL/EORTC (d’après Olsen et al.) 
 

 

 

Peau (T)  

T1 

 

Plaques infiltrées ou non (« patches ») < 10% surface corporelle 

     T1a : Patches seulement  

     T1b : Plaques ± plaques  

T2 

 

Plaques infiltrées ou non (« patches ») ≥ 10% surface corporelle 

     T2a : Patches seulement  

     T2b : Plaques ± plaques 

T3 Tumeur(s) unique ou multiples (≥1cm diamètre) 

T4 Erythrodermie ≥ 80% de la surface corporelle 

Ganglions (N)  

N0 Absence d’adénopathie clinique (ganglion anormal) 

N1 

      

 

Adénopathie périphérique clinique – Histologie : ne présente pas de 

lymphocyte atypiques dans la biopsie 

     N1a : Sans clone dominant  

     N1b : Avec clone dominant  

N2 

 

 

Adénopathie périphérique clinique – Histologie : infiltration par cellules de 

MF mais architecture globale du ganglion préservée 

     N2a : Sans clone dominant  

     N2b : Avec clone dominant 

N3 Adénopathie périphérique clinique – Histologie : modification de 

l’architecture du ganglion présentant des lymphocytes atypiques, sans ou 

avec clone dominant  

Nx Adénopathie périphérique clinique mais sans confirmation histologique 

Atteintes viscérales (M)  

M0 

 

Absence d’atteinte viscérale 

M1 Atteinte viscérale (preuve histologique et organe précisé) 

Atteinte sanguine (B)  

B0 

 

Absence atteinte sanguine spécifique ≤ 5% de cellules atypiques dans le sang 

(cellules de Sézary) 

     B0a : Sans clone dominant  

     B0b : Avec clone dominant 

B1 Atteinte sanguine modérée > 5% de cellules atypiques dans le sang (cellules 

de Sézary) 

     B1a : Sans clone dominant  

     B2b : Avec clone dominant 

B2 Atteinte sanguine importante > 1000 cellules cellules de Sézary/mL et clone 

dominant  
 

Tableau 2 : Classification TNMB révisée et simplifiée du MF et du SS par l’ISCL (International Society For 

Cutaneous Lymphomas) et l’EORTC (d’après Olsen E et al. 2007 ; Bagot M. 2013) 
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 Caractéristiques cliniques  

1) Mycosis Fongoïde (MF)  

Le MF a été décrit pour la première fois dès 1806 par Jean-Louis Alibert. Ce LTCP de bas grade de 

malignité est caractérisé par une croissance chronique lente sur plusieurs années. Il est apparenté à 

une maladie chronique avec un pronostic vital non engagé (Willemze et al. 2019 ; Hristov AC et al. 

2019). Il existe trois stades cliniques dans le MF :  le stade de plaques non infiltrées ou « patches » ; 

le stade de plaque infiltrées et le stade tumoral (Figure 14) (Larocca et al. 2019). 

 

 

 

Dans les stades initiaux, stade IA à IIA (Tableau 3), des lésions cutanées érythémateuses, non 

infiltrées, sous la forme de plaques sont présentes. Dans certains cas, le MF peut être précédé de 

lésions chroniques telles que le parapsoriasis qui peut être considéré comme précurseur de MF 

(Bagot M. 2013). 

Un épaississement progressif des lésions peut aboutir à des plaques plus ou moins infiltrées. Elles 

sont caractérisées par la présence d’une accumulation clonale de LT CD4+ à tropisme cutané (Grange 

F. 2009). Au fur et à mesure des années, les plaques s’épaississent et deviennent plus infiltrées ou 

tumorales (Willemze et al. 2019).   

A B C 

Figure 14 : Les trois stades cliniques du MF. 

A. MF au stade de plaques non infiltrées. B. MF au stade de plaques infiltrées. C. MF au stade tumoral 

(D’après Larocca et al. 2019)  
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Stadification révisée des lymphomes T cutanés de type MF/SS par l’ISCL/EORTC (d’après Olsen 

et al. 2007) et correspondance avec le pronostic (Agar et al.)  

 

 T N M B 
Survie à 5 ans 

(%) 

IA 1 0 0 0-1 98 

IB 2 0 0 0-1 89 

IIA 1-2 1-2 0 0-1 89 

IIB 3 0-2 0 0-1 56 

IIIA 4 0-2 0 0 54 

IIIB 4 0-2 0 1 48 

IVA1 1-4 0-2 0 2 41 

IVA2 1-4 3 0 0-2 23 

IVB 1-4 0-3 1 0-2 18 
 

Tableau 3 : Stadification des lymphomes T cutanés de type MF/SS par l’ISCL/EORTC (d’après Olsen E et al. 2007) 

et correspondance avec le pronostic (d’après Agar NS et al. 2010) 

 

2) Le Syndrome de Sézary (SS) 

Le SS a été décrit pour la première fois en 1938 par Albert Sézary et Yves Bouvrain comme étant une 

érythrodermie associée à une adénopathie superficielle avec la présence de cellules 

« monstrueuses » dans le sang (Figure 15) (Shakeri A. 2018). Taswell et Winkelmann apporte des 

précisions sur les caractéristiques de ces cellules et notamment l’aspect de leur noyau cérébriforme 

(Taswell HF et al. 1961). En 1973, il est prouvé que les cellules de Sézary sont des LT par Brouet 

(Brouet JC et al. 1973).  

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 15 : Erythrodermie d’un syndrome de Sézary (Bagot M. 2013)  
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Le SS est une forme agressive systémique de LTCP caractérisée par la présence d’une érythrodermie 

chronique associée à un prurit (Willemze et al. 2019). C’est-à-dire une lésion dermatologique 

caractérisée par une rougeur congestive de la peau qui s’efface à l’appui. Elle occupe plus de 90% de 

la surface corporelle. Néanmoins, cette érythrodermie seule ne suffit pas pour confirmer le diagnostic 

de SS. En effet, elle peut être associée à d’autres pathologies telles que les dermatoses non 

lymphomateuses qui sont bénignes (Larocca et al. 2019).  

L’érythrodermie est souvent associée à deux autres éléments. Le premier est l’adénopathie 

superficielle qui est caractérisée par une hypertrophie des ganglions lymphatiques. Le deuxième est 

la présence dans le sang de cellules atypiques, les cellules de Sézary, qui sont des LT volumineux de 

phénotype CD4+ dont le noyau, aux contours sinueux et cérébriformes, est très caractéristique 

(Figure 16). En effet, le SS est la forme leucémique des LTCP épidermotropes qui est caractérisé par 

une infiltration (accumulation) clonale de cellules T néoplasiques, dites de Sézary. Dans les stades 

plus avancés, une dissémination peut avoir lieu dans différents organes (Bagot M. 2013).  

  

 

 

 

 

 

 Diagnostic 

Afin de compléter le diagnostic clinique, un diagnostic histologique peut être réalisé à partir d’une 

biopsie cutanée fixée au formol puis incluses en paraffine. Ce diagnostic repose d’abord sur une 

analyse morphologique qui permet de déterminer l’architecture et l’aspect cytologique de l’infiltrat 

lymphocytaire suite à une coloration à l’Hématoxyline Eosine Safran (HES). La plupart du temps, le 

phénomène d’épidermotropisme est observé suite à la migration de lymphocytes atypiques dans 

l’épiderme et la formation d’infiltrats (Wilcox RA. 2014 ; Willemze R et al. 2005 ; Klemke CD et al. 

2015 ; Delfau-Larue MH et al. 2000). 

Figure 16 : Cellule de Sézary 

Clichés transmis par Dr. Jean-Philippe VIAL (Service d’hématologie biologique, CHU de Bordeaux) 
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Le diagnostic du MF peut être compliqué dans les stades précoces. En effet, les lésions 

érythémateuses présentes sont peu spécifiques et peuvent être confondues avec des maladies 

inflammatoires telles que les dermatoses inflammatoires. L’infiltrat MF contient des lymphocytes de 

type Th CD3+CD4+CD5+CD7-CD8- de nature atypique (Bagot M. 2013). Des marqueurs cellulaires 

peuvent donc être recherchés en Immuno-Histo-Chimie (IHC) (Figure 17). Comme évoqué 

précédemment, ces aspects peuvent être absents dans les stades initiaux du MF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La caractérisation de l’infiltrat lymphoïde peut également se faire sur les cellules sanguines 

circulantes périphériques. Dans le cas du MF, l’étude sur les cellules périphériques ne montre pas 

forcément la présence de cellules circulantes, dans les stades précoces, mais elle peut permettre de 

mettre en évidence un rapport CD4+/CD8+ normal et sur les LT CD4+ une diminution de l’expression 

CD95/Fas qui est inférieur à 30% dans le MF (Dereure O et al. 2000). En revanche pour le SS, il y a 

une évaluation de la présence de cellules de Sézary circulantes et une estimation en termes de valeur 

absolue.  

 

 

A B 

Figure 17 : Immunohistochimie anti-CD3. 

A. Lymphocytes atypiques épidermotropes CD3+ d’une coupe de MF. B. Lymphocytes 

T CD3+ dans le derme superficiel et l’épiderme d’une coupe de SS. (Bagot M. 2013)  
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L’ISCL et l’EORTC ont établis des critères pour diagnostiquer le SS :  

 Un nombre absolu de cellules de Sézary ≥ à 1000 cellules/mm3 ou plus de 10% de cellules de 

Sézary (Willemze et al. 2019)  

 Ou une augmentation des lymphocytes CD3+ ou CD4+ avec un ratio LT CD4/CD8 supérieur ou 

égal à 10 contre inférieur à 5% en condition normale  

 Avec un clone lymphocytaire T majoritaire sanguin circulant mise en évidence via un 

diagnostic moléculaire. 

Le diagnostic moléculaire par PCR, fait sur une biopsie cutanée ou sur les cellules du sang 

périphérique permettra de déterminer la présence d’une population de LT exprimant le même TCR 

dans la lésion cutanée et dans le sang périphérique. En effet, l’analyse de clonalité permet de 

déterminer si toutes les cellules portent le même réarrangement du gène γ (V, D, J) du TCR. La 

présence d’un infiltrat clonal avec le même réarrangement génique permet de renforcer la nature 

tumorale des cellules qui prolifèrent et qui dérivent d’une seule et même cellule. 

 

Contrairement aux stades précoces de MF où la détermination de la clonalité n’est pas forcément à 

considérer (Kirsch IR et al. 2015). La preuve du diagnostic SS est d’autant plus forte, si le clone 

majoritaire est identique dans le sang et la peau (Scarisbrick JJ et al. 2018 ; van Dongen et al. 2003). 

Néanmoins, dans certaines conditions, il peut y avoir des profils poly-clonaux. La recherche de cette 

clonalité dans le sang peut également se faire en cytométrie en flux grâce à la détermination du 

variant du TCRVβ dont la variabilité est générée suite au réarrangement des gène Vβ, Dβ et Jβ (cf 

partie I.A.2.). 

 

 

De plus, des examens biologiques et biochimiques (NFS, plaquettes, ionogramme sanguin pour 

évaluer le déséquilibre hydroélectrique et le retentissement rénal, LDH…) sont également réalisés 

(Beylot-Barry M et al. 2010). Un diagnostic différentiel peut également avoir lieu, dans l’intérêt 

d’écarter les érythrodermies liées à d’autres pathologies (Mistry N et al. 2015 ; Nagler AR et al. 2012) 

ou bien les dermatoses non lymphomateuses telles que les dermatites atopiques érythrodermiques, 

le psoriasis érythrodermique, les allergies systémiques, etc. (Larocca et al. 2019 ; Saulite I et al. 2016). 

Mais également dans l’intérêt de ne pas confondre le SS avec les pathologies dans lesquelles des 

cellules circulantes sont aussi retrouvées telles que les dermatoses chroniques, la dermatite 

atopique, le psoriasis, le lupus érythémateux discoïde, etc. (Duncan SC et al. 1978). 
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 Evolution 

Un MF peut évoluer en Mycosis Fongoïdes transformé (MF-T) dans les stades avancés de la maladie. 

Le MF-T est une forme agressive de la maladie associée à une transformation des LT en grandes 

cellules. La transformation de MF en MF-T induit une réduction de la survie dont la médiane de survie 

est de 1 à 2 ans (Vergier B et al. 2000 ; Cerroni L et al. 1992). Cette transformation est caractérisée 

par une perte de l’épidermotropisme et la présence de plus de 25% de grandes cellules dont la taille 

est 4 fois plus grande qu’un lymphocyte normal (Cerroni L et al. 1992). L’expression de l’antigène 

d’activation CD30 est présente dans 50% des MF-T, contrairement au MF classique qui exprime 

rarement le CD30 (Wood GS et al. 1993). Le mécanisme moléculaire à l’origine de la transformation 

du MF en MF-T est inconnu, malgré des études des réarrangements des gènes du TCR qui montrent 

que les cellules de MF-T proviennent du clone tumoral à l’origine du MF (Wood GS et al. 1993).  

Dans les stades avancés, bien que le SS et le MF soient classés comme des entités distinctes, dans 

certains cas de MF, les lésions cutanées peuvent devenir confluentes et une érythrodermie peut se 

développer avec ou sans atteinte sanguine. La présence d’une atteinte sanguine signifie une 

évolution en SS tandis que l’absence de ce type d’atteinte conduit au diagnostic d’un MF 

érythrodermique (MF-E) (Kim EJ et al. 2005 ; Kamijo H et al. 2019). Le patient peut être diagnostiqué 

comme étant atteint d’un SS d’emblée mais le SS peut être précédé d’un MF et/ou MF-E et/ou MF-T 

qui évoluent. Dans de rare cas, le SS peut également évoluer en une forme transformée, SS-T, avec 

l’apparition de très grandes cellules (Diamandidou E et al. 1998).  

Dans ces cas, on observe une altération du pronostic et de la qualité de vie du patient et les 

traitements deviennent plus contraignants et moins efficaces (Willemze et al. 2019 ; Agar NS et al. 

2010). Le pronostic va dépendre de l’âge, du stade, de la dissémination extra-cutanée et du bilan 

clinique. Le bilan clinique et paraclinique va permettre de déterminer le stade TNMB et orienter le 

médecin pour le traitement à administrer. Les précisions sur le traitement sont apportées dans la 

partie suivante II.E. 

En effet, les patients atteint de MF sous la forme de plaques infiltrées ou non ont une espérance de 

vie similaire à la population générale de même âge et sexe. En revanche, la présence d’une atteinte 

extra-cutanée ganglionnaire ou viscérale aggrave le pronostic (Hwang ST et al. 2008 ; Wood et al. 

2003). Concernant le SS, le pronostic est, par exemple, moins favorable dans les stades avancés s’il y 

a une atteinte ganglionnaire (N1 à N3) et si l’atteinte sanguine est importante (B1 à B2) (Vergier B et 

al. 2000). 
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D’autres facteurs sont également de mauvais pronostic, on retrouve l’élévation du taux de LDH, la 

modification des taux de lymphocytes circulants et la présence d’un clone dominant dans la peau qui 

est identique dans le sang (Evans KG et al. 2011 ; Scraisbrick JJ et al. 2015 ; Agar NS et al. 2010). 

 

 Traitements actuels pour les lymphomes T cutanés primitifs 

(LTCP) 

Le traitement administré au patient dépend du stade de la maladie, de l’âge du patient et la réaction 

au traitement ainsi que son efficacité. Il existe différents traitements et des recommandations pour 

leur prise en charge ont été élaborées par un consensus d’experts du GFLEC (Beylot-Barry M et al. 

2010) mais également par l’EORTC, l’ISCL et la British Association of Dermatologists (Wilcox RA. 2017 

; Prince HM et al. 2018 ; Trautinger F et al. 2017 ; Willemze R et al. 2009 ; Olsen EA et al. 2011). 

 

Il existe divers traitements dont je fais un récapitulatif non exhaustif dans le Tableau 4 suivant.  
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 Corticoïdes topiques  

o Ils permettent l’induction de l’apoptose et jouent sur l’adhésion des lymphocytes à 

l’endothélium (Pitzalis C et al. 2002). 

 Rétinoïdes topiques  

o Le bexarotène, par exemple, va induire l’apoptose des cellules tumorales (Richardson SK et al. 

2007).  

 Photothérapie UV : PUVAthérapie  

o L’ingestion de 8-méthoxypsoralène puis l’irradiation par les UV va induire l’apoptose des 

cellules tumorales, des dommages ADN et l’arrêt de la production de cytokines par les 

kératinocytes et la réduction des cellules de Langerhans (Arulogun S et al. 2008). 

 Radiothérapie locale  

 Electronthérapie corporelle totale  
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 La photochimiothérapie extracorporelle (PCEC) 

o L’extraction des cellules mononuclées périphériques puis l’ajout de 8-méthoxypsoralène et 

l’irradiation par les UV de ces cellules qui sont réintroduites chez le patient va activer la réponse 

immunitaire systémique anti-tumorale (Arulogun S et al. 2008). 

 Interféron alpha (IFNα) 

o Il permet d’augmenter la réponse immunitaire Th1 contre les lymphocytes tumoraux (Dugas-

Breit S et al. 2014). 

 Les rétinoïdes  

o Ils interagissent spécifiquement avec le récepteur RXR et induisent l’apoptose des cellules de 

Sézary de la peau (Richardson SK et al. 2007). 

 Les inhibiteurs des histones déacétylases (iHDAC) : Vorinostat, Romidepsin 

o Dans les cellules cancéreuses, il existe en général une surexpression et un recrutement des 

HDAC (Caudron A et al. 2012). Les iHDAC, comme le Vorinostat, vont entraîner l’arrêt du cycle 

cellulaire et induire l’apoptose dans les cellules de LTCP. (Zhang C et al. 2005 ; Olsen E et al. 

2007). 

 Chimiothérapie  

o Antifolique (ex. méthotrexate qui permet l’inhibition des mitoses et de la synthèse d’ADN 

(Zackheim HS et al. 2003 ; Dugas-Breit S et al. 2014). 

o Gemcitabine (qui permet l’inhibition de la synthèse d’ADN (Hui YF et al. 1997 ; Jidar K et al. 

2009)). 

o Doxorubicine liposomale (qui permet l’inhibition des topoisomérases et induit des lésions de 

l’ADN (Dugas-Breit S et al. 2014)). 
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 Alemtuzumab (anti-CD52)  

o C’est un anticorps monoclonal (IgG1) humanisé dirigé contre le CD52 exprimé par 95% des 

lymphocytes T, B, NK et des monocytes. Il a une efficacité relative sur les LT sanguins mais pas 

sur des lésions de la peau comme rapporté sur certains patients. Il entraîne une toxicité 

hématologique dans 23 à 79%. (Bernengo MG et al. 2007 ; Clark RA et al. 2012). Malgré cette 

efficacité relative, l’indication de l’administration pour le traitement des LTCP a été retirée par 

la société productrice mais est approuvée pour le traitement sclérose en plaque uniquement 

(Ramelyte E et al. 2019). 

 Mogamulizumab (anti-CCR4)  

o En se basant sur les caractérisations immunophénotypiques, un anticorps anti-CCR4 

(Mogamulizumab) a été développé et est actuellement en phase d’étude clinique. C’est un 

anticorps monoclonal dirigé contre le chimiorécepteur CCR4 exprimé par les Th2, les Tregs et 

certains LT tumoraux. Cet anticorps est humanisé et défucosylé afin de permettre l’induction 

d’une réaction ADCC sur les LT CCR4+ (Yamamoto K et al. 2010 ; Ishida T et al. 2004). Après 

avoir été testé en phase clinique II et III, il est Food and Drug Administration (FDA) approuvé 

depuis 2018 pour le traitement des MF/SS des patients adultes récidivants ou réfractaires 

(Chang DK et al. 2012 ; Kim YH et al. 2018, Ramelyte E et al. 2019). 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif non exhaustif des principaux traitements actuels pour les LTCP. 
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Après l’établissement du diagnostic et du stade selon la classification actuelle, le choix de la stratégie 

thérapeutique de 1ère ou 2ème ligne va se faire en fonction du stade TNMB, de la stadification, des 

traitements déjà effectués (Olsen E et al. 2007). 

Aux stade précoces, stade Ia à IIa (T1-2/N0-1/M0/B0) (Tableau 2), la thérapie conseillée sont les 

corticoïdes locaux qui permettent de diminuer l’inflammation. En 2ème ligne l’administration de 

traitement systémique est recommandée tels que le méthotrexate à faible dose ou IFNα ou 

bexarotène. 

Aux stades tumoraux, stade IIb (T3/N0-3/M0/B0) (Tableau 2), le traitement de 1ère ligne est 

systémique (IFNα, Méthotrexate ou Bexarotène) avec une association à un traitement local. En 2ème 

ligne, le recours à une monochimiothérapie (Doxorubicine liposomale) ou l’administration 

d’inhibiteurs des histones déacétylases (Vorinostat) est recommandée. La polychimiothérapie est 

réalisée seulement en dernier recours (Scarisbrick JJ et al. 2015 ; Trautinger F et al. 2017). 

