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Résumé

La maladie du greffon contre de l’hôte chronique (GVHDc) est la principale

cause de morbidité et de mortalité après une greffe allogénique de cellules souches

hématopoïétiques. Des thérapies immunosuppressives sont utilisées pour traiter la

GVHDc, mais elles sont souvent inefficaces. Dans le but d’évaluer le potentiel

thérapeutique de l’agent photosensible 4,5-dibromorhodamïne méthyl ester (TH9402)

contre la GVHDc, nous avons utilisé un modèle murin de GVHDc. IL consiste en

l’injection de spiénocytes de souris B10.D2 (H2d) à des souris BALB/c (H2c) irradiées

(600 cGy). Ces souris démontrent une perte de poids significative (p<O.05)
comparativement à celles ayant reçu des spiénocytes syngéniques, une infiltration

lymphoïde des follicules pileux, des canaux biliaires et une hyperplasie folliculaire sur le

plan de la rate. Il y a aussi production d’auto-anticorps anti-ADN. Nous avons ensuite

évalué le potentiel d’une approche photodynamique (PDT) à traiter la GVHDc. Lorsque

exposés à la PDT, les lymphocytes T, B et NK provenant de souris ayant une GVHDc

sont sélectivement éliminés, au contraire de ceux provenant des souris syngéniques. Les

souris avec GVHDc et recevant des spiénocytes traités à la PDT, à partir des jours 15 ou

55 post greffe, montrent une stabilisation significative de leur poids. Au contraire, celles

recevant des cellules non traitées à la PDT présentent une perte de poids. La survie dans

le groupe traité à la PDT est améliorée. De plus, l’évaluation post-traitement des auto-

anticorps anti-ADN révèle une production à la baisse dans le groupe traité à la PDT. Au

contraire, dans les groupes qui ont reçu des cellules non exposées à la PDT ou aucune

cellule, le taux d’auto-anticorps présente un profil à la hausse en comparaison du taux

avant traitement. L’évaluation du répertoire V bêta (Vf3), par spectratyping, dans le

groupe de souris injectées avec des splénocytes traités à la PDT, suggère une

amélioration de la reconstitution immunologique. En conclusion, nos résultats suggèrent

qu’un traitement photodynamique associé au TH9402 pourrait avoir une activité anti

GVHD et potentiellement améliorer le devenir clinique des sujets présentant une GVHD

chronique.

Mots clés maladie du greffon contre l’