Dans les stades érythrodermiques avec ou sans cellules circulantes, le traitement systémique est 

toujours proposé et notamment la PCEC surtout s’il y a un envahissement sanguin (Scarisbrick JJ et 

al. 2008 ; Knobler R et al. 2009). Elle est proposée seule ou en association avec un traitement 

systémique. Dans le cas où le traitement est un échec, dans les stades avancés, il y a possibilité 

d’inclure le patient dans un essai thérapeutique avec des thérapies ciblées utilisant notamment des 

anticorps monoclonaux.  

Malgré la présence de ces nombreux traitements, ils restent pour la plupart non curatifs, à l’exception 

de l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (de Masson A et al. 2014). Ils permettent 

seulement de réduire les symptômes de la maladie et d’améliorer la qualité de vie des patients d’où 

la présence d’un protocole avec des traitements successifs seuls ou associés. En effet, seule, la greffe 

de cellules souches hématopoïétiques allogéniques permet d’obtenir une rémission complète dans 

58% des cas. Néanmoins, elle n’est possible que chez les patients bons répondeurs et jeunes qui sont 

dans un stade avancé de la maladie (de Masson A et al. 2014).  

Les études se sont donc concentrées sur la caractérisation des cellules de LTCP afin d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques. Nous allons nous intéresser maintenant à ces caractérisations au sein 

du SS et du MF.  
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 Caractéristiques génétiques et phénotypiques  

1) Caractéristiques génétiques des cellules  

a. Altérations cytogénétiques et génétiques des cellules de Sézary 

Comme le montre plusieurs études utilisants des techniques de cytogénétique conventionnelle ou 

moléculaire et de séquençage haut débit whole genome sequencing, il y a une absence d’anomalies 

cytogénétiques et génétiques spécifiques et récurrentes dans les cellules de Sézary de patients. La 

diversité des anomalies génétiques en fonction des patients confirme l’hétérogénéité de la maladie 

(Chevret E et al. 2016 ; Laharanne E et al. 2010 ; Mao X et al. 2011 ; Prochazkova M et al. 2007 ; van 

Doorn R et al. 2009 ; Vermeer MH et al. 2008).  

Seules des mutations récurrentes sont présentes sur des gènes suppresseurs de tumeurs tels que la 

perte de TP53 présent sur le chromosome 17p dans 50% des cas de SS et des mutations de TP53 dans 

20-50% des cas (da Silva Almeida AC et al. 2015 ; Choi J et al. 2015 ; Gros A et al. 2017 ; Prasad A et 

al. 2016).  Ce gène suppresseur de tumeur code pour la protéine p53 qui a un rôle important dans 

l’oncogenèse et le maintien de l’intégrité cellulaire. Cette protéine est mutée dans de nombreux 

cancers. Une perte chromosomique dans le gène CDKN2A est également observée dans 40-50% des 

cas. Ces deux pertes peuvent permettre un échappement à la mort cellulaire ainsi qu’une 

augmentation de la prolifération cellulaire (Choi J et al. 2015 ; Iqbal J et al. 2019).  

 

De manière moins récurrentes, et non exhaustive, on trouve des anomalies impliquées dans la survie 

des cellules de LTCP, telles que la mutation de FAS, l’anomalie de gain sur le chromosome 8q et sur 

lequel se trouve le proto-oncogène MYC et les délétions sur le gène suppresseur de tumeurs PTEN 

(Mao X et al. 2002 ; Fischer TC et al. 2004 ; Prochazkova M et al. 2007 ; Lamprecht B et al. 2012 ; da 

Silva Almeida AC et al. 2015 ; Prasad A et al. 2016 ; Kiel MJ et al. 2015 ; Gros A et al. 2017). La perte 

de NFκB2 qui code pour la sous-unité inhibitrice de NFκB est retrouvée dans 10% des cas et elle 

induirait une activation constitutive de la voie non canonique du NF-κB (Kiel MJ et al. 2015 ; Choi J et 

al. 2015).   

 

Des mutations sur des gènes impliqués dans polarisation des LT peuvent être également détectées. 

C’est le cas des anomalies pertes de fonctions du facteur de transcription ZEB1, qui contribue à la 

polarisation Th2 des cellules T via la surexpression de GATA3, dans 21 % des cas (Choi J et al. 2015 ; 

Kiel MJ et al. 2015 ; Mishra A et al. 2016).  
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Comme vu précédemment, la présence d’un clone majoritaire par la détermination du 

réarrangement du TCR favorise le diagnostic SS (Scarisbrick JJ et al. 2018 ; van Dongen et al. 2003). 

Néanmoins, il peut y avoir des profils bi- et poly-clonaux. Wang L et al. ont montré avec une étude 

de RNAseq un réarrangement du TCRVβ mono-, bi- et polyclonal chez 56%, 22% et 22% des patients 

respectivement, et du TCRVα mono-, bi-, polyclonal chez 66%, 22% et 12% des patients, 

respectivement. L’analyse de l’expression des récepteurs Vβ et Vα des lymphocytes T a révélé un 

réarrangement continu des récepteurs après l’expansion d’un clone malin chez un tiers des sujets 

(Wang L et al. 2015). Des mutations modulant la signalisation du TCR peuvent également être 

retrouvées. C’est le cas des mutations du gène PLCG1 qui sont retrouvées dans 9% des SS (Wang L et 

al. 2015 ; Vaqué JP et al. 2014 ; Prasad A et al. 2016) et la mutation de CARD11 a également été 

rapportée dans 6% des cas (da Silva Almeida AC et al. 2015 ; Wang L et al. 2015 ; Kiel MJ et al. 2015 ; 

Prasad A et al. 2016). PLCG1, code pour la protéine phospholipase C γ 1 impliquée dans la signalisation 

en aval du TCR et CARD11 code pour une protéine appartenant à la famille des guanylates cyclases 

impliquée dans la signalisation du TCR également. Des mutations peuvent être observées sur le gène 

codant CD28 et parfois une fusion de CTLA4-CD28 est détectée, elle serait responsable d’une 

prolifération des cellules malignes (Sekulic A et al. 2015). 

D’autres mutations touchent des gènes impliqués dans l’expression des gènes et plus 

particulièrement la régulation épigénétique. C’est le cas de DNMT3A et de la mutation sur le gène 

TET2 retrouvée dans certains cas de SS. Ces deux gènes jouent un rôle dans la méthylation de l’ADN 

(da Silva Almeida AC et al. 2015 ; Choi J et al. 2015). 

Dans le cas du SS, les anomalies cytogénétiques et génétiques sont complexes et peuvent être 

hétérogènes entre les différents patients, mais également les différents sous-clones cellulaires d’un 

même patient. 

b. Profils d’expression génique des cellules de Sézary et de Mycosis 

Fongoïde 

Les techniques de séquençage nouvelle génération ont permis d’étudier les profils d’expression 

génique des cellules de LTCP en les comparant à ceux des lymphocytes normaux. Ces études ont mis 

en évidence, dans les cellules de Sézary de patients, l’augmentation d’expression de gènes impliqués 

dans la régulation du cycle cellulaire avec notamment l’augmentation de l’expression de TOX codant 

pour la protéine TOX, un facteur de transcription qui induit une diminution de l’expression des 

protéines inhibitrices du cycle cellulaire (Huang Y et al. 2015 ; Haider A et al. 2016 ; Dulmage BO et 

al. 2019 ; Litvinov IV et al 2017). 
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L’augmentation de gènes impliqués dans la signalisation du TCR, des cytokines et des chimiokines, a 

été rapportée. C’est le cas de RAC2, PRKCQ, HRAS ou bien des récepteurs aux chimiokines comme 

CCR4 et CCR8 ou IL2RG qui code pour la chaîne γ du récepteur à l’IL2 (Huang Y et al. 2015 ; Haider A 

et al. 2016 ; Dulmage BO et al. 2019).   

L’expression de certains gènes non-exprimés dans les LT non tumoraux peut également être mise en 

évidence, on retrouve par exemple KIR3DL2 (marqueur de cellules NK), TWIST et PLS3 (Michel L et al. 

2013 ; Boonk SE et al. 2016). 

D’autres études utilisant des méthodes de RNAseq et single cell RNAseq ont confirmé l’hétérogénéité 

des cellules de Sézary en montrant des profils transcriptomiques différents entre les patients 

(intertumorale) mais également au sein d’un même patient (intratumorale) et en fonction du 

compartiment tissulaire dont proviennent les cellules (Borcherding N et al. 2019 ; Rassek et al., 2020 ; 

Herrera A et al., 2021).  En effet, une étude de single cell a montré que les cellules T malignes de la 

peau présentent une expression plus élevée des gènes liés à l'état d'activation des cellules T et à la 

progression du cycle cellulaire par rapport aux cellules qui proviennent du sang (Herrera A et al., 

2021). Ces données sont confirmées par des données de PCR digitale et de variations de copies de 

gènes qui ont révélé un indice de prolifération plus élevé dans les cellules de Sézary dérivées de la 

peau par rapport au sang. Ce phénomène serait expliqué par une activation plus élevée de la voie 

mTOR dans les cellules de Sézary dérivés de la peau via le microenvironnement cutané tumoral 

(Cristofoletti C et al. 2019). 

Les microARN sont des ARN non codants impliqués dans des mécanismes épigénétiques essentiels 

au processus cellulaires (Phyo ZH et al. 2020). Le profil d’expression des microARN a été étudié dans 

différentes populations de LTCP. Il a été suggéré qu’une expression accrue de miR-213, miR-486 et 

miR-21 pourrait promouvoir la résistance apoptotique dans les lignées cellulaires LTCP (Narducci MG 

et al. 2011). Concernant le MF, plusieurs groupes ont identifié le miR-155 pour son rôle dans cette 

pathogenèse. Un lien de causalité a été établi par la suite entre la signalisation JAK/STAT et 

l’expression de miR-155 et son gène hôte BIC (B cell integration cluster), ce qui implique que 

STAT5/BIC/miR-155 pourrait être une cible thérapeutique. L’inhibition du miR-155 par le 

Cobomarsen (MRG-106), un oligonucléotide inhibiteur de miR-155, induit une diminution de 

l’expression de multiples voies géniques associées à la survie cellulaire, une diminution de la 

prolifération cellulaire et une activation de l’apoptose. Les inhibiteurs du miR-155 ont été évalués 

dans des essais cliniques de phase I (Seto AG et al. 2018 ; Phyo ZH et al. 2020). 
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2) Immunophénotypage des cellules de Sézary et de Mycosis 

Fongoïde 

Les études récentes de cytométrie en flux et d’immunohistochimie se sont focalisées sur la 

caractérisation immuno-phénotypique des cellules à l’origine de la maladie (Figure 18) afin de mieux 

comprendre les LTCP et de déterminer de nouveaux biomarqueurs et nouvelles cibles 

thérapeutiques. En effet, il n’existe pas de biomarqueurs spécifiques des cellules tumorales de MF et 

de SS (Cristofoletti C et al. 2019). Les cellules de Sézary sont des LT CD4+ qui sont caractérisées par 

la perte ou l’apparition de certains marqueurs lymphocytaires (Roelens M et al. 2017). 

 

Les cellules de Sézary peuvent perdre l’expression de certains marqueurs tels que CD7, CD26, CD52 

et du CD95 (Fas) (Olsen E et al. 2007 ; Kelemen K et al. 2008 ; Dereure O et al. 2000). Le CD7 est une 

glycoprotéine membranaire exprimée sur 85 à 90% des LT sanguins chez l’adulte sain, ainsi que sur 

les NK et les thymocytes. Elle serait impliquée dans l’initiation d’une cascade de signalisation de 

l’apoptose des cellules CD7+. Les cellules de Sézary pourraient ainsi échapper à cette mort cellulaire 

suite à la perte de ce marqueur (Rappl G et al. 2002). Concernant le CD26, c’est est une protéase 

membranaire présente sur les LT périphériques, les cellules endothéliales et épithéliales qui est 

impliquée dans la régulation immunitaire et la transduction du signal. Cette peptidase joue un rôle 

important dans la régulation de la migration des lymphocytes. Des recommandations sont également 

faites pour mesurer l’envahissement sanguin par les cellules de Sézary grâce à l’estimation des LT 

CD4+CD7- qui serait supérieur à 40% dans le SS. Ou bien l’estimation des LT CD4+CD26- qui serait 

supérieur à 30%. (Scarisbrick JJ et al. 2018).  

 

Les cellules de Sézary expriment également CXCR4, un chimiorécepteur à 7 domaines 

transmembranaires qui s’associe aux protéines G hétérodimères. L’expression de CXCR4 a été 

reportée dans 23 cancers épithéliaux, mésenchymateux et hématopoïétiques différents (Balkwill F. 

2004 ; Aronovich A et al. 2020 ; Andrique L et al.  2016 ; Passaro D et al. 2015 ; Ishida T et al. 2004 ; 

Kashyap MK et al. 2016 ; Sison EAR et al. 2015) et semble également être impliqué dans la migration 

et la survie des cellules cancéreuses. CXCR4 est fortement exprimé dans la peau des patients atteints 

de SS (Narducci MG et al. 2006).  

 

Les cellules de Sézary surexpriment le CD158k (KIR3DL2) (Bagot M et al. 2001 ; Ortonne N et al. 2006), 

contrairement aux cellules de MF à un stade précoce (Klemke CD et al. 2008 ; Poszepczynska-Guigne 

E et al. 2004 ; Bahler DW et al. 2008). Ce marqueur a été identifié comme étant le marqueur le plus 
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spécifique des cellules de SS. CD158k appartient à la famille des récepteurs KIRs, normalement 

exprimés par les lymphocytes NK. Il est retrouvé à la surface des cellules de Sézary et il permet 

notamment de distinguer une érythrodermie inflammatoire d’un SS (Ortonne N et al. 2008 ; Weschler 

J et al. 2003). Une étude a montré que la valeur absolue du nombre de cellules CD3+CD158k+ était 

plus sensible que la valeur absolue du nombre de cellules de Sézary détectée pour évaluer le nombre 

de cellules tumorales sanguines dans le SS (Bouaziz JD et al. 2010 ; Roelens M et al. 2017).  

 

Dans un premier temps (Figure 18), il a été suggéré grâce à des études de cytométrie en flux que les 

cellules de Sézary de patients avaient un phénotype LTCM avec un profil phénotypique CCR7+L-

sélectine+CCR4-CLA+/-. Ce phénotype permettrait aux LT de circuler dans le sang afin d’atteindre les 

ganglions lymphatiques tout en gardant la capacité d’un adressage cutané. Au contraire, les cellules 

de MF auraient un phénotype de LTRM avec un profil phénotypique CCR7-L-sélectine-CCR4+CLA+ 

(Campbell JJ et al. 2010 ; Clark RA et al. 2012 ; Hristov AC et al. 2019). Ces deux populations seraient 

donc différentes phénotypiquement grâce à l’expression d’une combinaison différente de 

chimiorécepteurs et de molécules d’adhésion exprimées à leur surface leur conférant des propriétés 

d’adressage distinctes (Willemze R et al. 2019 ; Scarisbrick JJ et al. 2018). 

 

Figure 18 : Aspect pathologique et phénotypique du MF et du SS (d’après Campbell JJ et al. 2010 ; 

Clark RA et al. 2012 ; Hristov AC et al. 2019 ; Moins-Teisserenc H et al. 2015, Islam SA et al. 2012) 
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Les mécanismes moléculaires responsables du tropisme cutané des cellules tumorales de LTCP 

semblent être similaires aux mécanismes utilisés par les LT normaux, en situation inflammatoire. Les 

études descriptives ont montré que les LT cutanés expriment à leur surface une combinaison de 

molécules, dont les chimiorécepteurs tels que le CLA, CCR4 et CCR10 qui permettrait un adressage 

cutané (Campbell JJ et al. 2010 ; Kamarashev et al. 1998). L’expression du chimiorécepteur CCR7 et 

de la molécule d’adhésion L-sélectine permet un adressage ganglionnaire, ainsi leur perte dans les 

cellules de MF ayant un profil LTRM induirait une localisation cutanée. A contrario, l’expression de 

CCR7, L-sélectine et la perte de CCR4 induirait un phénotype de cellules circulantes.  

Cependant cette caractérisation a été remise en cause par des études de cytométrie plus récentes 

qui ont montré que le phénotype des cellules de Sézary est hétérogène entre les patients et au sein 

même d’un échantillon. En effet, les cellules au sein d’un même échantillon ont des caractéristiques 

de différentes populations LTRM, LTEM, LTCM ou cellules naïves (Roelens M et al. 2017 ; Horna P et al. 

2019, 2020). Dernièrement des études utilisant des techniques plus sophistiquées avec des panels 

d’anticorps allant jusqu’à 27 marqueurs, ont montré une hétérogénéité inter- et intra-individuelle 

des cellules de Sézary (Borcherding N et al. 2019 ; Najidh S et al. 2021). La diversité du phénotype des 

cellules de Sézary peut refléter soit la plasticité ou soit l’hétérogénéité. Les modèles de SS récemment 

développés dans l’équipe ont permis de confirmer cette hétérogénéité inter-individuelle des patients 

SS et de mettre en évidence une hétérogénéité intra-individuelle restreinte. Ils ont également permis 

de mettre en évidence que des sous-clones possédant le même réarrangement du gène du TCR 

peuvent évoluer indépendamment selon les conditions de culture et/ou après xénogreffes. Cette 

sélection clonale est donc associée à une plasticité immunophénotypique et à une évolution 

génomique limitées in vitro et in vivo (Poglio S et al. 2021).  

 

 Caractéristiques des cellules tumorales de SS et de MF et de 

leur microenvironnement 

1) Evolution du phénotype des cellules tumorales 

Dans les stades de patch du MF, les cellules de LTCP ont un phénotype de LT CD4+ Th1 et sont 

caractérisées par la surexpression d’un activateur de la transcription, STAT4, alors que le facteur de 

transcription GATA3, impliqué dans la réponse Th2, est sous-exprimé. Dans les stades plus tardifs, la 

balance s’inverse avec une augmentation des marqueurs Th2 accompagnée d’un excès de production 

de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10). Il y a également une diminution de l’épidermotropisme 
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dans les biopsies cutanées de formes avancées de MF-E et SS (Figure 19) (Chong BF et al. 2008 ; Kim 

EJ et al. 2005).  

2) Evolution du microenvironnement tumoral 

Au cours de l’évolution de la maladie, une accumulation de cellules T CD4+ atypiques est observée. 

Ce phénomène pourrait notamment être expliqué par la perte de CD26. En effet, en sachant que le 

Stroma cell-Derived Factor 1 (SDF-1), aussi connu sous le nom de CXCL12, est capable de se lier à 

CXCR4 et CXCR7 et est impliqué dans la migration des cellules de Sézary. La perte de CD26, une 

protéase capable de rendre inactif par clivage SDF-1 renforce l’adressage cutanée (Spender LC et al. 

2016 ; Narducci MG et al. 2006). La signalisation de l’axe CXCR4/SDF-1 joue également un rôle dans 

l’adhésion des cellules T et l’expression des gènes impliqués dans la régulation de la progression du 

cycle cellulaire et de l’apoptose (Suzuki Y et al.  2001 ; Kremer KN et al.  2003). Dans le MF, il a été 

montré que les cancer-associated-fibroblasts (CAF) expriment plus fortement le CXCL12 par 

comparaison aux fibroblastes de sujets sains. Dans ce contexte, l’axe CXCL12/CXCR4 joue un rôle dans 

l’adressage cutané des cellules tumorales mais également dans l’établissement d’une niche 

chimioprotectrice pour les cellules qui surexpriment CXCR4 (Aronovich A et al. 2020). 

Dans les lésions cutanées au début de la maladie, la présence de LT CD8 sécrétant de l’IFN-γ est 

détectée. En revanche, dans les stades avancés, l’expansion des cellules tumorales induit une 

diminution des populations lymphocytaires normales et en particulier des LT CD8+ activés et des 

lymphocytes NK CD56+ (Lee BN et al. 1999 ; Bouaziz JD et al. 2005), mais également des CD (Wysocka 

M et al. 2002) dans la peau des patients. Ce phénomène serait dû à la production chronique de 

cytokines de type Th2 par les cellules tumorales. En effet, l’IL-4 va induire une diminution de la 

réponse Th1, l’IL-5 va induire une éosinophilie alors que la production d’IL-10 va être responsable de 

la diminution de la réponse Th1 également mais aussi des CD. Cette production de cytokines Th2 

semble être le mécanisme par lequel les cellules tumorales échappent à la réponse immunitaire anti-

tumorale. Ces changements peuvent être à l’origine d’une immunodéficience chez le patient qui sont 

souvent la cause d’infections opportunistes (Echchakir H et al. 2000) mais également de la baisse de 

la production de certaines cytokines : IFN-α, IFN- γ et IL-12. La diminution de macrophages et des CD 

entraîne une diminution de la sécrétion d’IL-12, une cytokine impliquée dans l’activation des cellules 

T cytotoxiques. L’IL-12 joue également un rôle dans la production d’IL-15 et IL-18 qui eux stimulent 

la production d’IFN-γ et donc la réponse Th1 (Vowels BR et al. 1992). Il y a donc une diminution de 

l‘apoptose et une accumulation dans la peau des LT atypiques clonaux (Figure 19) (Kim EJ et al. 2005).  
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Comme vu précédemment dans la partie sur l’immunité cutanée, on trouve dans le derme des 

cellules immunitaires mais également des fibroblastes. Ces cellules sont dispersées dans une MEC 

composée de substance fondamentale et de fibres de collagène principalement de type I puis V, de 

fibres de réticuline (collagène de type III) et de fibres élastiques. La substance fondamentale est un 

MF 

 
MF-T 

 
MF-E 

 
SS 

 
SS-T 

 

Figure 19 : Etat du microenvironnement cutané au cours de la progression du MF/SS. 

(A) Peau normale montrant les cellules résidentes de l’épiderme et l’adressage cutané des cellules T dans le 

derme et la circulation. (B) MF en patches et plaques : les cellules T CD4+ malignes migrent vers l’épiderme et 

se positionnent autour des cellules de Langerhans. (C) MF en stade de tumeur : la tumeur se situe dans le 

derme et les tissus sous-cutanés et est constitué de cellules T malignes et avec une diminution de la présence 

de lymphocytes T CD8+ (D) MF en stade érythrodermique et SS : les cellules malignes circulantes sont 

détectables au niveau sanguin et produisent des cytokines de type Th2 qui affectent le nombre et la fonction 

des cellules CD8+, des cellules NK et des CD (ou DCs) et donc la réponse immunitaire (Kim EJ et al. 2005). 
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gel hydrophile composé de protéoglycanes, de glycosaminoglycanes (polysaccharides), d’acide 

hyaluronique et de protéines d’adhérence. Dans le microenvironnement cellulaire cutané non 

tumoral, les fibroblastes ont également leur importance. Ils synthétisent tous les éléments de la MEC 

(substances fondamentales et fibres) et certaines enzymes capables de la dégrader, ce sont les 

métalloprotéases (MMP). Les fibroblastes jouent ainsi un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité 

du tissu conjonctif mais également dans la mobilité des cellules immunitaires dans le tissu lésé et lors 

de l’inflammation (Driskell RR et al. 2015 ; Thulabandu V et al. 2018 ; Fane M et al. 2020).  Ils ont aussi 

un rôle dans l’homéostasie cellulaire et microenvironnementale par la sécrétion de facteurs solubles 

(cytokines, chimiokines, facteurs de croissance et autres protéines de signalisation). Dans les tissus 

jeunes et sains, ces fibroblastes fournissent un sécrétome très restrictif pour les cellules pré-malignes 

en acquérant un phénotype associé à la sénescence de courte durée avec un profil sécrétoire 

particulier appelé senescence-associated secretory phenotype (SASP) (Coppé JP et al. 2010 ; Campisi 

J et al. 2014 ; He S et al. 2017). Ce sécrétome est constitué d’environ 75 facteurs solubles définis (IL-

6, IL-8, IL-10…) qui permettent le recrutement de cellules immunitaires afin de former des infiltrats 

immunitaires pour éliminer les cellules apoptotiques, sénescentes et malignes. Les fibroblastes SASP 

sont éliminés rapidement après avoir alerté le système immunitaire et aider la réponse immunitaire. 

Les patients atteints de LTCP sont en général âgés, le vieillissement du microenvironnement cutané 

pourrait donc avoir un rôle dans la progression tumorale. En effet, lors du vieillissement, il y a une 

altération biophysique de la MEC, des changements dans les facteurs sécrétés et dans la composition 

des cellules immunitaires. Les changements de composition de la MEC entraînent une perte de 

l’intégrité et induisent une augmentation de la rigidité du tissu ainsi qu’une modification des 

propriétés mécaniques de la MEC. En effet, il y a une diminution de la densité de collagène, de la 

surface et de l’épaisseur des fibres. Plus précisément, la diminution, liée à l’âge, de la sécrétion par 

les fibroblastes de protéine intervenant dans le remodelage de la MEC : ECM remodelling protein 

hyaluronan et proteoglycan link protein 1 (HAPLN1) entraîne un relâchement et la dégradation du 

réseau d’acide hyaluronique et donc une diminution de la réticulation et de la densité du collagène 

(Diridollou S et al. 2001 ; Fisher GJ et al. 2002 ; Lee HO et al. 2011 ; Marcos-Garcés V et al. 2014). La 

diminution d’acide hyaluronique est associée à une augmentation de la tumorigenèse dans les tissus 

riches en acide hyaluronique comme la peau. Ces phénomènes favorisent l’invasion et la progression 

des cellules tumorales (Karjalainen JM et al. 2000). 

Lors du vieillissement, le taux de renouvellement des fibroblastes sains non SASP diminue 

considérablement. Le microenvironnement tissulaire vieillit, les fibroblastes SASP s’accumulent et les 
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infiltrats immunitaires sont plus immunosuppresseurs en comparaison à un microenvironnement 

plus jeune. Les fibroblastes SASP sécrètent des facteurs qui favorisent l’accumulation de cellules 

immunosuppressives comme les myeloid-derived suppressor cells (MDSC), les cellules T régulatrices 

et les macrophages M2 immunosuppresseurs. La sécrétion par les fibroblastes SASP de MMP et les 

LT effecteurs, NK, macrophages et CD qui ont une activité cytotoxique diminuée participe également 

à la formation d’un microenvironnement chronique qui deviendrait plus permissif pour l’invasion et 

la progression des cellules tumorales. Tous ces facteurs augmentent le risque de tumorigenèse (Fane 

M et al. 2020). 

Afin de mieux comprendre ces pathologies notre équipe à développer des modèles de LTCP. Mais 

avant cela, je ferai un rappel des modèles d’étude des LTCP.  

 

 Modèles d’étude in vitro et in vivo 

1) Les modèles utilisant des cellules murines ou murins 

transgéniques 

Afin d’étudier les LTCP, des modèles murins existent tels que l’injection des cellules de lymphome T 

murin MBL-2 dans la peau de l’oreille de souris immunodéficientes SCID/Beige ou de souris 

immunocompétentes C57BL/6 mais avec une inoculation peptidique inflammatoire dans les oreilles. 

Ce type de modèle induit le développement d’un lymphome localement in vivo (Wu X et al. 2011).  

Plus récemment, un modèle murin de souris transgéniques IL-15 a été également développé. Ce 

modèle induisant la surexpression de l’IL-15 in vivo a permis de reproduire certaines caractéristiques 

de LTCP telles que les plaques érythémateuses squameuses, les ulcérations, le prurit sévère dans les 

4 à 6 semaines qui suivent la naissance. Ce modèle a pu également montrer que l’utilisation 

d’inhibiteurs des histones déacétylases (iHDAC) diminue cette progression (Mishra A et al. 2016) 

2) Les modèles utilisant des cellules humaines 

Concernant les modèles humains, peu de lignées SS sont disponibles. On retrouve 3 lignées 

principales : les lignées Sez/SZ4, HUT78/H9 et SeAX (Abrams JT et al. 1991 ; Mann DL et al. 1989 ; 

Kaltoft K et al. 1987). En revanche, il n’y a aucune lignée provenant de stade précoce MF, une seule 

lignée de MF-T (My-La) est disponible (Kaltoft K et al. 1992). Comme vu précédemment, de 

nombreuses études ont montré une hétérogénéité des cellules de LTCP, ainsi ces lignées ne 

représentent pas l'hétérogénéité interindividuelle et les différents stades de la maladie. 
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De plus, l’utilisation de modèles de xénogreffes sur des souris immunodéficientes n’ont pas permis 

d’obtenir à la fois des atteintes cutanées et à la fois des atteintes sanguines telles qu’observées dans 

le SS. On trouve par exemple l’injection de cellules de la lignée My-La en sous-cutanée dans des souris 

Nude (Krejsgaard T et al. 2010) ou l’injection de cellules HUT78 en sous cutanée dans des souris CB-

17 SCID beige (Doebbeling U, 2010) qui a permis l’obtention d’une atteinte cutanée mais avec un 

faible taux de greffe. Le modèle de xénogreffe utilisant l’injection de cellules SeAX et HUT78 en intra-

hépatique sur des nouveau-nés de souris RAG2(-/-) γc(-/-) développe une atteinte sanguine et une 

dissémination dans les ganglions lymphatiques, le foie, la rate et le thymus. Malgré cela, il possède 

des inconvénients tels que le jeune âge des souris injectées ou l’absence de cellules au niveau cutané 

avec les cellules SeAx ou encore la mort des souris induites en raison de la croissance massive de 

tumeurs internes avec les cellules HUT78 (van der Fits L et al. 2012)  

Notre équipe a par la suite développé un premier modèle plus robuste et reproductible d’injection 

intrahépatique dans des souris immunodéficientes NOD.Cg-Prkdc(scid)Il2rg(tm1Wjll)/SzJ (NSG) 

adultes de plusieurs lignées de LTCP permettant à la fois une greffe hépatique pour 80% des lignées 

cellulaires et une dissémination dans plusieurs organes tels que la rate et les reins, mais sans 

infiltration cutanée. Ce modèle a permis de générer des greffes avec des lignées de LTCP provenant 

de stades agressifs : My-La, HUT78, HH, MAC2A et MAC2B et indolents avec FE-PD et MAC1 (Andrique 

L et al. 2016).  

Concernant les modèles de Patient-Derived Xenograft (PDX), seulement deux équipes ont obtenu des 

greffes avec des cellules de SS avec une migration dans la peau et un épidermotropisme après une 

injection intraveineuse des cellules de Sézary (Townsend EC et al. 2016 ; Wu CH et al. 2021). 

Plus récemment, notre équipe a mis en place des méthodes de cultures in vitro standard avec les 

cellules de LTCP dérivant de patients qui impliquent l’ajout de différentes cytokines connues pour 

activer les LT telles que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-7 et l’IL-15, un agent mitogène non spécifique tel que la 

phytohemagglutinin (PHA) et avec ou sans cellules stromales. La mise au point de ces 6 conditions de 

culture in vitro et le développement de modèle PDX de greffe primaire (par injection intra-fémorale) 

et secondaire (par voie percutanée) dans des souris immunodéficientes NSG a permis d’obtenir une 

expansion à long terme des cellules de Sézary provenant de cellules fraîches de patients. Huit 

nouvelles lignées de SS correspondant à plusieurs étapes de différenciation ont été établies. Le 

modèle de PDX secondaire par voie percutanée a permis d’obtenir une tumorigenèse locale avec une 

infiltration cutanée ainsi qu’un épidermotropisme et une dissémination sanguine (Poglio S et al. 

2021).  
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III) Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen (CLA) 

En se basant sur la caractérisation des cellules de SS et de MF, nous avons pu voir qu’elles expriment 

CLA. Des résultats préliminaires avaient montré que dans le modèle de xénogreffe développé au 

laboratoire (Andrique L et al. 2016) et par comparaison aux autres lignées de LTCP, la lignée de MF-T 

My-La est celle qui présente la prise de greffe la plus rapide (2 semaines). Cette lignée est la seule 

exprimant CLA, suggérant un rôle potentiel de CLA dans la survie, la prolifération et/ou la 

dissémination des cellules de LTCP. Nous nous sommes donc intéressés à cette molécule qui pourrait 

être une potentielle cible thérapeutique.  

 

 Molécules de la famille des P-selectin glycoprotein ligand-1 

1) P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) 

CLA est une forme spécialisée de la protéine P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), aussi appelée 

CD162, une glycoprotéine mucine-like transmembranaire de type I exprimée par les cellules 

myéloïdes et les lymphocytes (Frenette PS et al. 2000 ; da Costa Martins P et al. 2007). Elles sont 

codées par un gène unique, SELPLG (ENSG00000110876), situé sur le chromosome 12. Il existe 3 

isoformes produit par épissage alternatif : SELPLG-203, -201 et -202. La séquence 203 code pour 

l’isoforme 1 et la forme canonique. Elle permet la production d’une protéine de 412 acides aminés 

(aa). La séquence 201 code pour l’isoforme 2 de 428 aa et la séquence 3 correspond à un isoforme 

potentiel de 402 aa. L’isoforme 1 diffère de l’isoforme 2 au niveau du 5’ UTR. En effet, il manque une 

partie de la région 5’ et l’initiation de la traduction se fait en aval par rapport à l’isoforme 2. L’isoforme 

1 a donc une partie N-terminale plus courte (Veldman GM et al. 1995).  

 

PSGL-1 interagit avec la P-sélectine, une molécule d’adhésion membranaire. En revanche, elle a une 

faible affinité pour la E et L-sélectine. On retrouve trois types de sélectine : la P-sélectine qui est 

exprimée sur les plaquettes et les cellules endothéliales activées, la L-sélectine qui est retrouvée sur 

les leucocytes et la E-sélectine qui est exprimée par les cellules endothéliales activées. Ce sont des 

glycoprotéines capables de se lier aux glycanes qui sont des polysaccharides (Barbaux S et al. 2010). 

Les sélectines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires inductibles de type I 

dépendantes du calcium. Ils partagent une topologie similaire, ils sont composée d’une courte queue 

cytoplasmique de longueur variable en fonction de la sélectine, d’un seul domaine transmembranaire 

et d’un large domaine extracellulaire composé d’un domaine de type lectine en N-terminal, d’un 
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domaine de type epidermal growth factor (EGF) et d’un nombre variable de séquences répétées 

(CRs). La fonction et la spécificité de chaque sélectine par rapport à un ligand particulier semblent 

être régulées principalement par trois paramètres physicochimiques : la longueur des CR de la 

sélectine, la structure unique du domaine de type lectine en N-terminale de la sélectine qui va 

reconnaître le motif oligosaccharidique présent sur le ligand et la modification glucidique post-

traductionnelle particulière présente sur le ligand. Les résidus du domaine du EGF sont impliqués 

dans la spécificité et la liaison à la sélectine (Barthel SR et al. 2007).  

 

PSGL-1 a d’abord été identifié comme un acteur de la migration cellulaire et plus particulièrement 

dans le recrutement des cellules immunitaires, comme les neutrophiles, les 

macrophages/monocytes, les lymphocytes B, les CD et les LT, au sein des sites inflammatoires grâce 

à son interaction avec les sélectines (Ley K et al. 2004 ; Nuñez-Andrade N et al. 2011). De manière 

non exhaustive, il a été démontré que PSGL-1 joue un rôle dans la prolifération des cellules souches 

hématopoïétiques, dans l’activation des monocytes/macrophages et dans l’inhibition de la réponse 

immune en favorisant l’expression d’IL-10 et TGF-β par les CD et donc la polarisation des LT en LT 

régulateurs (Lévesque JP et al. 1999 ; Urzainqui A et al. 2007 ; Tinoco R et al. 2017). PSGL-1 fonctionne 

également comme un récepteur transmembranaire de signalisation cellulaire et régule négativement 

la fonction des LT (Figure 20). En effet, l’engagement de PSGL-1 induit une inhibition de la 

signalisation du TCR via l’inactivation des voies ERK et AKT (Tinoco R et al. 2016 ; Tinoco R et al. 2017). 

De manière intéressante, une étude sur un modèle murin in vitro a révélé que l’engagement du PSGL-

1 avec un anticorps anti-PSGL-1, TAB4, peut déclencher un signal de mort dans les LT activés dont 

l’initiation serait indépendante des caspases et qui impliquerait la translocation du apoptosis inducing 

factor (AIF) des mitochondries au noyau et la libération de cytochrome c mitochondrial (Chen SC et 

al. 2004).  



  

59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour rappel, deux voies générales sont impliquées dans la signalisation apoptotique : la voie 

extrinsèque et la voie intrinsèque (Figure 21). De manière simplifiée, la voie extrinsèque est initiée 

par l’activation des récepteurs de mort de la famille des récepteurs du TNF contenant des domaines 

de mort cytoplasmique (DD, Death domain). Cette activation suite à la liaison des ligands 

extracellulaires (CD95L, TNF, TRAIL) induit la trimérisation du récepteur et l’apoptose de la cellule. La 

voie intrinsèque ou mitochondriale déclenche l’apoptose suite à la libération de cytochrome c par les 

mitochondries en réponse au stress ou à des stimulus comme l’absence de nutriments ou le manque 

de facteurs de croissance nécessaires à la survie mais également en réponse à l’exposition aux rayons 

UV ou à la chimiothérapie. Dans ces deux voies l’activation de caspase est observée. Les caspases 

sont synthétisées sous forme inactives (pro-caspases) et sont activées par clivage par d’autres 

caspases. On retrouve deux types de caspases : les caspases initiatrices et les caspases effectrices. 

Les caspases initiatrices clivent et activent les autres caspases, c’est le cas de la caspase 8 pour la voie 

extrinsèque et la caspase 9 pour la voie intrinsèque. Les caspases effectrices induisent la mort 

Figure 20 : PSGL-1 est un checkpoint inhibiteur qui facilite l’exhaustion des LT 

La stimulation des LT par des antigènes tumoraux ou viraux tout en engageant PSGL-1 conduit à une 

signalisation TCR atténuée par déphosphorylation de ERK et AKT. Les LT dysfonctionnels présentent une perte 

de production de cytokines, une survie réduite et une régulation à la hausse des récepteurs inhibiteurs qui 

favorisent leur exhaustion (Tinoco R et al. 2017). 
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cellulaire en clivant des protéines indispensables à l’intégrité cellulaire, comme les caspases 3, 6 et 7 

que l’on trouve dans les deux voies (Bouillet P et al. 2009 ; Cuda CM et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Voie extrinsèque et intrinsèque menant à l’apoptose. 

Dans la voie extrinsèque, l’engagement du récepteur de mort CD95 par le ligand CD95 (CD95L) conduit à 

l’activation de la caspase 8 par la protéine adaptatrice FADD (FAS-associated death domain) et à la formation 

du death-inducing signalling complex (DISC) par le biais d’interactions de domaine homologues. La caspase 8 

active clive et active la caspase 3, 6 et 7, qui eux ciblent les substrats cellulaires vitaux et induisent la mort 

cellulaire. Dans la voie intrinsèque (ou B cell lymphoma 2 (BCL-2)-regulated), les signaux de stress externes tels 

que l’absence de facteur de croissance, l’exposition à des substances cytotoxiques ou aux radiations entraînent 

l’activation des protéines telles que le BCL-2-interacting mediator of cell death  (BIM), qui à leur tour activent 

la BCL-2-associated X protein  (BAX) et BCL-2 antagonist/killer (BAK) soit directement (ligne pointillée) soit 

indirectement (ligne continue) en interagissant avec les membres pro-survie de la famille BCL-2, comme BCL-

2. L’oligomérisation de protéines telles que BAX et BAK provoque la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe, la libération du cytochrome c et l’activation de la caspase 9 initiatrice dans 

l’apoptosome. La caspase 9 active alors la caspase 3, 6 et 7 ce qui entraîne la mort cellulaire. Le clivage de 

BH3-only protein BH3-interacting-domain death agonist (BID) par la caspase 8 après induction de CD95 relie 

les deux voies dans certains types de cellules (par exemple, dans les hépatocytes). APAF1, apoptotic protease-

activating factor 1; cFLIP, cellular FLICE-like inhibitory protein; tBID, BID tronqué (Bouillet P et al. 2009) 
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2) Modifications post-traductionnelles  

PSGL-1 est une glycoprotéine de 120 kDa de type mucine dimérique qui fonctionne de manière 

calcium dépendante. Chaque sous-unité de PSGL-1 contient 70 résidus Ser et Thr dans le domaine 

extracellulaire qui sont des sites potentiels pour l’O-glycosylation et 3 sites potentiels pour la N-

glycosylation. Cette glycoprotéine contient également un domaine de reconnaissance des glucides 

de type C à son extrémité N-terminale avec trois sites de sulfatation de tyrosine prévus aux résidus 

46, 48 et 51 qui se situent dans une séquence flanquée de résidus acides (Figure 22). 

 

Pour fonctionner comme un ligand des sélectines, PSGL-1 nécessite de nombreuses modifications 

post-traductionnelles telles que des sulfatations de tyrosine et l’ajout de sialyl Lewis x tétrasaccharide 

(sLex) aux O-glycanes. La sulfatation sur la tyrosine 51 de PSGL-1 est la plus importante pour la liaison 

à la L-sélectine alors que celle sur la tyrosine 48 est nécessaire pour la liaison à la P-sélectine. En 

revanche, PSGL-1 ne peut se lier à la E-sélectine car ceci nécessite l’ajout de plus d’épitopes sLex 

(Cummings RD 1999 ; Snapp KR et al. 2001 ; Rodgers SD et al. 2001 ; Bernimoulin MP et al. 2003).  

 

 

Figure 22 : Structure de PSGL-1. 

PSGL-1 est exprimé à la surface des cellules sous la 

forme d’un homodimère lié par un pont disulfure. La 

protéine contient des domaines extracellulaires, 

transmembranaires et cytoplasmiques. Le domaine 

extracellulaire contient des sites de ramification qui 

permettent une glycosylation liée à l’O et à l’N et des 

sites terminaux où d’autres modifications post-

traductionnelles sont possibles. Les cellules 

myéloïdes expriment de manière constitutive les 

enzymes qui induisent la liaison aux sélectines, tandis 

que les LT induisent ces enzymes lors de l’activation 

des lymphocytes T. Abréviations : GalNAc, N-

acétylgalactosamine ; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; 

slex, sialyl Lewis x. (Tinoco R et al. 2017) 
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CLA partage une séquence et un corps protéique commun avec PSGL-1. En effet, il a été découvert 

que le CLA est un glycovariant inductible de PSGL-1. Le CLA est défini par sa réactivité avec un 

anticorps monoclonal unique, HECA-452, et son activité en tant que ligand de la E-sélectine. Les 

cellules exprimant PSGL-1 mais pas CLA ne sont pas capables de lier la E-sélectine à l’inverse des 

cellules qui co-expriment PSGL-1 et CLA (Fuhlbrigge RC et al. 1997). CLA est induit suite à une 

modification post-traductionnelle qui permet l’ajout de sLex (Figure 23). Cette glycosylation post-

traductionnelle de PSGL-1 serait médiée, dans les cellules myéloïdes, par des glycosyltransférases ST3 

β-galactoside α-2,3-sialyltransférase -3, - 4 et -6 (ST3-Gal-3, -4 et -6), et principalement ST3Gal-4. En 

effet, une étude a permis de mettre en évidence, grâce à l’inactivation des gènes codant pour ces 

enzymes en utilisant des shARN ou la stratégie CRISPR/Cas9, le rôle principal de ST3Gal-4 dans la 

Figure 23 : CLA est un glycovariant de la glycoprotéine P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1). 

 A) PSGL-1, présent à la surface des LT se lie à la P-sélectine, qui est surexprimée sur les cellules endothéliales 

en cas d’inflammation. La liaison de PSGL-1 à la P-sélectine aide à initier le roulement des leucocytes. B) En 

revanche, PSGL-1 ne se lie pas à la E-sélectine qui est présente sur les cellules endothéliales de la peau. C) Les 

LT de la peau régulent à la hausse le nombre de fractions sialyl Lewis s (sLex) sur PSGL-1, lui conférant la capacité 

de se lier à la E-sélectine. Ce glycovariant, sous forme monomérique, capable de se lier à la E-sélectine décoré 

de sLex de PSGL-1 est appelée CLA (Maverakis E et al. 2015). 
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régulation de CLA en montrant une réduction de 80% de l’expression de l’épitope HECA-452 à la 

surface cellulaire lorsque ST3Gal-4 été inhibé par rapport à 35% avec ST3Gal-3 et contrairement à 

ST3Gal-6 qui a montré une augmentation de 2-fold de cet épitope. L’inhibition de ST3Gal-4 a induit 

une perte presque complète de l’épitope sLex sur les N- et O-glycanes des leucocytes et une réduction 

de leur adhésion avec toutes les sélectines. Ainsi, ST3Gal-4 permet le transfert d’acide sialique sur les 

structures N-Acetyllactosamine de type II (Galβ1,4GlcNAc) afin que des fucosyltransférases agissent 

sur la lactosamide sialylée pour générer l’antigène sLex. L’ajout de sLex permet la maturation de CLA 

et ainsi son interaction avec la E-sélectine (Figure 24) (Mondal N et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen (CLA) 

CLA est exprimé par les cellules immunitaires et plus particulièrement la vaste majorité des cellules 

T mémoires de la peau des sujets sains ou des lymphocytes infiltrant les sites d’inflammation cutanés 

(Ni Z et al. 2009 ; Berg EL et al. 1991 ; Santamaria LF et al. 1995 ; Fuhlbrigge RC et al. 1997 ; 

D’Ambrosio D et al. 2000 ; Sernicola A et al. 2020). Chez des sujets en bonne santé, le CLA est absent 

à la surface des LT naïfs mais exprimés dans 10-25% des LT mémoires circulantes (CD45RO+) (Berg 

EL et al. 1991 ; Fuhlbrigge RC et al. 1997 ; Clark RA 2010 ; Sernicola A et al. 2020).  

Figure 24 : Biosynthèse des sLeX 

Trois α(2,3)sialyltransférases, ST3Gal-3, -4 et -6, agissent sur le substrat de 

N-acétyllactosamine de type II pour ajouter l’acide sialique terminal. 

α(1,3)fucosyltransférases agissent sur la lactosamine sialylée résultante 

pour former l’antigène sLeX. (Mondal N et al. 2015). 
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C’est une molécule également exprimée à la surface d’une petite proportion de cellules B mémoires, 

des NK, des granulocytes, des neutrophiles, des CD du sang et monocytes ou encore des cellules de 

Langerhans de la peau (Kieffer JD et al. 2001 ; Tsuchiyama J et al. 2002 ; Chang S-E et al. 2003 ; 

Yoshino T et al. 1999 ; Armerding D et al. 2001) jouant ainsi un rôle dans leur adressage cutané 

(Kantele A et al. 2003) 

 

4) Rolling des lymphocytes T : rôle de l’interaction CLA/E-

sélectine 

L’extravasation ou diapédèse est le mécanisme qui permet le recrutement des cellules dans les sites 

inflammatoires (Sernicola et al. 2020). Les cellules circulantes sont attirées par un gradient de 

chimiokines inflammatoires sécrétées par les cellules résidentes dans le tissu lésé. Pour qu’un 

leucocyte circulant gagne un tissu, il doit d’abord ralentir et rouler le long de la surface 

endothéliale. Le roulement des leucocytes est permis par les sélectines qui vont initier l’adhérence 

transitoire et réversible des leucocytes sur la paroi interne des vaisseaux sanguins. Par exemple, la 

molécule CLA médie la migration des lymphocytes vers la peau grâce à son interaction avec la E-

sélectine exprimée par les cellules endothéliales présentent dans les veinules post-capillaires du 

derme activées par des cytokines pro-inflammatoires (Figure 25). Des agents pro-inflammatoires tels 

que les lipopolysaccharides, l’IL2, le TNF-α, l’IL1β et autres peuvent augmenter cette expression (Berg 

EL et al. 1991 ; Fuhlbrigge RC et al. 1997 ; Woodland DL et al. 2009). L’interaction E-sélectine/CLA est 

calcium dépendante et tient sa spécificité grâce aux motifs sLex (Ni Z et al. 2007). Elle permet 

l’initiation de la phase de roulement de l’extravasation des leucocytes, de la circulation à la peau et 

donc de la migration trans-endothéliale. Ce phénomène de roulement est possible grâce à une 

association et dissociation rapide d'interactions entre les molécules de sélectine et leur ligand 

(Kaplanski G et al. 1994). Les sélectines permettent un attachement faible des LT afin de les exposer 

aux chimiokines et autres stimulus (Etzioni A, 1996 ; Kishimoto TK et al. 1994) permettant ainsi 

l’activation rapide des intégrines, dont le LFA-1 à la surface des LT. Cela induit une adhésion forte et 

stable suite à l’ancrage aux molécules apparentées aux immunoglobulines, telle que ICAM-1 

exprimée à la surface des cellules endothéliales de la peau. La transmigration des leucocytes à travers 

les cellules endothéliales ou diapédèse peut alors avoir lieu (Figure 25) (Etzioni A, 1996 ; Thelen M et 

al. 2008 ; Alon R et al. 2008). 
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 Rôle de CLA dans les pathologies cutanées  

1) Dans les pathologies inflammatoires cutanées 

La quantité de LT CLA+ circulantes dans le sang est corrélée au microenvironnement immunitaire 

cutané (Sernicola et al. 2020). Ainsi, le CLA pourrait être considéré comme un biomarqueur 

périphérique de l’activation immunitaire cutanée dans des pathologies cutanées inflammatoires 

telles que le psoriasis (Czarnowicki T et al. 2015a ; Sernicola et al. 2020 ; de Jesús-Gil C et al. 2021) et 

Figure 25 : L’adressage cutané des LT CLA+. 

1. Le CLA est absent sur les LT naïfs et est exprimé après une transition naïve-mémoire. 2. L’extravasation des 

vaisseaux sanguins vers la peau des LT mémoires dépend d’un processus complexe de roulement et d’adhésion. 

La phase de roulement est médiée par l’interaction du CLA (LT) avec la E-sélectine (cellules endothéliales). 3. La 

phase d’ancrage est médiée par LFA-1 (LT) et ICAM-1 (endothélium). 4. Les LTEM activé produisent des cytokines 

dans des conditions inflammatoires. 5. Les LT des LTCP expriment CLA et CCR4 et migrent préférentiellement 

vers la peau. 6 et 7. Une partie des LT mémoires cutanés subissent un phénomène de recirculation à travers les 

ganglions lymphatiques drainant la peau et retournant dans la circulation sanguine (Sernicola A et al. 2020) 
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la dermatite atopique (Czarnowicki T et al. 2015b ; Czarnowicki T et al. 2017 ; de Jesús-Gil C et al. 

2021) que je détaillerai de manière simplifiée ci-dessous. Cependant, le CLA est également impliqué 

dans d’autres pathologies, entres autres, l’alopécie aerata (Czarnowicki T et al. 2018 ; de Jesús-Gil C 

et al. 2021), le vitiligo (Czarnowicki T et al. 2019 ; de Jesús-Gil C et al. 2021) et les réactions allergiques 

induites par les médicaments (de Jesús-Gil C et al. 2021).  

 

a. Psoriasis   

La pathogenèse immunitaire du psoriasis nécessite à la fois dans les lésions aux stades précoces et 

dans celles aux stades tardifs le développement d’une réponse IL-23/IL-17 (Hawkes JE et al. 2017). Le 

phénotype Th17, prédominant au sein des lésions psoriasiques (Langrish CL et al. 2005), dépend des 

LT CLA+ (Langrish CL et al. 2005 ; Ruiz-Romeu E et al. 2018). Les LT CLA+ dans ces lésions sont 

impliqués dans les évènements immunitaires initiaux et conduisent à la formation des lésions 

(Davison SC et al. 2001 ; Vissers WHPM et al. 2004) ainsi que leur maintien (Krueger JG 2002). En 

effet, ils ont un rôle dans la réponse à une infection par streptococcus, un déclencheur 

environnemental connu et le mieux caractérisé du psoriasis (Thorleifsdottir RH et al. 2016), puisque 

seules les LT CLA+ répondent préférentiellement à Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) (Ruiz-

Romeu E et al. 2016). Ils jouent également un rôle dans la production des cytokines Th17 liées aux 

évènements précoces de formation des lésions (Valdimarsson H et al. 2009). De nouvelles études ont 

permis de lier les LT CLA+ et l’IL-17 en montrant que le milieu cytokinique présent dans les lésions 

psoriasiques influence la réponse de l’IL-17 par les LT CLA+. Il a été démontré que l’IL-15 et l’IL-23, 

toutes deux présentes dans les lésions psoriasiques, sont en synergie avec les LT CLA+ et les cellules 

épidermiques autologues pour produire de l’IL-17A et de l’IL-17F sans stimulus exogène (de Jesús-Gil 

C et al. 2020). Dans le psoriasis, les antigènes streptococciques peuvent stimuler les LT et induire 

l’expression de CLA (Baker BS et al. 1997). Les LT Th9 principalement CLA+ et produisant la cytokine 

IL-9 ont également été associées au psoriasis et à d’autres troubles auto-immuns et inflammatoires 

de la peau (Schlapbach C et al. 2014). 

Les LT CLA+ circulants ont un phénotype activé et la quantité de LT CLA+ circulantes est inversement 

corrélée à la sévérité de la maladie. Cela signifie que la quantité de LT CLA+ cutanés est de mauvais 

pronostic et ainsi, lorsque les lésions régressent, les cellules séquestrées dans la peau recirculent 

(Ferran M et al. 2013). 

 



  

67 

b. Dermatite atopique  

Les LT cutanés participent aux différents stades de développement et du maintien de la dermatite 

atopique (Gittler JK et al. 2012), la maladie inflammatoire de la peau la plus courante (Boguniewicz 

M et al. 2011 ; Czarnowicki T et al. 2014). Dans la peau des patients, l’infiltrat se compose 

principalement d’un nombre élevé de LT mémoires CLA+ qui participent à l’environnement cutané 

local. L’expansion des LT CLA+ s’accompagne de la prédominance d’une réponse Th2 et Th22 

(Soumelis V et al. 2002 ; Czarnowicki T et al. 2014 ; de Jesús-Gil C et al. 2021). Le niveau de LT CLA+ 

Th22 est corrélé avec la sévérité, le prurit et le taux de cellules productrices d’IL-17. La fréquence de 

LT CLA+ Th1 augmente avec l’âge et est associée à la chronicité de la maladie. On retrouve un ratio 

LT CLA+ Th1/Th2 déséquilibré qui augmente avec l’âge mais qui reste inférieur en comparaison avec 

les témoins sains (Czarnowicki T et al. 2015a ; Czarnowicki T et al. 2015b ; Czarnowicki T et al. 2020). 

Chez ces patients, les LT CLA+ présents au sein des lésions et dans la circulation sont plus activés par 

rapport aux témoins sains (Jung T et al. 2003) et produisent les cytokines IL-4, IL-13 et IL-31 (Akdis M 

et al. 1997 ; Teraki Y et al. 2000). 

 

2) Dans le microenvironnement tumoral cutané 

a. Mélanome cutané primitif  

Les Tumor-Infiltrating Lymphocytes (TILs) sont responsables de la réponse immunitaire anti-tumorale 

et nécessitent pour leur migration cutanée des molécules d’adhésion spécifiques tel que le CLA (Gelb 

AB et al. 1993). Leur présence a été décrite dans les mélanomes cutanés primitifs (Clark WHJ et al. 

1969) et leur nombre dans le microenvironnement du mélanome est associé à un pronostic favorable 

(Clemente CG et al. 1996 ; Mullins IM et al. 2004 ; Tuthill RJ et al. 2002). Des études de caractérisation 

ont permis de mettre en évidence une augmentation significative de l’expression du CLA (Adams DH 

et al. 1997) et donc la présence de TILs CLA+ suite à la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNF et 

IL-1) par les kératinocytes qui permettent l’augmentation de l’expression de la E-sélectine sur les 

cellules endothéliales (Gelb AB et al. 1993 ; Krieg C et al. 2009). L’interaction CLA/E-sélectine est donc 

impliquée dans le recrutement des TILs au sein du mélanome (Adams DH et al. 1997 ; Rohde D et al. 

1992). Le taux d’expression global des molécules d’adhésion endothéliales tumorales (E et P-

sélectine) diminue au cours de la progression du mélanome induisant une inhibition du recrutement 

des TILs CLA+ dans les stades avancés (Weishaupt C et al. 2007 ; Schadendorf D et al. 1995 ; Nooijen 

PT et al. 1998). En effet, les TILs CLA+ ne sont pas présents dans les lésions métastatiques cutanées 

contrairement au mélanome cutané primitif (Gelb AB et al. 1993). 
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b. Lymphomes cutanés primitifs  

Comme vu précédemment, le CLA est également exprimé sur les cellules LTCP de type MF ou SS. La 

perte complète de l’expression du CLA a été rapportée dans les cellules T dermiques et sous-cutanées 

profondes dans la phase tumorale du MF par Magro et al. alors que Lu et al. n’ont pas décrit de 

différence dans l’expression du CLA entre les lésions cutanées précoces ou avancées de MF (Magro 

CM et al. 2001 ; Lu D et al.). Le pourcentage de LT tumoraux CLA+ circulants semble être corrélé à 

l’étendue des symptômes cutanés dans le SS (Borowitz MJ et al. 1993 ; Heald PW et al. 1993) et des 

taux élevés de CLA dans le MF à une dissémination extra-cutanée limitée. L’expression de CLA a 

également été rapporté dans d’autres LTCP plus rares, tels que les lymphomes T épidermotropes 

agressifs CD8+, les lymphoproliférations CD30+ et les lymphomes T cutanés à cellules NK (Magro CM 

et al. 2008). Contrairement au MF, dans les lymphomes T de type NK, l’expression de CLA par les 

cellules NK est corrélée à une évolution clinique plus agressive (Yoshino T et al. 2002).  

En revanche, le CLA n’est pas exprimé dans la majorité des cellules néoplasiques des lymphomes B 

cutanés primitifs. En effet, l’expression du CLA n’a été rapportée que dans de rares cas de lymphomes 

B lymphoblastiques primitifs de l’enfance et lymphomes du manteau (Magro CM et al. 2008). 

 

Néanmoins, le rôle de CLA, son impact pronostique/diagnostique et sa fonction n’ont pas été 

complètement explorés dans le contexte des LTCPs. En effet, seule une étude récente a montré que 

CLA pouvait permettre l’adressage thérapeutique dans le cadre du traitement du MF, en utilisant un 

anticorps anti-CLA couplé à la photo-immunothérapie dans le proche de l’infra-rouge (Silic-Benussia 

M et al. 2021). En revanche, dans cette étude, l’anticorps HECA-452 n’a aucun effet direct sur la 

viabilité des cellules de LTCP. La photo-immunothérapie dans le proche infra-rouge nouvellement 

développée utilise un anticorps monoclonal conjugué à un colorant photo-absorbeur, la 

phtalocyanine hydrophile IRdye 700DX®, et la lumière infra-rouge (Kobayashi H et al. 2021). Elle 

permet de provoquer une cytotoxicité sélective des cellules qui expriment l’antigène ciblé et n’a 

aucun effet sur les cellules ne l’exprimant pas (Kobayashi H et al. 2020).  
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IV) Problématique et Objectifs  

Nous avons donc vu que les LTCP, tels que le SS et le MF, ont une origine non connue à ce jour. 

L’hétérogénéité génétique mais aussi immunophénotypique des cellules T CD4+ de LTCP rendent 

difficile la compréhension des processus de développement de ces LTCP. En effet, la suspicion de 

facteurs environnementaux ou infectieux à l’origine de la maladie n’a pas été vraiment prouvée 

(Morales Suárez-Varela MM et al. 2000). De même que l’oncogenèse n’est pas complètement 

élucidée, l’une des hypothèses serait que la transformation en cellules T atypiques pourrait être liée 

à une activation permanente consécutive à une stimulation antigénique chronique (Wong HK. 2013). 

Les nombreux traitements (photochimiothérapie extracorporelle, anticorps monoclonaux...) 

proposés selon les stades de la maladie s'avèrent peu efficaces notamment pour le SS avec un taux 

de survie à 5 ans de 24% à 40%. L’identification de nouvelles cibles thérapeutiques est donc 

nécessaire afin d’améliorer la prise en charge des patients. 

Sur la base des travaux de caractérisations immunophénotypiques, des anticorps anti-CCR4 ont été 

développés et approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) (Kasamon et al., 2019). CLA qui 

peut aussi être exprimée par les cellules de LTCP (Campbell JJ et al. 2010 ; Kamarashev et al. 1998), 

est une glycoprotéine de surface de la famille des P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) 

permettant aux cellules de l’immunité qui l’expriment d’interagir avec la E-Sélectine présente à la 

surface des cellules endothéliales vasculaires activées. Cette interaction est nécessaire dans le cadre 

de l’immunosurveillance cutanée. Concernant les LTCP, il a largement été montré que les cellules 

tumorales expriment le CLA notamment dans la peau (Kamarashev et al. 1998). En revanche, son rôle 

fonctionnel n’a pas été réellement étudié. Nous avons donc voulu étudier son rôle et supposé qu’il 

pourrait être impliqué dans l'agressivité de l'invasion cutanée et/ou la dissémination voire la survie 

des cellules de LTCP. Et cela, particulièrement après l’obtention de précédents résultats au 

laboratoire montrant que seule la lignée My-La exprime CLA et qu’elle est la plus agressive dans un 

modèle de xénogreffe (Andrique L et al., 2016).  

 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé l’expression de CLA à la surface des cellules tumorales 

chez les patients atteints de SS de la cohorte du Service d’Oncodermatologie (Pr Beylot-Barry, CHU 

Bordeaux). Nous avons ensuite étudié le rôle fonctionnel de CLA dans la migration trans-endothéliale 

et la survie des cellules de LTCP in vitro. Nous avons par la suite étudié la fonction de CLA dans la 

tumorigenèse et la dissémination des cellules de LTCP in vivo dans un modèle de xénogreffe où les 

cellules de la lignée My-La été pré-traitées avant la greffe. 



  

70 

Nous avons évalué en parallèle si l’expression de CLA à la surface des cellules tumorales circulantes 

pouvait être corrélée au pronostic, au diagnostic ou autres paramètres évalués chez les patients 

atteints de SS. Pour cela, nous avons corrélé l’expression du CLA aux données cliniques des patients.  

Enfin, nous avons tenté de comprendre les mécanismes moléculaires modulés par CLA dans les 

cellules de SS de patients et de développer un modèle pré-clinique afin de valider l’effet de CLA où 

cette fois-ci les cellules de la lignée cellulaire My-La étaient injectées aux souris puis une fois les 

tumeurs établies, 2 groupes de souris présentant un volume tumoral homogène ont été traitées soit 

avec l’anti-CLA soit l’isotype contrôle. 
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RESULTATS 
 

I) Publication: Cutaneous Lymphocyte Antigen (CLA) is a potential 

therapeutic target in Cutaneous T Cell Lymphoma (soumis à 

Journal of Investigative Dermatology)  

 

Les cellules de LTCP ont un phénotype hétérogène et expriment notamment des molécules 

impliquées dans l'adhésion cellulaire telles le CLA jouant un rôle dans l'adressage cutané. Nous avons 

étudié le rôle fonctionnel de CLA dans la migration trans-endothéliale et la survie des cellules de LTCP 

in vitro. Ceci a été possible grâce à l’utilisation d’un anticorps monoclonal (HECA-452) contre le CLA 

et le recours à 2 shARN dirigés contre l’enzyme qui intervient dans la maturation de CLA, ST3Gal-4. 

L'utilisation de l’anticorps anti-CLA a significativement diminué la migration à travers un endothélium 

dérivé du derme et la survie des cellules LTCP provenant de patients et de la lignée cellulaire My-La 

(p = 0,05 et p < 0,001, test de Mann-Whitney) en induisant des voies apoptotiques via l’activation 

rapide des effecteurs des caspases 3/7, 8 et 9. La diminution de l'expression du CLA par l’utilisation 

de shARN dirigés contre ST3Gal-4 a également altéré la migration, la prolifération et la survie des 

cellules de LTCP. 

Après avoir confirmé son rôle in vitro, nous avons étudié la fonction de CLA dans la tumorigenèse et 

la dissémination des cellules de LTCP in vivo dans un modèle de xénogreffe où les cellules de la lignée 

cellulaire My-La ont été pré-traitées avec l’anticorps anti-CLA, ou l’isotype contrôle correspondant, 

puis injectées dans les souris immunodéficientes NSG. Le traitement par l’anticorps anti-CLA sur ces 

cellules a diminué la tumorigénicité ainsi que la dissémination des cellules LTCP dans différents tissus 

par rapport au groupe témoin (p=0,05, test de Mann-Whitney). 
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II) Caractérisation de l’expression du CLA à la surface des LT 

tumoraux dans les échantillons de sang de patients et 

corrélation aux données cliniques 

 

 Le pourcentage de LT mémoires CLA+ dans les échantillons 

de sang est un facteur pronostique 

 

Dans un second temps, nous avons corrélé l’expression du CLA à la surface des cellules T clonales 

tumorales aux données cliniques des patients. Grâce au département d’Onco-dermatologie du CHU 

de Bordeaux, nous avons accès à des échantillons séquentiels de sang de patients atteints de SS dans 

le cadre de la prise en charge de routine. Afin de diminuer les biais sur notre étude, nous avons 

caractérisé par cytométrie en flux les cellules des échantillons obtenus lors du diagnostic ou à une 

date proche de celui-ci.  Pour cela, le pourcentage de LT CLA+ a été déterminé dans la population 

clonale tumorale (TCRVβ+CD3+), comme vu précédemment dans l’article, ou bien dans la population 

mémoire clonale tumorale (TCRVβ+CD3+CD45RO+) (Figure 26A). Le pourcentage de LT CLA+ ou LT 

mémoires CLA+ est hétérogène en fonction des patients, du traitement et/ou du stade de la maladie 

(Figure 26B). Deux groupes de patients ont été définis en fonction de ce pourcentage (% > et < à la 

médiane) (Figure 26C). Le pourcentage de LT CLA+ circulants n’est pas corrélé au pronostic (Figure 

26C gauche). Le premier groupe dont le pourcentage de LT mémoire CLA+ est en dessous de la 

médiane est associé à un mauvais pronostic (Figure 26C droite). Le faible taux de LT mémoire CLA+ 

chez 5 patients sur 14 dans ce groupe est associé à une atteinte ganglionnaire (stade N1 ou N3), 

suggérant que les cellules de LTCP ne pouvant pas être adressées à la peau pourraient gagner les 

ganglions, y proliférer et disséminer dans les différents tissus diminuant ainsi la survie des patients 

(Tableau 5). Malgré un meilleur pronostic, les patients ayant un pourcentage élevé de LT mémoires 

CLA+ ont une mauvaise qualité de vie et meurent du SS environ 10 à 16 ans après le diagnostic malgré 

les traitements.  
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Figure 26 : Le pourcentage de LT mémoires CLA+ dans les échantillons de sang SS est un facteur 

pronostique 

A. Immunophénotypage des cellules tumorales. Des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) 

préparées à partir de 27 échantillons de patients atteints de SS ont été analysées par cytométrie en flux pour 

déterminer le pourcentage de LT mémoires CLA+ (CD45RO+CLA+) dans la population tumorale 

(TCRVβtumoral+CD3+). Exemple de stratégie de caractérisation pour le patient 13. B. Pourcentage de LT 

tumoraux CLA+ et LT tumoraux mémoires CLA+.  Deux groupes de patients ont été définis selon le pourcentage 

de cellules CD45RO+ CLA+. La médiane (barre horizontale) du pourcentage de chaque population discrimine 

un groupe avec un pourcentage élevé (> médiane, en bleu) et un avec un faible pourcentage (< médiane, en 

jaune). C. Courbe de Kaplan-Meier montrant l’impact pronostic du pourcentage de cellules CLA+ et 

CD45RO+CLA+ dans le sang sur la survie des patients. 

C 
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  Le pourcentage séquentiel de LT mémoires CLA+ dans le 

sang de patient évolue différemment au cours de la maladie  

Nous avons accès à des échantillons du même patient dans le cadre du suivi. Pour déterminer si le 

pourcentage de LT mémoire CLA+ circulantes évolue au cours de la maladie et pour évaluer l'impact 

des traitements sur l'expression du CLA, nous avons étudié son expression à différents moments 

pendant 2 à 3 ans (Figure 27A). Pour 10 patients, ce pourcentage est stable (patient 3, 5, 6, 8, 9, 13, 

14, 15, 17, 20). Pour les autres, le pourcentage de LT mémoire CLA+ évolue (patient 1, 4, 7, 10, 16, 

18, 21, 22, 23). En effet, pour le patient 1, nous avons observé une diminution des LT mémoires CLA+ 

lors d'un traitement par un inhibiteur des histones déacétylases (Vorinostat) puis une augmentation 

lorsque le traitement était une polychimiothérapie CHOEP (cyclophosphamide, doxorubicine, 

Tableau 5 : Stade TNBM des patients montrant un envahissement ganglionnaire  

Deux groupes de patients ont été définis selon le pourcentage de cellules CD45RO+ CLA+. La médiane 
du pourcentage de chaque population discrimine un groupe avec un pourcentage élevé (> médiane, en 
bleu) et un avec un faible pourcentage (< médiane, en jaune). 

 

Tableau 6 : Stade TNBM des patients montrant un envahissement ganglionnaire  

Deux groupes de patients ont été définis selon le pourcentage de cellules CD45RO+ CLA+. La médiane 
du pourcentage de chaque population discrimine un groupe avec un pourcentage élevé (> médiane, en 
bleu) et un avec un faible pourcentage (< médiane, en jaune). 

T N M B
Patient 1 4 0 0 2

Patient 2 4 3 0 2

Patient 3 4 0 0 2

Patient 4 4 3 0 2

Patient 5 4 0 0 2

Patient 6 4 3 0 2

Patient 7 4 0 0 2

Patient 8 4 0 0 2

Patient 9 4 0 0 2

Patient 10 4 1 0 2

Patient 11 4 0 0 2

Patient 12 4 0 0 2

Patient 13 4 0 0 2

Patient 14 4 0 0 2

Patient 15 4 0 0 2

Patient 16 4 1 0 2

Patient 17 4 0 0 2

Patient 18 2 0 0 1

Patient 19 4 0 0 1

Patient 20 4 0 0 1

Patient 21 2 0 0 2

Patient 22 4 0 0 2

Patient 23 4 0 0 2

Patient 24 4 0 0 2

Patient 25 2 0 0 2

Patient 26 1 0 0 2

Patient 27 4 1 0 2
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vincristine, prednisone et étoposide) (Figure 27B). Cependant, sur l'analyse globale des patients, nous 

n'avons pas trouvé de lien entre un traitement et le pourcentage de cellules CLA+. Le pourcentage 

de LT mémoires CLA+ évolue au cours de la maladie pour environ 50 % des échantillons de patients 

mais indépendamment du traitement et/ou du stade de la maladie. Nous devons analyser un plus 

grand nombre d’échantillons sur une plus longue période en séquentiel afin de pouvoir conclure sur 

l’effet éventuel d’un traitement ou de l’évolution de la maladie. 
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Figure 27 : Pourcentage séquentiel des LT mémoires CLA+ au cours de la maladie 

A. Pourcentage séquentiel de LT CD45RO+CLA+ circulants pour 19 échantillons de patients. B. Exemple d’évolution du 

pourcentage des LT CD45RO+CLA+ au cours du SS pour le patient 1. 19 échantillons sanguins de patients atteints de 

SS ont été analysés par cytométrie en flux pour déterminer le pourcentage de LT CD45RO+CLA+ au sein de la 

population tumorale (TCRVβtumoral+CD3+). Exemple de stratégie de gating pour le patient 1. 

Méthotrexate : agent chimiothérapeutique antifolique (inhibition des mitoses et de la synthèse d’ADN) ; Bexarotène : rétinoïde 

(induction de l’apoptose des cellules tumorales) ; Vorinostat : inhibiteur des histones déacétylases (iHDAC) (arrêt du cycle 

cellulaire et induction de la mort cellulaire) ; Chimiothérapie CHOEP : polychimiothérapie (cyclophosphamide, doxorubicine, 

vincristine, prednisone et étoposide). 
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III) Etude des mécanismes moléculaires impliqués dans l’effet de 

CLA sur la survie et la prolifération des cellules de lymphomes 

T cutanés primitifs  

 

Par la suite, nous avons tenté de comprendre les mécanismes moléculaires qui pouvaient être 

impliqués dans l’effet de CLA sur la survie et la prolifération des cellules tumorales de patients atteints 

de SS et la lignée cellulaire My-La. PSGL-1, qui appartient à la même famille de molécule que CLA, 

joue un rôle dans la survie des LT normaux en inhibant les voies en aval du TCR. Nous avons donc 

émis l’hypothèse que CLA pourrait avoir des effets sur l’apoptose en étant impliquée dans les voies 

en aval du TCR comme PSGL-1. Nous avons traité 1x106 cellules de la lignée My-La avec 15 µg/mL 

d’anticorps dirigé contre le CLA (HECA-452) ou son isotype contrôle (RTK2118). La deuxième stratégie 

fut de transduire la lignée My-La avec les lentivirus contenant 2 shARN dirigés contre l’enzyme 

ST3Gal-4 ciblant l’exon 5 et 8 dont l’efficacité a déjà été validée (Mondal N et al. Blood 2015). Nous 

avons ensuite évalué l’état d’activation des voies de signalisation en aval du TCR en Western Blot par 

étude de la phosphorylation des protéines AKT (Ser473) et ERK (Thr202/Tyr204) qui sont connues 

comme étant impliquées dans la survie des cellules de LTCP (Kamijo H et al. 2018). Mais également 

de ZAP70 (Tyr319) qui joue un rôle dans l’activation des LT suite à l’engagement du TCR. En effet, 

l’activation du LT induit l’interaction du TCR avec le complexe CD3 qui contient des domaines 

immunoglobulin-like et des motifs immunoreceptor tyrosine based activation motifs (ITAMs). Ces 

motifs peuvent être phosphorylés au niveau des tyrosines permettant ainsi la liaison avec des 

domaines SH2 présent par exemple sur la tyrosine kinase ZAP70. Cette liaison permet la 

phosphorylation et l’activation de ZAP70 qui va jouer un rôle dans la transduction du signal menant 

notamment à la survie (Kumar A et al. 2006). Afin de réaliser les Western Blots, nous avons dans un 

premier temps validé nos anticorps sur des cellules Jurkat ou L1 (Poglio S et al. 2021) activées avec 

des billes CD3/CD28 (pour ZAP70) ou stimulées avec de l’insuline (pour AKT) ou de la PHA (pour ERK) 

(résultats non montrés). Les résultats que nous avons obtenus avec les cellules de LTCP dans les 

conditions shContrôle ou traitée avec l’isotype contrôle confirment que l’activation basale de ces 

voies est très faible. En effet, au niveau basal et après stimulation, il a déjà été décrit que l’activation 

des voies du TCR est diminuée dans les cellules de LTCP par rapport aux LT de donneurs sains (Fargnoli 

MC et al. 1997 ; Klemke et al., 2009). Cette expérience a montré que la diminution d’expression de 

CLA par les 2 shARNs ou son blocage ne modifie pas l’état de phosphorylation de ZAP70, Akt et ERK. 

On peut ainsi conclure que l’inhibition de CLA n’a pas d’effet sur l’activation de ces voies de 
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l’immunité alors que nous observons une diminution significative de la migration et de la survie des 

cellules My-La, comme vu précédemment dans l’article (Figure 28A et B). 

 

 

Nous avons ensuite évalué l’effet de l’anti-CLA (HECA-452), en compraison avec son isotype contrôle 

(RTK2118) (30µg/mL), sur différentes voies de signalisation afin d’expliquer l’effet de l’anticorps sur 

la survie des cellules de LTCP. Pour cela, nous avons fait produire des plaques de RTqPCR array à 

façon permettant de quantifier et détecter différents gènes cibles impliqués (Tableau 6) entre autres 

Figure 28 : Mécanismes moléculaires et voies de signalisation impliquées. 

Etude de l’impact du CLA sur les voies de signalisation en aval du TCR en évaluant la phosphorylation 

des protéines ZAP70, AKT, ERK par Western Blot. A. Lignée My-LA transduite par des shRNA 

(shcontrôle, shST3Gal4 1 Ex5, shST3Gal4 2 Ex8) B. Lignée My-LA traitée ou non avec un anticorps 

isotype contrôle IgM ou un anticorps anti-CLA (clone HECA-452). 
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dans l’apoptose, la survie cellulaire, le cycle cellulaire et la signalisation lié au TCR. L’expression des 

gènes a été évaluée sur les ARNm des cellules tumorales de patients atteints d’un SS traitées ou non 

avec l’anticorps anti-CLA (Annexe I. K. RTqPCR). L’analyse GSEA (Get Set Enrichment Analysis) a été 

réalisée sur 4 échantillons de patients dont 1 en duplicat. Nous avons obtenu des résultats 

hétérogènes. En effet, pour le patient n°1 dans la condition traitée avec l'anticorps anti-CLA nous 

avons observé une diminution de l'expression des gènes impliqués dans la signalisation PI3K, AKT, 

MTOR et TNFA. Au contraire pour les autres échantillons, nous avons obtenu des résultats surprenant 

opposés à ceux attendus. Par exemple, l’expression des gènes impliqués dans l’activation de la 

signalisation du TCR comme LCK/PLCG1 est augmentée après traitement avec l’anti-CLA alors que 

dans ce cas la survie est diminuée.  Ainsi, le ciblage de CLA avec l'anticorps a un effet hétérogène sur 

les mécanismes moléculaires chez les patients (Figure 29). Cette hétérogénéité ne s’explique pas par 

le niveau d’expression de CLA ni la proportion de cellules CD45RO+CLA+. Cette analyse a été réalisée 

à un temps donné (3h) sur l’expression de gènes. Hors comme mentionné dans l’article 1, l’effet sur 

l’activation des caspases dans les cellules MyLA est rapide. De ce fait, l’analyse à plus court terme sur 

des phospho kinases array pourrait être plus informative.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Effet de l’anticorps anti-CLA sur la signalisation des cellules SS de patients 

Gene Set Enrichment Analysis des cellules de LTCP traitées avec un anti-CLA ou un contrôle isotypique. 

L'impact du CLA dans la signalisation des cellules de LTCP a été évalué à l'aide d'un anticorps (HECA-452). 

Les cellules SS des patients (N = 5) ont été incubées avec un anticorps anti-CLA (30 ug/ml) ou un contrôle 

isotypique. 3 heures plus tard, les cellules ont été récoltées et l'ARN a été extrait. La RTqPCR a été réalisée 

sur une plaque à façon contenant des amorces de différents gènes. 
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CASP3 CASP3 DEPTOR IKBKB COL3A1 HES1 NFKB1 PRKACB JUN CCNE1

CASP9 CCND1 GSK3B LCK GSK3B IGF1R NFKB2 PRKAR1A MYC CDKN1A

CDKN1A CCND2 HRAS NFKB1 HRAS IL7R NFKBIA PRKAR2B RHOA CDKN1B

CDKN1B CCND3 IKBKB NFKB2 MYC JUN NFKBIE RAF1 TCF7 CDKN2A

CDKN2A CCNE1 STK11 NFKBIA NFKB1 NOTCH1 REL RASA1 WNTA5 TP53

CXCR4 CDKN1A MAPK1 NFKBIB PIK3CA NOTCH3 RELA SRC

DDIT4 CDKN2A MTOR PIK3CA PTEN RUNX1 RELB

HRAS COL11A2 RPS6KA3 PIK3CB TERT SOCS3 TNF

IKBKE CXCL12 PDCD4 PIK3CD TP53 TCF15

JUN GSK3B PIK3CA PIK3R1 TWIST1 WNTA5

LCK HRAS PIK3CB PLCG1 VIM

MAPK1 IGF1R PIK3CD PLCG2

MTOR JUN PIK3CG RAC1

MYC KRAS PRKCA REL 

NFKB1 LCK PTEN RELA

NFKBIA MAPK1 RHOA SYK

NFKBIB MTOR RPS6KA1 ZAP70

PDCD4 MYC RPTOR

PIK3CA PIK3CA TP53

PIK3CB PIK3CB

PIK3CD PIK3CD

PIK3CG PIK3CG

PRKCA PIK3R1

PTEN PRKAR1A

RAC1 PTEN

RAF1 RAF1

RHOA REL 

RPS6KA1 RELA

RPS6KB2 RUNX1

RUNX1 SRC

SRC SYK

TCF7L2 TCF7L2

TNF TCL1A

TP53 TNF

TWIST1 TP53

VIM VIM

WNTA5

Tableau 7 : Liste des gènes étudiés dans la plaque de qPCR array 
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Nous avons par la suite initié une étude de l’impact de CLA sur l’expression de certaines molécules à 

la surface des cellules SS de patients et la lignée My-La. Comme vu précédemment, PSGL-1 joue un 

rôle dans la fonction des cellules T, comme l'inhibition de l’IL-7R et l’IL-2R. Afin d'évaluer l'impact du 

CLA sur ces molécules, nous avons traité les cellules de patients SS triées ou cellules My-La avec 30 

ou 15 µg/mL de mAb anti-CLA (HECA-452) ou son isotype contrôle (RTK2118) pendant 3 ou 72 heures 

et évalué l'expression des différentes molécules de surface telles que PSGL-1, IL-2R (CD25), IL-7R 

(CD127), CXCR4, CD28 par cytométrie en flux. Après traitement avec l’anticorps anti-CLA, PSGL-1 (n=2 

patients ; n=2 My-La) est faiblement surexprimé par rapport à la condition contrôle. Ce qui serait en 

accord avec l’effet pro-apoptotique de la surexpression de PSGL-1. Le traitement n'a eu aucun effet 

sur l'expression de CXCR4 (n=2 patients ; n=2 My-La), CD28 (n=2 patients ; n=2 My-La), CD25 (IL2-R) 

(n=1 patients ; n=2 My-La) et CD127 (IL7-R) (n=1 patients ; n=2 My-La) (Figure 30). Cependant, cette 

analyse n’a été réalisée que sur 2 patients atteints de SS et sur les cellules de la lignée My-La (n=2), 

ils restent donc à confirmer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Patient n°9 Patient n°40 

My-La 

Figure 30 : Effet de l’anticorps anti-CLA sur l’expression de PSGL-1, CXCR4, CD28, CD25 et CD127 

Expression des molécules de surface des cellules de LTCP traitées avec un anti-CLA ou un contrôle isotypique. Les 

cellules My-La ou les cellules SS de patients ont été incubées avec les anticorps 3 heures et 72 heures. Le ratio 

fluorescence intensity (RFI) a été obtenu par cytométrie en flux (Mean Fluorescence Intensity (MFI) marqueur 

testé/MFI isotype contrôle) 
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IV) Développement d’un modèle pré-clinique afin de valider 

l’effet de l’anticorps anti-CLA in vivo 

Nous avons tenté de développer un modèle pré-clinique afin de valider l’effet de CLA. En effet, nous 

savons que le traitement des cellules My-La avec l’anticorps anti-CLA induit la mort cellulaire, donc 

le prétraitement avant l’injection in vivo induit un biais car il affecte d’emblée la viabilité des cellules. 

Cependant, la quantité d’anticorps à injecter chez les souris (prenant en compte la dose, fréquence, 

durée) était trop importante et coûteuse pour réaliser une telle étude d’emblée. Nous avons donc 

choisi de reproduire ces résultats en utilisant des tumeurs établies chez la souris afin de valider le 

rôle de CLA in vivo (Annexe I. L. Modèles murins). 

Pour cela, nous avons dans un premier temps, par limite de quantité d’anticorps disponible, effectué 

une première expérience in vivo (n=1) où cette fois-ci 1x106 de cellules de la lignée cellulaire My-La 

dans un volume de 100µL de PBS ont été injectées dans des souris immunodéficientes NSG par voie 

sous-cutanée. Après l’établissement d’une tumeur d’environ 100-150mm3, les souris ont été traitées 

en péri-tumoral avec 37µg d’anticorps anti-CLA (HECA-452) ou son isotype contrôle (RTK2118) (n=4 

souris pour chaque groupe) (Figure 31). 

  

Figure 31 : Rôle de l’anti-CLA sur la tumorogénicité et la dissémination des LTCP dans un modèle de 

xénogreffe sous-cutané in vivo avec traitement péri-tumoral. Résumé schématique de la stratégie 

expérimentale. 
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L’évolution de la croissance tumorale a tendance à diminuer dans le groupe traité avec l’anticorps 

anti-CLA en comparaison au groupe contrôle (Figure 32). La quantification de l’aire HLA-ABC+, sur la 

surface totale du tissu, évaluée par IHC sur des coupes de foie et reins a montré un pourcentage 

légèrement plus important mais non significatif dans le groupe anti-CLA et au contraire dans le rein 

un pourcentage plus faible mais non significatif par rapport au groupe contrôle (Figure 32).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 32 : Rôle de l’anti-CLA sur la tumorigénicité et la dissémination des LTCP dans un modèle de 

xénogreffe sous-cutané in vivo avec un traitement péri-tumoral. 

Evolution tumorale et quantification des cellules HLA-ABC+ sur des coupes de foie et de reins de souris 
injectées avec des cellules My-La puis traitées en péri-tumoral avec isotype contrôle IgM ou un anticorps anti-
CLA (HECA-452). La quantification de l’aire HLA-ABC+ est réalisée avec le logiciel HALO. L’analyse statistique 
a été réalisée à l’aide d’un test de Mann-Whitney. ns = non-significant. 
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Nous avons refait cette expérience, en utilisant un anticorps de qualité fonctionnelle. En effet, toutes 

les expériences précédentes ont été réalisées avec un anticorps contenant de l'azide nécessaire à la 

conservation de l'anticorps. Nous avons rencontré pendant 2 années des difficultés pour faire 

fabriquer un anticorps de grade fonctionnel à moindre coût dû notamment au type 

d’immunoglobuline (IgM pentamérique) du clone HECA-452, le seul clone existant sur le marché. Les 

résultats précédents obtenus in vivo, nous ont permis d’obtenir un financement qui nous a permis 

d’obtenir la forme purifiée de l'anticorps, ultra-leaf (Ultra-low endotoxin azide free), en quantité 

suffisante pour le reste des expériences in vivo.  

Nous avons d’abord validé l’effet fonctionnel de cet anticorps purifié in vitro (Figure 33). Pour cela, la 

lignée cellulaire My-La a été traitée avec différentes concentrations de l’anti-CLA ou l’isotype contrôle 

48h avec la forme contenant de l'azide ou la forme ultra-leaf. L’effet sur la mort cellulaire a été 

quantifié en évaluant l'apoptose et la nécrose des cellules par cytométrie en flux. Au bout de 48h, 

une augmentation de la mort cellulaire de manière concentration-dépendante a été observée avec 

les 2 types d’anticorps, contenant de l’azide et l’ultra-leaf. Il est également intéressant de noter que 

le traitement avec le contrôle isotypique contenant de l’azide induit également une légère mort 

cellulaire après 48h. En effet, 50% contre 30% de mort cellulaire a été observé avec le contrôle 

isotype ultra-leaf. Il est donc important d’avoir un contrôle qui soit le moins toxique pour les cellules 

pour ne pas sous-évaluer l’effet de l’anticorps à tester.  

 

L’expérience précédente (Figure 32) in vivo a été répétée avec l’anticorps ultra-leaf (n=1). Les 

résultats obtenus entre les 2 groupes et au sein d’un même groupe étant très hétérogènes n’ont 

montré aucun effet de l’anti-CLA. Nous avons noté que le site d’injection de l’anticorps à cette 

fréquence pouvait induire des biais et notamment une nécrose de la tumeur uniquement liée à 

l’injection elle-même et non au traitement. 
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Figure 33 : Les formes contenant de l’azide et les formes ultra-leaf de l’anticorps anti-CLA altèrent la 
survie cellulaire des cellules de LTCP 

A et B. L’anticorps anti-CLA augmente la mort des cellules de LTCP. La lignée cellulaire My-La a été 

incubée avec la forme ultra-leaf (A) ou celle contenant de l’azide (B) d'un anticorps anti-CLA (HECA-452) 

ou l’isotype correspondant pendant 48 heures. Les pourcentages de cellules apoptotiques (Annexine 

V+) et de cellules nécrotiques (Hoechst+, Annexine V-) ont été étudiés par cytométrie en flux. L'analyse 

statistique a été réalisée à l'aide d'un test de Mann-Whitney. *p<0,05 et ***p<0,0001.  
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Nous avons donc entrepris de changer de modèle in vivo en utilisant deux approches différentes. 

Elles consistaient à injecter les cellules de la lignée My-La soit par voie intra-hépatique (n=2 ; 1x106 

de cellules par souris) (Figure 34A) soit par voie sous-cutanée (n=1 ; 2x106 de cellules par souris) 

(Figure 34B) dans des souris immunodéficientes NSG puis de traiter en intra-péritonéal les souris avec 

100µg d’anticorps anti-CLA ultra-leaf (HECA-452) ou l’isotype correspondant (RTK2118) tous les deux 

jours durant 2 ou 3 semaines.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 34 : Résumé schématique des stratégies expérimentales. 

A. Rôle de l’anti-CLA sur la tumorigénicité et la dissémination des LTCP dans un modèle de xénogreffe intra-

hépatique in vivo avec traitement intra-péritonéal. B. Rôle de CLA sur la tumorigénicité et la dissémination 

des LTCP dans un modèle de xénogreffe sous-cutané in vivo avec traitement intra-péritonéal. 

A 

B 
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Concernant la première approche par voie intra-hépatique (n=2), la première expérience in vivo a 

montré lors de la quantification du pourcentage de cellules HLA-ABC+ par IHC, sur des coupes de foie 

injecté, péri-tumoral et reins, des différences non significatives entre le groupe anti-CLA et le groupe 

contrôle (n=5 souris pour chaque groupe). Cependant, nous avons noté une légère diminution de la 

dissémination dans les reins. Nous avons donc refait cette expérience mais les résultats n’étaient pas 

similaires ou significatifs (Figure 35).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 35 : Rôle de l’anti-CLA sur la prolifération et la dissémination des LTCP dans un modèle de 

xénogreffe intra-hépatique in vivo avec un traitement intra-péritonéal. 

Quantification des cellules HLA-ABC+ sur des coupes de foie injecté, péri-tumoral et reins de souris injectées par 
des cellules My-La puis traitées en intra-péritonéeal avec isotype contrôle IgM ou un anticorps anti-CLA (HECA-
452) ultra-leaf. Cette expérience a été réalisé 2 fois N°1 (A) et N°2 (B). L’analyse statistique a été réalisée à 
l’aide d’un test de Mann-Whitney. ns = non-significant. 
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Concernant la deuxième approche par voie sous-cutanée (n=1), l’évolution tumorale semblait être 

similaire dans le groupe traité avec l’anticorps anti-CLA par rapport au groupe contrôle (n=8 souris 

pour chaque groupe). La quantification du pourcentage de cellules HLA-ABC+ par IHC a montré un 

pourcentage légèrement plus faible mais non significatif au niveau du foie et un pourcentage 

significativement plus faible au niveau du rein dans le groupe anti-CLA par rapport au groupe contrôle 

(Figure 36). Les résultats laissent suggérer une diminution de la dissémination des cellules de LTCP 

lors du ciblage du CLA avec l’anticorps anti-CLA dans ce modèle de xénogreffe par voie sous-cutanée 

et traitement intra-péritonéal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Rôle de l’anti-CLA sur la tumorigénicité et la dissémination des LTCP dans un modèle de 

xénogreffe sous-cutané in vivo avec un traitement intra-péritonéal. 

Evolution tumorale et quantification des cellules HLA-ABC+ sur des coupes de foie et de reins de souris 
injectées par des cellules My-La puis traitées en péri-tumoral avec l’isotype contrôle IgM ou un anticorps 
anti-CLA (HECA-452) ultra-leaf. La quantification de l’aire HLA-ABC+ est réalisée avec le logiciel HALO. 
L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test de Mann-Whitney. ns = non-significant ; *p<0,05. 
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Nous avons prévu de répéter cette dernière expérience de greffe sous-cutanée suivi d’un traitement 

avec l’anticorps anti-CLA ou l’isotype contrôle. Cependant, l’anticorps anti-CLA ne semble pas avoir 

d’effet lorsque le traitement est directement administré aux souris dans nos conditions 

expérimentales (100µg/ souris/ tous les 2 jours). La mise en place de tels modèles nécessite d’ajuster 

la fréquence, la dose et la durée. Cependant, nous sommes limités par la quantité d’anticorps anti-

CLA pour augmenter la dose, la fréquence et la durée du traitement.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

L’objectif de mon projet de thèse était d’étudier le rôle de CLA dans le développement des LTCP et 

plus particulièrement son implication dans l’agressivité de l’invasion cutanée et/ou la dissémination 

ainsi que la survie des cellules de LTCP dans les formes avancées de LTCP.  

 

Nos résultats fournissent des preuves sur les rôles biologiques du CLA dans la survie, la prolifération 

et la migration des cellules de LTCP (Figure 37). Ceci a été possible grâce à l’utilisation de deux 

stratégies. La première consistait à bloquer son enzyme de maturation, ST3Gal-4. L’inhibition de cette 

enzyme induit la diminution de l’expression de CLA à la surface des cellules sans modifier celle de 

PSGL-1, ainsi l’effet obtenu passe au moins en partie par CLA. Cependant il peut également exister 

d’autres effets indépendants de CLA dont les mécanismes doivent encore être explorés. La deuxième 

stratégie consistait à cibler directement le CLA avec un anticorps monoclonal sur des cellules de LTCP 

de patients et des cellules de la lignée cellulaire My-La. Le traitement anti-CLA a altéré à la fois la 

migration et la survie des cellules de LTCP en induisant l’apoptose. Cette induction semble dépendre 

du niveau d'expression de CLA à la surface des cellules, épargnant ainsi les LT CD4+ circulants 

normaux qui l’expriment faiblement d'un effet secondaire. Le CLA, qui est une molécule intervenant 

dans l’adressage cutané des LT, pourrait donc représenter une nouvelle cible thérapeutique.  

 
Figure 37 : Rôle de la molécule Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen 

(CLA) dans le développement des lymphomes T cutanés primitifs 
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Bien que le CLA soit exprimé par une minorité importante de LT du sang périphérique, le maintien de 

ces cellules en culture entraîne une perte d’expression, ce qui complique l’analyse de sa structure et 

de sa fonction. Des méthodes ont été décrites qui inversent partiellement cette inhibition, l’activation 

des cellules permet de stimuler faiblement son expression mais celles-ci n’entraînent qu’une 

expression de bas niveau puis une perte de l’expression rapidement (Fuhlbrigge RC et al Nature. 1997 

; Picker LJ et al. 1993 ; Leung DY et al. 1995). Nous avons donc entrepris d’étudier le rôle de CLA sur 

la lignée My-La (MF-T) dont les cellules sont à 100% positives pour CLA mais également sur les cellules 

de patients atteints de SS dont la majorité des cellules tumorales expriment le CLA. Néanmoins, il 

serait intéressant de tenter de faire réexprimer le CLA sur lignées de LTCP qui ne l’expriment pas, 

comme par exemple HUT78 ou bien d’autres lignées SS dérivant de cellules de Sézary de patients et 

développées au sein de notre laboratoire (Poglio S et al. 2021). La stratégie de surexpression 

protéique n’étant pas adaptée car PSGL-1 et CLA ont un corps protéique commun, nous pourrions 

tenter d’activer les cellules avec des billes CD3/CD28/CD2 et dans différentes conditions de cultures. 

 

Nous avons pu observer après avoir caractérisé l’expression de CLA à la surface des cellules tumorales 

de LTCP de patients dans le sang et dans la peau qu’il existe une grande hétérogénéité entre les 

patients. De plus, aucune corrélation n’a été observée entre la quantité de cellules CD3+CLA+ 

circulantes et résidentes de la peau suggérant une expression de CLA hétérogène entre ces deux 

compartiments. Néanmoins, les cellules de la peau et du sang semblent avoir un profil d'expression 

et un statut prolifératif différents qui pourraient expliquer cette absence de corrélation. En effet, la 

prolifération et l’expression des gènes liés à la progression du cycle cellulaire sont plus élevés dans 

les LT tumoraux de la peau en comparaison à ceux dérivant du sang (Cristofoletti C et al. 2019 ; 

Herrera A et al. 2021). 

 

Dans le cas du psoriasis et de la dermatite atopique, des pathologies cutanées inflammatoires, le taux 

de LT CLA+ circulants peut être un biomarqueur de l’évolution de la maladie. En revanche, l’impact 

pronostic et/ou diagnostic n’a pas été exploré dans les LTCP. Nous avons pu montrer qu’une faible 

proportion de cellules CLA+CD45RO+ circulantes chez les patients était de mauvais pronostic. Ce 

résultat pourrait s’expliquer par l’absence d’adressage cutané d’une partie des cellules de LTCP 

n’exprimant pas CLA et donc favoriser à terme leur dissémination dans les ganglions.  
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Nos travaux ont permis de mettre en évidence comme dans les LT mémoires normaux, l’implication 

du CLA dans la migration transendothéliale des cellules de LTCP de patients et des cellules de la lignée 

My-LA et ainsi de leur migration vers la peau. L’utilisation d’un anticorps dirigé contre le CLA, HECA-

452, dans un système de transwell avec des cellules vasculaires humaines a induit une réduction de 

la migration. La surexpression de la E-sélectine à la surface des cellules microvasculaires augmentant 

la migration transendothéliale des cellules de LTCP, suggère que l’interaction E-sélectine/CLA est 

importante dans ce processus. En effet, dans ces conditions, le traitement avec l’anticorps anti-CLA 

diminue fortement la migration des cellules. Néanmoins, il serait intéressant de confirmer ces 

résultats en réalisant des tests de migration transendothéliale dans les mêmes conditions avec des 

cellules de LTCP qui n’expriment pas le CLA. L’utilisation d’une stratégie knock-down shARN afin de 

diminuer l’expression de l’enzyme responsable de la maturation de CLA, ST3Gal-4, a eu le même effet 

que l’anticorps HECA-452, suggérant que cet anticorps aurait des fonctions bloquantes, ce qui n’était 

pas bien établi auparavant (De Boer et al. 1994 ; Kummitha et al. 2012). De plus, comme ce qui a été 

décrit précédemment dans les cellules myéloïdes, nous avons pu confirmer le rôle de ST3Gal-4 dans 

la maturation du CLA dans le contexte des LTCP (Mondal N et al. 2015). ST3Gal-4 pourrait également 

représenter un nouvel outil pour la thérapie ciblée des formes avancées de LTCP. En effet, il pourrait 

exister d’autres effets indépendants de CLA dont les mécanismes doivent être explorés. Pour cela, il 

serait intéressant d’approfondir cet aspect-là en utilisant des inhibiteurs de sialyltransférases à large 

spectre (3Fax-Neu5Ac) (Natoni et al., 2020). Néanmoins, l’étude de telles hypothèses nécessiteraient 

également de nouveaux traitements. En effet, les inhibiteurs actuels des sialyltransférases ne sont 

pas spécifiques de ST3Gal-4 et pourraient induire d'autres effets secondaires (Templeton et al., 

2021). Ces inhibiteurs à large spectre pourraient avoir des effets opposés inattendus en améliorant 

la survie des cellules tumorales comme cela a été montré dans le myélome multiple humain (Natoni 

et al., 2020). 

Une étude fonctionnelle récente propose d’utiliser CLA afin d’adresser spécifiquement un agent 

photoactivable. Dans celle-ci, un anticorps HECA-452 couplé à un colorant photo-absorbant, la 

phtalocyanine hydrophile IRdye 700DX® (IR700) et activable par la lumière proche infrarouge a été 

utilisé (Silic-Benussi et al., 2021). Néanmoins, cette étude n’a montré aucun effet direct de l’anticorps 

HECA-452 sur la survie des cellules de LTCP probablement dû à une concentration d’anticorps plus 

faible par rapport à celle utilisée lors de nos expériences. 

En effet, nos résultats montrent clairement que le ciblage de la molécule CLA ou sa diminution à la 

surface cellulaire impacte la survie des cellules LTCP in vitro en induisant un signal apoptotique via 
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l’activation rapide des effecteurs des caspases 3/7, 8 et 9. En revanche, le ciblage de CLA sur les LT 

CD4+ normaux qui expriment partiellement CLA mais à un niveau plus faible par rapport aux cellules 

de LTCP n’a pas cet effet. Ceci peut s’expliquer par le fait que l’état d’activation des voies de 

signalisation dont la signalisation du TCR ne sont pas similaires entre les cellules T CD4+ normaux et 

tumoraux. Ce phénomène a déjà été décrit précédemment dans les cellules de LTCP. En effet, au 

niveau basal et après stimulation, l’activation des voies du TCR est plus faible par rapport aux cellules 

de donneurs sains (Fargnoli MC et al. 1997 ; Klemke et al., 2009). Ce phénomène confère également 

une résistance aux cellules de LTCP à la mort cellulaire induite par activation (AICD) en raison de la 

diminution de l'expression de CD95 (Klemke et al., 2009). 

 

Le rôle de CLA sur les voies de signalisation impliquées dans la migration, la survie et la prolifération 

cellulaire n’étant pas bien élucidé dans le contexte des LTCP, nous avions supposé que CLA pourrait 

avoir le même rôle que PSGL-1. En effet, CLA et PSGL-1 appartiennent à la même famille et diffèrent 

par les modifications post-traductionnelles et les motifs sLex qu’elles contiennent. PSGL-1 est connu, 

entre autres, pour avoir un rôle dans la migration cellulaire et plus particulièrement le recrutement 

de cellules immunitaires lors de l’inflammation. De récentes études ont également montré son rôle 

potentiel dans l’inhibition de la fonction des cellules T normales. En induisant la déphosphorylation 

de ERK et AKT, PSGL-1 est responsable de l’inhibition de la signalisation du TCR (Tinocco et al., 2017). 

A contrario, nos données suggèrent que le CLA a un effet opposé dans les cellules de LTCP. En effet, 

l'expression du CLA semble protéger les cellules de l’apoptose. D’après les résultats que nous avons 

obtenus, CLA n’aurait pas d’effet sur les voies de l’immunité nécessitant l’activation de ZAP70, AKT 

et ERK. Toutefois, l’effet du ciblage du CLA sur l’activation des caspases étant très rapide, une analyse 

à court terme en utilisant des phospho kinases array pourrait être nécessaire afin de poursuivre 

l’éclaircissement des mécanismes moléculaires modulés par CLA. 

De plus, un anticorps humanisé anti-PSGL-1 (SelK2) a été développé et est testé cliniquement sur des 

pathologies telles que l’asthme. D’autres études ont montré que l’inhibition de l’interaction entre les 

cellules de myélome multiple et les cellules endothéliales et stromales en ciblant PSGL-1 avec 

l’anticorps SelK2, diminue l’adhésion et la prolifération des cellules de myélome multiple et augmente 

la sensibilité de ces cellules aux traitements (Muz B et al., 2015). Il serait donc également intéressant 

d’étudier le lien que CLA pourrait avoir avec PSGL-1 afin d’éventuellement combiner le ciblage de CLA 

et PSGL-1 lors des traitements.  
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Nous avons confirmé le rôle biologique in vivo du CLA sur la tumorigenèse et la dissémination des 

cellules de LTCP à l'aide d'un modèle de xénogreffe de souris (Andrique L et al., 2016) après avoir 

prétraité ces cellules avec l’HECA-452 et en les injectant par voie intra-hépatique dans la souris. Le 

ciblage de la molécule de CLA a diminué le développement tumoral au niveau du site d’injection 

probablement dû à la mort cellulaire induite, montrant ainsi la capacité du traitement à altérer 

l’aptitude des cellules à générer une tumeur in vivo.  

Afin de pallier le biais que l’effet du prétraitement induit sur les cellules dans le modèle in vivo 

précédent, nous avons tenté de développer un modèle in vivo pré-clinique avec des tumeurs pré-

établies. Pour cela, nous avons entrepris la production d’un anticorps de grade fonctionnel. Après de 

nombreuses difficultés, nous avons testé plusieurs modèles in vivo pour déterminer celui qui serait 

le plus adapté pour notre étude et notre anticorps. Le modèle de xénogreffe où les cellules de LTCP 

sont injectées par voie sous-cutanée puis traitées après l’établissement de la tumeur par voie intra-

péritonéale semble être le plus approprié. En effet, les résultats laissent suggérer une diminution de 

la dissémination des cellules de LTCP lors du ciblage du CLA avec l’anticorps HECA-452. Néanmoins, 

l’expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et nécessite d’être répliquer afin de confirmer ces 

résultats et valider l’effet de CLA.  

 

Les cellules My-La transduites avec le shARN contrôle ou les shARN ciblant ST3Gal-4 ne nous ont pas 

permis de réaliser des expériences in vivo. Ces cellules perdent l’expression du gène rapporteur GFP 

et du shARN, à long terme 3 semaines après xénogreffe chez la souris. En effet, après la xénogreffe 

de cellules transduites nous avons vérifié si le shARN était toujours intégré dans le génome de ces 

cellules et nous avons observé une perte de l’expression de la GFP et donc de l’expression du shARN. 

Ce phénomène pourrait s’expliquer par une modification de la méthylation du promoteur U6 et PGK 

au cours du temps. Pour cela, il serait intéressant de développer des lentivirus contenant les mêmes 

shARN mais avec des promoteurs inductibles. Cette approche préviendrait le problème de la perte 

d’expression du gène rapporteur de la GFP et des shARN mais également l’effet apoptotique induit 

par le traitement des cellules avec l’anticorps HECA-452. Ainsi, la xénogreffe de cellules transduites 

puis l’induction des shARN in vivo nous permettrait d’évaluer l’effet du CLA sur la tumorigenèse et la 

dissémination des cellules de LTCP. 

 

La démonstration, in vitro et in vivo, de l’implication de CLA dans la migration et la survie des cellules 

de LTCP permet d’envisager son utilisation ou celle de son enzyme de maturation, ST3Gal-4, dans le 

traitement des formes avancées de LTCP.  
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ANNEXES 
 

I) Matériel et Méthodes  

 Cellules de Sézary de patients  

Les prélèvements sanguins ont été obtenus grâce au service d'onco-dermatologie du CHU de 

Bordeaux. Les patients ont donné leur consentement conformément à la déclaration d'Helsinki et 

aux règles éthiques nationales. Le comité d'examen institutionnel a approuvé les manipulations des 

échantillons du patient Sézary (DC-2008-412). 

 

 Préparation des cellules de patients  

Les échantillons de sang de patients ont été préparés après dilution de 15 ml de sang avec un volume 

égal de tampon phosphate salin (PBS). Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont 

été isolées après ajout du mélange précédent sur gradient de densité dans un tube Falcon Pancoll 

(PAN BIOTECHTM, Aidenbach, Allemagne) et centrifugation 15 min à 850g. L'anneau du milieu, 

contenant les cellules mononucléées, a été prélevé et lavé avec du PBS. Les cellules ont été 

centrifugées 5 min à 180 g puis comptées. Les cellules ont été congelées à raison de 5 à 10 millions 

dans 1 mL de Sérum Fœtal Bovin (FBS) additionné de 10 % de Diméthylsulfoxyde (DMSO). 

 

 Culture 

1) Des cellules de patients  

Les cellules de Sézary de patients purifiées et triées par cytométrie de flux, comme décrit ci-dessous, 

ont été cultivées comme décrit précédemment (Armstrong F et al., 2009 ; Poglio S et al., 2021). En 

bref, les SC ont été cultivées dans un milieu de lymphome à cellules T composé de milieu alpha-MEM, 

10 % de FBS, 10 % de sérum AB humain (Institut de biotechnologie Jacques Boy, Reims, France), de 

Stem Cell Factor humain (hSCF) à 50 ng/mL, Fms-like tyrosine kinase-3 humain (hFLT-3) à 20 ng/mL, 

Interleukine-7 (IL-7) à 20 ng/ml, insuline à 20 nM et 1% de pénicilline/streptomycine. Les cellules de 

Sézary ont été maintenues à 37°C, dans une atmosphère à 5% de CO2, dans un incubateur. 
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2) Des lignées de lymphomes T cutanés primitifs  

La lignée cellulaire My-La dérivant d'un MF-T a été gracieusement offerte par le Dr Kaltof (Université 

d'Aarhus, Danemark). Les cellules ont été cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) (avec 10 % de FBS et 1 % de pénicilline/streptomycine) et maintenues à une concentration 

minimale de 5x105 cellules/mL à 37 °C, dans une atmosphère contenant 5 % de CO2, dans un 

incubateur. 

3) Des cellules endothéliales  

Nous avons utilisé des HMVEC dérivés du derme et des HUVEC dérivés de veine ombilicale (LONZA, 

Bale, Suisse). Les cellules ont été cultivées dans une flasque à 1,25 x 105 cellules/25 cm² dans 5 ml de 

milieu Endothelium Cell Basal Medium-2 (EBM-2), contenant 2 % de FBS, 0,04 % d'hydrocortisone, 

0,4 % Fibroblast Growth Factor-B humain (hFGF-B), et 0,1 % Vascular Endothelium Growth Factor 

(VEGF), acide ascorbique, Recombinant long R Insulin-like Growth Factor-1 (R3-IGF-1), facteur de 

croissance épidermique Epidermal Growth Factor humain (hEGF) et Gentamicin Sulfate 

Amphotericin-B (GA-1000). Lorsque les cellules étaient à 70 % de confluence, elles ont été décollées 

avec de la trypsine/EDTA (0,025%) préchauffées à 37°C, puis centrifugées et réensemencées. Elles 

ont été maintenues à 37°C, dans une atmosphère à 5% de CO2, dans un incubateur. Tous les 

composés utilisés pour maintenir les cellules étaient ceux recommandés par le fournisseur de lignées 

cellulaires (LONZA, Bale, Suisse). 

 

 Caractérisation du clone TCRVβ (cytométrie en flux) 

Le clone de cellules T a été caractérisé par le réarrangement Vβ du du TCR. Le TCR Vβ Repertory Kit 

a été utilisé pour détecter le clone dominant dans les cellules de patients. Il est composé de 8 tubes 

contenant 3 anticorps couplés fluorochrome (FITC-PE). La coloration et les contrôles ont été effectués 

selon les recommandations du fournisseur avec 1 µL d'anticorps anti-CD8-PE-Cy7 (RPA-T8), anti-CD4-

BV421 (RPA-T4) et anti-CD3-APC-H7 (SK7). 2x105 cellules ont été marquées avec les anticorps dans 

100 µL de PBS sans Ca2+ ni Mg2+. Après une incubation de 30 min dans l'obscurité à 4°C, les cellules 

ont été lavées avec 1 ml de PBS pour éliminer les anticorps non fixés. Après centrifugation pendant 

5 min à 180g, les cellules ont été reprises dans 500 µL de PBS afin d'être analysées par cytométrie de 

flux. Les analyses ont été réalisées avec un FACS Canto II (BD, Biosciences, New Jersey, USA) sur la 

plateforme UB'Facsility (TBM Core, Bordeaux). Le logiciel BD FACSDiva™ (BD, Biosciences, New Jersey, 

USA) a été utilisé pour l'interprétation des données. 
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 Quantification de l’expression de CLA 

Pour les cellules SS de patients, un blocage des monocytes et des lymphocytes B a été réalisé en 

traitant les cellules avec une protéine recombinante qui mime le fragment Fc des anticorps (BD Fc 

Block humain, BD Biosciences, New Jersey, USA) pendant 10 min à 4°C. Cela permet d'éviter la fixation 

d'anticorps fluorescents sur ces sites et donc d'éviter la détection de faux positifs lors de l'acquisition. 

Les anticorps utilisés ici étaient anti-CLA-APC (HECA-452), anti-TCRVβ-PE (clone dominant), anti-

CD45RO-FITC (UCHL1) et anti-CD3-APC-H7 (SK7). L'acquisition et l'analyse ont été effectuées comme 

indiqué précédemment. Le pourcentage de cellules CLA+ ou de cellules CD45RO+CLA+ a été quantifié 

par cytométrie de flux parmi les cellules TCRVβ+CD3+ et son RFI (Ratio Fluorescence Intensity) 

mesuré.  

 

 Tri des cellules de patients et des My-La 

Pour les cellules SS de patients, 1x106 cellules ont été préalablement marquées dans 100 µL de PBS 

avec des anticorps anti-TCRVβ-PE, anti-CD8-PE-Cy7, anti-CD4-BV421 et anti-CD3-APC-H7, comme 

mentionné ci-dessus. Après centrifugation, les cellules ont été réhomogénéisées avec 500 µL de PBS 

et 2 % de FBS + HEPES/EDTA. Les cellules ont été triées à l'aide de BDFACSAriaTM, disponible à la 

plateforme UB'Facsility (TBM Core, Bordeaux), afin de sélectionner la population cellulaire clonale. 

Les cellules TCRVβ+ ont été sélectionnées parmi les cellules CD3+, CD4+ et CD8- et un test de pureté 

a été réalisé pour confirmer que seulement les cellules des patients SS ont été sélectionnées. Pour 

les cellules My-La transduites, les cellules transduites étaient positives pour la GFP. Les cellules ont 

été triées en sélectionnant les cellules GFP+. 

 

 Transduction des cellules My-La 

Des vecteurs pLKO.1-U6-GFP contenant un gène rapporteur Green Fluorescent Protein (GFP) et un 

shARN Contrôle ou shARN ST3Gal-4 exon5 ou exon8 ont été produits dans notre laboratoire grâce au 

Dr David Cappellen et Yamina Idrissi. La production des lentivirus a été réalisée par la plateforme de 

Vectorologie TBMCore de Bordeaux. La lignée My-La a été transduite à raison de 105 cellules par puits 

de plaques 24 puits dans 500 L de milieu RPMI + 10% SVF. Les virus ont été ajoutés à la culture avec 

une Multiplicité D'Infection (MOI) de 10. Après 3 jours à 37°C avec 5% de CO2, les cellules sont lavées 

deux fois avec du PBS et reprises dans du nouveau milieu de culture. 
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 Migration trans-endothéliale  

1) Des cellules triées de patients et de la lignée cellulaire My-La 

Des plaques 24 puits contenant des transwells poreux de 5 µm ont été utilisées pour les cellules de 

patients SS et des plaques 12 puits contenant des transwells poreux de 8 µm (ThinCertTM, Greiner 

Bio-one) ont été utilisées pour la lignée cellulaire My-La. Les Transwells ont été revêtus, 2 jours avant 

le test de migration, de 200 µL de solution de gélatine à 0,2 %. Après 1h à 37°C, le liquide en excès a 

été prélevé et des cellules HMVECs ou HUVECs ont été ensemencées dans des transwells avec une 

quantité de 1,5x105 cellules dans 150 µL de milieu. Après 2 jours, le milieu des cellules endothéliales 

a été soigneusement aspiré. Différentes conditions de chimio-attractants ont été ajoutées dans les 

chambres inférieures : 100 ng/mL du chimio-attractif SDF-1, 100 ng/mL de CCL19/21, dilué dans le 

milieu (400 µL par puits en plaques 24 puits ou 750 µL par puits dans des plaques 12 puits). 5x105 

cellules de patients SS triées ou cellules My-La ont été pré-traitées avec 30 ou 15 µg/mL de mAb anti-

CLA (HECA-452, Biolegend) ou son isotype contrôle (RTK2118) ou non traité (condition contrôle), et 

mis dans chaque chambre supérieure dans 150 ou 400 µL de milieu, respectivement.  

2) Évaluation du pourcentage de cellules migrantes 

Après 3h d'incubation à 37°C, les transwells ont été retirés et le milieu contenant les cellules 

migrantes dans les chambres inférieures a été prélevé. Les cellules migrantes ont été comptées avec 

des cellules KOVA (HYCORE BioMedical, USA). Le pourcentage de cellules migrantes a été calculé avec 

la formule suivante : 

Pourcentage de cellules migrantes =  

 

 Evaluation de la prolifération  

Les tests de prolifération ont été effectués à l'aide de CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester (Cell 

Trace CFSE Proliferation kit, Molecular Probes) marqué sur la lignée cellulaire My-La selon les 

recommandations du fabricant. Les cellules transduites My-La shControl, shST3Gal-4 ex5 ou 

shST3Gal-4 ex8 ont été cultivées dans leur milieu pendant 3 jours et l'acquisition a été réalisée avec 

un cytomètre Canto II (BD, Biosciences, New Jersey, USA) à la plateforme UB'Facsility (TBM Core, 

Bordeaux). Le logiciel FlowJo (BD, Biosciences, New Jersey, USA) a été utilisé pour l'interprétation des 

données. 

Nombre de cellules migrantes (chambre inférieure) 
Nombre de cellules déposées (chambre supérieure) 

X100 
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 Evaluation de la mort cellulaire  

Le test d'apoptose-nécrose a été réalisé sur des cellules SS de patients, une lignée cellulaire My-La 

ou des cellules T CD4+ de donneurs sains. 1x105 cellules ont été cultivées en plaque 24 puits dans 

leur milieu et traitées avec un mAb anti-CLA ou son contrôle isotypique (30 µg/mL respectivement) 

pendant 3 ou 72 heures avec un traitement toutes les 24h. Le pourcentage de cellules mortes totales 

a été évalué par FACS après coloration à l'Annexine V (APC) et Hoechst comme recommandé par le 

fournisseur. Les cellules ont été lavées avec 1 mL de PBS froid, centrifugées à 180 g pendant 5 min et 

réhomogénéisées dans 100 µL de solution de Binding Buffer Annexin V (1x). 3 µL d'Annexine V-APC 

ont été ajoutés en suspension cellulaire et les cellules ont été incubées 15 min, à température 

ambiante, dans l'obscurité. Ensuite, 300 µL de Binding Buffer Annexin V (1x) et 100 µL de solution 

Hoechst 33342 (0,25 %) ont été ajoutés à la suspension cellulaire juste avant l'acquisition. Les cellules 

Annexine V- Hoechst + ont été considérées comme des cellules nécrotiques, les cellules apoptotiques 

précoces étaient Annexine V+ et Hoechst-, et les cellules apoptotiques tardives étaient Annexine V+ 

et Hoechst+. L'apoptose a également été évaluée en mesurant les activités des caspases-3/7, 

caspase-8, caspase-9 par FACS en utilisant le kit de détection FAM-FLICA selon les recommandations 

du fabricant (Biorad). L'apoptose a aussi été détectée par la perte du potentiel de la membrane 

mitochondriale à l'aide d'un colorant à base de Tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM). Après 

traitement, les cellules ont été incubées avec 200 nM de TMRM pendant 30 minutes à 37°C et la 

fluorescence mesurée par cytométrie en flux comme décrit ci-dessus. La perte de la fluorescence 

correspond à une augmentation de la perméabilité des mitochondries puisque le TMRM est un cation 

lipophile fluorescent capable de s'accumuler dans les mitochondries actives avec des potentiels 

membranaires intacts. 

 

 RTqPCR 

1) RTqPCR assay 

1x106 cellules SS de patients par puits ont été cultivées en milieu LTC et traitées avec un mAb anti-

CLA ou son contrôle isotypique (30 µg/mL respectivement) pendant 3 heures. Les cellules ont été 

ensuite récoltées et l'ARN total a été extrait à l'aide du Direct-zol RNA MiniPrep (ZYMO Research, 

Ozyme) tel que recommandé par le fabricant. La RT (kit de synthèse d'ADNc iScript, BioRad) et la 

qPCR (SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix) ont été effectuées sur une plaque personnalisée 
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contenant des amorces de différents gènes impliqués dans la signalisation, la survie et le cycle 

cellulaire du TCR, comme recommandé par le fabricant. 

2) RTqPCR ST3Gal-4 

L'ARN total des cellules transduites par shControl, shST3Gal-4 ex5 et ex8 a été extrait à l'aide du 

Direct-zol RNA MiniPrep (ZYMO Research, Ozyme) tel que recommandé par le fabricant. 200 ng 

d'ARN ont été utilisés pour générer de l'ADNc en utilisant le kit de transcriptase inverse SuperScript 

II (Invitrogen, France). La qPCR sur le gène ST3Gal4 a été réalisée en utilisant TakyonTM No Rox SYBR® 

MasterMix dttP Blue (Eurogentec, France) avec les amorces suivantes, sens forward : 5’-

CAAGACGCCATCTGCTTACGA-3’, et reverse : 5’-GCACCTGAGGCTCTGGATGTT-3’. Le Stratagene 

Mx3005P (Agilent Technologies, USA) a été utilisé pour effectuer la RTqPCR. L'expression génique a 

été normalisée à l'expression du gène de ménage TBP (TATA-Box Binding Protein) (amorce forward : 

5'-CACGAACCACGGCACTGATT-3' et amorce inverse : 5'-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGA-3'). L'expression 

relative des gènes a été calculée en utilisant le 2-ΔΔCt selon la méthode décrite par Livak et 

Schmittgen (2001). 

 

 Modèles murins  

Les cellules ont été xénogreffées par voie intrahépatique (IH) ou en sous-cutané (SC) chez des souris 

immunodéficientes en NSG (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ) mâles âgées de 8 à 12 semaines sous 

anesthésie à l'isoflurane à 2,5% (Belamont, Piramal Healthcare, Northumberland, UK), comme décrit 

précédemment (Andrique et al., 2016). Les souris ont été suivies cliniquement pendant 2 semaines 

pour le modèle IH et 3-4 semaines pour les modèles SC avec une surveillance globale de la santé 

animale (cf schémas expérimentaux partie Résultats). Après la prise de greffe, les souris ont été 

sacrifiées, les poids corporels et hépatiques ont été mesurés, et le rapport foie/corps a ensuite été 

déterminé. Le foie et les reins ont été fixés dans du formaldéhyde à 4% (MERCK Millipore, VWR 

International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, France) pour l'immunohistochimie (IHC). 

 

 Immunohistochimie (IHC)  

Les IHC anti-Human leukocyte antigen (HLA-ABC - 1:100 de l'Anticorps 70328; Abcam, Paris, France) 

et anti-CLA (HECA-452, 1:100 de l'Anticorps; Biolegend) ont été effectués sur des coupes d’organes 

de biopsie cutanée de patients SS (3 µm d'épaisseur d'organes fixés au formol et inclus en paraffine). 
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Un kit anti-souris ImmPRESS marqué à la horseradish peroxidase (HRP) (laboratoires Vector) et le 

système chromogène de substrat liquide DAB+ (Dako) ont été utilisés pour révéler les cellules HLA-

ABC-positives. Les lames ont été analysées à l'aide du logiciel Panoramic Scan (3DHISTECH, Budapest, 

Hongrie) et du logiciel Panoramic Viewer version 1.15.4 (3DHISTECH) ou à l'aide du microscope LEICA 

DMR couplé à une caméra NIKON DS-FI2 et du logiciel d'imagerie NIS BR version 4.0 (Nikon, 

Champigny sur Marne, La France). L'évaluation quantitative du marquage HLA-ABC a été réalisée à 

l'aide du logiciel d'analyse d'images ImageJ version 1.48 (Java) ou du logiciel d'analyse d'images HALO 

(Indica Labs). 

 

 Immunofluorescence (IF) 

Les IF ont été réalisées sur des coupes de biopsies cutanées de patients SS (3 µm d'épaisseur 

d'organes fixés au formol et inclus en paraffine). Après le blocage, les coupes ont été incubées avec 

un anticorps anti-CD3 de lapin (polyclonal, 1:200, A0452, Agilent) et un anticorps anti-CLA de rat 

(HECA-452, 1:50 of Antibody; Biolegend) et avec un secondaire anti-lapin couplé à l’Alexa-594 

(chèvre, 1:400, A32740, Thermo Fischer Scientific) et anti-rat couplé à l’Alexa-488 (chèvre, 1:400, 

A11006, Thermo Fischer Scientific). Les lamelles ont été montées sur des lames de verre en utilisant 

un milieu de montage anti-décoloration avec DAPI (VECTASHIELD®, Vector Laboratories). Les images 

et les scans ont été réalisés à l'aide d'un microscope ZEISS Axiolmager couplé au logiciel d'imagerie 

MetaSystems ou de scan Metafer (MetaSystems, Altlussheim, Allemagne). L'évaluation quantitative 

du marquage CLA+CD3+ a été réalisée en utilisant le logiciel d'analyse d'images HALO (Indica Labs). 

 

 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Prism (GraphPad Software V9, Inc, La 

Jolla, CA, USA). Le test de Mann-Whitney non apparié a été utilisé pour analyser les tests de migration 

et de survie avec le test de corrélation de Spearman. La signification a été définie comme *, p<0,05 ; 

**, p<0,01; ***, p<0,001. 
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II) Publications annexes 

 Publication en préparation issue d’un projet en parallèle du 

projet de thèse (Co-premier AUTEUR) : Involvement of CXCR4 

chemoreceptor in Sézary cell homing and dissemination in 

preclinical model of Sézary Syndrome 
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Abstract:  

Sézary Syndrome (SS) is an aggressive form of cutaneous T-cell lymphomas with an abnormal 

proliferation of T cells primarily invading the skin with a predominant circulating clone of T-cell 

population. The mechanisms controlling the homing and dissemination between blood and skin 

compartments deserve further characterization. The percentage of CXCR4+ circulating Sézary cells 

(SC) was determined by flow cytometry. The role of CXCR4 in the SDF-1 (CXCR4 ligand) induced 

migration was studied using a trans-endothelial migration system with purified patient’s SC and SC 

lines treated with AMD3100 (CXCR4 antagonist) or an anti-CXCR4 mAb. The function of CXCR4, 

in vitro and in vivo, in the dissemination of SC was studied using an adhesion assay and a xenograft 

model. Expression of CXCR4 was detected in all patient samples and was stable along the disease 

(N=21, median = 96.9%±9.6). In vitro, AMD3100 and anti-CXCR4 mAb significantly blocked SDF-

1-induced trans-endothelial migration of SC and adhesion on SS Fibroblasts. The treatment with an 

anti-CXCR4 mAb on a SC line increased the establishment of the tumor and its dissemination in 

different tissues. CXCR4 is expressed and functional on SC surface and plays a key role in their 

homing and dissemination in vivo.  
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Introduction:  

Sézary Syndrome (SS) is an epidermotropic CTCL with erythroderma, palmoplantar hyperkeratosis 

and pruritis and also exhibits a malignant T-cell population with superficial lymphadenopathies (1). 

Diagnosis criteria also requires an absolute count of Sézary cells (SC) over 1000/µL in blood, with a 

CD4/CD8 ratio over 10 and a circulating TCR clone identical to skin (2). The 5-year survival rate is 

ranging from 24% to 40% (3,4) and numerous treatments used (extracorporeal photophoresis, 

monoclonal antibodies, histone deacetylases (HDAC) inhibitors, immunomodulators, systemic 

chemotherapies…) are not curative excepted bone marrow transplantation (5).   

Previous analyses of receptors and adhesion molecules on SC surface led to a better recognition of 

malignant T-cell origin and differentiation. It has been shown that SS cells express chemoreceptors 

and molecules involved in lymph nodes migration and recirculation (CCR7 and CD62L), high level 

of CXCR4 and CCR4, but lower and variable levels of other skin addressing molecules (CLA, CCR10 

and CCR6) (6–8). Based on these characterizations, new targeted therapies were developed (anti-

CCR4, anti-CD158k, anti-CD70…) which may act either directly or through immune response (9–

11). 

Among the chemoreceptors expressed by SC, CXCR4 is a seven-transmembrane domain receptor 

that associates with heterodimeric G proteins (7). It is activated by a unique ligand, SDF-1 (Stroma 

cell-Derived Factor-1), also called CXCL12. SDF-1 can also bind the chemoreceptor CXCR7 whose 

functions are controversial and expression not reported in CTCL (12). Interestingly, CXCR4 

expression has been reported in at least 23 different epithelial, mesenchymal and hematopoietic 

cancers (13). It appears to be involved in migration of cancer cells to the site of metastasis and in their 

survival. Preliminary data from animal models suggest that CXCR4 might be an important therapeutic 

target in a large range of cancers ((13) and references therein). In Mycosis Fungoides (MF), which is 

the most common CTCL characterized by an epidermotropic CD4+ T-cell proliferation in the skin 

(1), cancer-associated-fibroblasts-derived CXCL12 and CXCR4 provide a chemoprotective niche for 
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those CXCR4-overexpressing cells and plays a functional role in the skin infiltrating and circulating 

of tumor cells (14). Its ligand, SDF-1, has been detected in skin biopsies of Mycosis Fungoides (MF) 

and SS patients (7,15).  

Based on these results, we first characterized the expression of the chemoreceptor CXCR4 on 

patients’ circulating SC and compared the results with clinical data. Then, we validated CXCR4 

function on SC migration and adhesion properties in patient cells in vitro and using a preclinical 

model of PDX. 
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Materials and methods:  

Patients’ SC 

Blood samples were obtained thanks to the Oncodermatology Department (Bordeaux, France, Pr 

Beylot-Barry, Pr Pham-Ledard) (Table S1). Patients provided informed consent in accordance with 

the Declaration of Helsinki and national ethics rules. The institutional review board of our institution 

approved the manipulations of Sézary samples (DC-2008–412). Tumor cells from peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Pancoll centrifugation and characterized as mentioned 

in Supplemental data and previous work (16). 

Tumor clone characterization 

The T-cell clone was characterized by the dominant T-cell receptor (TCR) Vβ rearrangement in 

combination with different surface markers. The detection of the dominant clone was performed with 

IOTest® Beta Mark TCRVβ Repertoire Kit (Beckman Coulter, Villepinte, France). (see (16) and 

Supplemental data).  

Analyses were performed with FACS CantoII (BD, Biosciences, New Jersey, USA) in the cytometry 

platform TBM Core (Bordeaux).  The BD FACSDiva™ software (BD, Biosciences, New Jersey, 

USA) was used for data interpretation.  

Flow cytometry 

Patients’ SC and SC lines, L1 and L7 cell line (derived from SS (16)) were characterized by flow 

cytometry. The percentage of CXCR4+ cells was quantified among TCRVβ+CD3+ cells, and its 

Ratio Fluorescence Intensity (RFI) measured. For the in vivo analysis, the detection of L1 cells in 

different tissues was quantified by flow cytometry among TCRVβ2+CD3+ cells. Acquisition and 

analysis were performed as reported above.  

Chemotaxis and trans-endothelial migration assays 
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Patients’ SC, previously sorted by flow cytometry, L1, L2 and L7 SC lines were used to perform 

chemotaxis assays in vitro. Experiments were conducted using a system of trans-endothelial 

migration through transwells previously coated with Human Micro Vascular Endothelial Cells 

(HMVECs) or Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) or SS GFP+ skin fibroblasts. The 

chemoattractant SDF-1 (80 ng/mL) was added in the medium in the lower chamber. Cells were seeded 

in the upper chamber after treatment with AMD3100 (1µg/mL) (R&D System) or with anti-CXCR4 

monoclonal antibody (mAb) (50 µg/mL) (clone 12G5, eBioscience) or its control isotype. 3h after, 

migrating cells were counted in the lower chamber and the percentage of migrating cells calculated 

as mentioned in Supplemental data.  

Apoptosis-necrosis analyses 

Apoptosis-necrosis test was performed on L1 and L7 SC lines after 48 hours of treatment with 

AMD3100 (50 µg/mL), or anti-CXCR4 mAb (50 µg/mL, clone 12G5), or its isotype control. The 

percentage of dead cells was evaluated by flow cytometry after staining with Annexin V (APC) and 

Hoechst as recommended by the manufacturer. 

Adhesion assay  

SS GFP+ skin fibroblasts were previously seeded on 12-wells plate or on glass coverslips. After 48h, 

L1 cells were pre-treated or not 1 hour with AMD3100 (50 µg/mL), or anti-CXCR4 mAb (50 µg/mL, 

clone 12G5), or its isotype control. Then, L1 cells were co-cultured with SS GFP+ skin fibroblasts 

and 1 hours later, cells were processed for fluorescent staining or were harvested and counted by flow 

cytometry with beads Precision Count Beads™ (Biolegend) as recommended by the manufacturer.  

PDX experiments 

L1 cells where pre-treated for 2 hours with an anti-CXCR4 mAb (50 µg/mL, clone 12G5) or its 

isotype control. These cells where then injected subcutaneously (1x106 cells/mouse) in 

immunodeficient NOD.Cg-Prkdc (scid)Il2rg(tm1Wjll)/SzJ (NSG) mice (from the Jackson 



7 
 

Laboratory). The monitoring of mice engraftment and tissue analyses are described in the 

Supplementary materials and methods 

Immunohistochemistry  

Immunohistochemistry staining were performed as described (17) and Supplemental data. 

Immunofluorescence  

Co-culture L1 cells and GFP+ skin fibroblasts were fixed in 4% paraformaldehyde solution and 

permeabilized in 0.2% Triton solution. After blocking, cells were incubated with a primary anti-CD3 

antibody (rabbit, polyclonal, 1:200, A0452, Agilent) and with a fluorescent-labelled secondary anti-

rabbit Alexa-594-labelled (goat, 1:400, A32740, Thermo Fischer Scientific) in order to detect L1 

cells. The coverslips were mounted on glass slides using an antifade mounting medium with DAPI 

(VECTASHIELD®, Vector Laboratories). Images were taken using a microscope LEICA DMR coupled 

with a camera NIKON DS-FI2 and NIS BR imaging software version 4.0 (Nikon, Champigny sur 

Marne, France). 

Statistical analysis 

The Prism software was used for statistical analysis (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA). 

The unpaired Mann-Whitney test was employed to analyze migration and survival assays with 

Spearman correlation test. Significance was defined as *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. 
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Results: 

Homogenous expression of CXCR4 on circulating patient SC surface  

Twenty-one patients were included in the study. All the patients’ characteristics are available (Table 

S1). For all patients, we analyzed the expression of CXCR4 among TCRVβ+ and CD3+ circulating 

SC isolated from blood samples by flow cytometry (Figure 1A and Supp Table S1). CXCR4 is 

expressed in 100% of patient samples in the majority of the tumor cells (68-99.8%) (Figure 1A and 

Supp Table S1). The level of expression on the cell surface is heterogeneous with a median of RFI 

from 31 to 4059 (Figure 1A, Supp Table S1). Proportion of CXCR4+ cells and expression level was 

independent from patients’ features and main prognostic factors (data not shown). CXCR4 expression 

in patients 1, 4, 7 and 10 was stable in the sequential samples for the 4 patients tested (Figure 1B).  

Altogether, CXCR4 is expressed in all patient SS samples and is stable along the disease. 

 

CXCR4 chemoreceptor is functional in patient SCs  

We explored the function of CXCR4 receptor in SC migration by in vitro functional assays. 

Chemotaxis assay of SCs from 6 fresh patient samples were performed. The migration in response to 

SDF-1 that is the CXCR4 ligand was measured after 3 hours of incubation and compared to other 

chemoattractants: CCL19/21 (ligands of CCR7) and CCL17/22 (ligands of CCR4). The percentage 

of migration in response to SDF-1 compared to the other chemoattractants was higher for patients 1 

and 7 (respectively 54% and 68%) and similar for the patient 2, 6, 9 and 10 (17.7%; 7.8%; 28.5% and 

38%) (mean 37.2%±21.2) (Figure 2A and S2). This result could be explained by the difference in the 

chemoreceptor expression (Figure 2A and S2E). Altogether, for all the patients, the migration was 

significantly higher in response to SDF-1 compared to CCL19/21. And even if no significant 

difference was observed between SDF-1 and CCL17/22, no significant different was observed either 

between the ligands of CCR7 and CCR4 (Figure S2D).  
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To better mimic the migration of SC from blood to skin through the dermis, we set up a trans-

endothelial migration assay through transwells pre-coated with HMVECs/HUVECs cells. Patients’ 

SC previously sorted by flow cytometry (Supp Figure S1) were treated with AMD3100. After 3 hours, 

the treatment with AMD3100 decreased significantly their migration with a mean inhibition rate of 

90.6%±5.6 compared to the control condition (n=3 patients, p<0.05) (Figure 2B).  

Due to the limited number of fresh patient cells, we used our newly developed SC lines (L1 and L2 

from patient 2 and L7 cell line derived from patient 10) (16). L1 and L7 cell lines express high level 

of CXCR4 compared to L2 cell lines (Supp Table S2). Using trans-endothelial migration system, we 

showed that the treatment with AMD3100 and anti-CXCR4 mAb decreased significantly the 

migration of L1 and L7 cell lines with an inhibition rate of, 96.2±1 and 83.94±1 and 91.2±2 and 

82.78±1, respectively (Figure 3A and S3A). This effect on migration is specific to the CXCR4 

expression as L2 cells which exhibit a low level of CXCR4 expression had a low level of migration 

in response to CXCR4 ligand (1.85±0.4 – Figure S3B).  

In vitro migration of SC in response to SDF-1, and its blockage with AMD3100 and anti-CXCR4 

mAb, confirmed the functional role of CXCR4 in SC migration in fresh patient samples and new SC 

lines.  

 

CXCR4 is not involved in SC survival  

In addition to playing a role in T-cell migration, it has been shown that CXCR4 is implicated in cell 

proliferation and survival of tumor cells in other cancers as T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-

ALL) (18). To evaluate the role of CXCR4 on SC survival, we performed an apoptosis-necrosis assay 

on L1 and L7 SC lines after treatment with AMD3100 or anti-CXCR4 mAb. Flow cytometry was 

used to determine the percentage of dead cells. FACS analysis (Figure 3B) showed that the percentage 

of dead cells did not increase after treatment with AMD3100 or anti-CXCR4 mAb in comparison 

with the untreated or isotype control condition after 48 hours of treatment (Figure 3C; N=4, ns). This 
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suggests that the effect of CXCR4 inhibition on cell migration is not due to an increase of cell death 

in our treatment conditions. 

 

CXCR4 is involved in SC nesting and dissemination of SC in PDX model 

To study the effect of the anti-CXCR4 mAb on the SC nesting and dissemination in vivo, we used a 

xenograft model where L1 cells were pre-treated for 2 hours with an anti-CXCR4 mAb or with the 

corresponding control isotype or AMD3100 and PBS. Then we injected subcutaneously the cells in 

immunodeficient mice to evaluate whether the SS tumor are able to develop. Macroscopic analysis 

(Figure 4A, C and E) showed a significant increase of the tumor volume at the site of injection in the 

mice injected with L1 cells pre-treated with anti-CXCR4 or AMD3100 compared to the control group. 

We also observed a significant increase of the spleen and liver weight in the anti-CXCR4 group 

compared to the control as well as a low but no significant increase was noticed for the kidney (Figure 

S4E, F and G).  

We analyzed by flow cytometry the percentage of TCRVβ2+CD3+ L1 cells present in different 

tissues such as blood, bonne marrow, spleen, kidney and liver (Figure 4D and F; S4A-D; S5A-D). 

FACS analysis showed a significant increase of the percentage of L1 cells pre-treated with the anti-

CXCR4 mAb in the different organs. We also performed an immunohistochemistry (IHC) using an 

anti-HLA-ABC antibody, a marker of human cells, on injected skin and kidney sections confirming 

the increase number of L1 SC cells in the anti-CXCR4 group compared to the control (Figure 4B). 

These results show that the treatment with an anti-CXCR4 mAb on L1 cells have a pro-survival effect 

and increases the establishment of the tumor in situ and its dissemination in different tissues compared 

to the control group.  
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SS cell homing via patient skin fibroblasts and their nesting needs the CXCR4/SDF-1 axis  

To study if the effect of anti-CXCR4 Ab could be explained by the SCs homing and nesting in the 

skin niches and particularly if the skin fibroblasts could interact with SCs through CXCR4/SDF-1 

axis, we performed an adhesion assay. L1 cells pre-treated with AMD3100 or anti-CXCR4 mAb or 

its isotype control were co-cultured with SS GFP+ skin fibroblasts. After 1 hour, adherent cells were 

harvested and counted by flow cytometry or processed for fluorescent staining. Counting FACS 

analysis showed that the treatment with AMD3100 and anti-CXCR4 mAb decreased significantly the 

number of adherent cells, respectively 1.3 and 0.4-fold decrease (Figure 5A; N=4). We obtained also 

the same result in immunofluorescence where we assessed a number of adherent cells decreasing 

when L1 cells were pre-treated with anti-CXCR4 mAb or AMD3100 (Figure 5B). We then performed 

a chemotaxis assays of L1 cells pre-treated or not with AMD3100 (1µg/mL) through transwells where 

SDF-1 (80 ng/mL) or SS GFP+ skin fibroblast was added or seeded in the lower chamber. After 3 

hours, cell counting in the lower chamber showed that the SS GFP+ skin fibroblasts induces a 

significant migration whereas the pre-treatment with AMD3100 decreased this migration (Figure 5C; 

12.7±1.8 vs 0.8±0,1; N=2; quadruplet).  
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Discussion 

Our study performed on a 22 patient cohort shows that patient SCs express CXCR4 along the disease. 

The trans-endothelial migration assay allows us to get close to the physiological migration of SC in 

the dermis and show that the inhibition of CXCR4 blocks patients’ SC migration. Our study provides 

the first evidence of CXCR4 functions in preclinical PDX model and the role of patient skin 

fibroblasts in SC homing. Indeed, blocking CXCR4 on SCs surface increases tumorigenesis and 

dissemination in vivo. CXCR4 is expressed and functional on SC surface and plays a key role in their 

homing and dissemination in vivo. 

 

Several chemoreceptors have been described on CTCL cell surface and are generally known to be 

involved in the regulation of tissue homing, metastasis, proliferation and survival (16). We focused 

on CXCR4 because the SDF-1/CXCR4 axis is involved in the metastasis of several solid cancers 

(14,17), as well as several types of leukemia and lymphomas (18–21). We showed that the SC in all 

patients express CXCR4 and this expression is heterogeneous among patients. CXCR4 expression on 

SC surface was investigated in one single report on a cohort of 12 patients, showing a much lower 

percentage of CXCR4+ SC (average of 64%, versus 96.9% in our study) and heterogeneity between 

patients (7). We also performed sequential analyses for 4 patients, which has never been performed. 

Interestingly, we observed that CXCR4 expression was constant for a same patient independently of 

the treatment or the evolution of the disease suggesting that CXR4 could be target all along the 

disease.  

Contrary to breast, ovarian, lung and other cancers (22,23) where CXCR4 expression was reported to 

be more heterogeneous, we found no correlation between CXCR4 expression on SC surface and the 

clinical features or prognostic factors. 

Another group already showed the implication of SDF-1 in SC migration using chemotaxis assays, 

but did not address the functional role of CXCR4 by its specific inhibition (7). In this study, we 

demonstrate that CXCR4 is functional in patients’ SC surface. Indeed, SCs were found to migrate in 
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response to SDF-1, while inhibition of CXCR4 blocked this migration. Then, these migration 

properties of SC seem independent of the other chemoreceptor binding SDF-1, CXCR7, because of 

the specific inhibition obtained here with CXCR4 inhibitors. Also, a very low expression of CXCR7 

was found on our SC lines even after addition of SDF-1 (data not shown). For Narducci et al., this 

difference is due to the expression of CD26 on cell surface (7). CD26 is a membrane-bound protease 

that has proved to be able to inactivate SDF-1 by proteolytic cleavage in vitro (24). The lack of CD26 

on the cell surface has been reported as a hallmark of circulating SC. However, we observed a high 

expression of CD26 in L7 SC line derived from patient 10, which was shown to display migration 

properties that does not support that CD26 expression could inhibit migration properties.  

The anti-CXCR4 mAb here used for flow cytometry and functional assays is the 12G5 clone, and the 

most common used to study CXCR4 expression. It is a conformation-dependent mAb that recognizes 

a determinant in the first and second extracellular loops of CXCR4. According to the literature, there 

are several conformational forms of CXCR4 molecules. Its structure may vary because of post-

translational modifications, conformational fluctuations, or receptor oligomerization. For Baribaud 

and al., the 12G5 clone may recognize only a subpopulation of CXCR4 molecules present on T cells 

or freshly isolated B cells (25). The conformational forms of CXCR4 molecules are in equilibrium 

on cell surface and no cell type specific (26). The conformational heterogeneity of CXCR4 could 

account for the cell-type-dependent ability of SDF-1 to induce migration and to anti-CXCR4 mAb to 

inhibit it. Indeed, SDF-1 may not bind CXCR4 as effectively in SC line than in patients’ circulating 

SC, due to possible different conformations of CXCR4. This could also explain the variability in the 

different migration rates.  

 

Interestingly, both AMD3100 and anti-CXCR4 mAb blocked the migration of SC without any effect 

on SC death. Both AMD3100 and the 12G5 clone bind partially the same site on the second 

extracellular loops of CXCR4 (27), which might be an important domain in CXCR4 migratory 
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function. According to the literature in CLL (20) the treatment by a fully human anti-CXCR4 mAb 

(Ulocuplumab), but not AMD3100, induce cell death through production of reactive oxygen species 

independently of caspase activation. We did not observe any direct induction of apoptosis or necrosis 

after treatment with AMD3100 or anti-CXCR4 mAb on our SC. The study of indirect effects of 

CXCR4 on the SCs survival via the ADCC (27)  using PBMC and NK cells did not show any 

significant effects (data not shown).  

In MF, the SDF-1/CXCR4 axis provides a chemoprotective niche for CXCR4-overexpressing cells 

(14). In our preclinical model we showed that CXCR4 blockage before cells engraftment increases 

the dissemination of SCs in different tissues.  

Concerning the molecular mechanisms of CXCR4 signaling in T cells, we already know that SDF-1 

signaling via CXCR4 results in T-cell adhesion, chemotaxis and gene expression involved in the 

regulation of cell-cycle progression and apoptosis, in particular by prolonging activation of ERK-1 

and ERK-2 (28,29). Kumar et al. have shown that CXCR4 is physically associates with the TCR after 

stimulation by SDF-1, and utilizes the ZAP-70 binding ITAM domains of the TCR for signal 

transduction. It contributes to enhance the stimulation of AP-1-dependent transcriptional activity in 

normal T cells (30). In our SC, after a treatment with PHA or an activation of the TCR with anti-

CD3/CD28 beads, P-ERK was activated but we did not observe any increase or decrease of P-ERK 

after treatment with SDF-1 or AMD3100 and anti-CXCR4 mAb. 

Our study demonstrates the function of CXCR4 receptor on patient samples and the importance of 

CXCR4/SDF-1 axis in their homing and dissemination in vivo. 
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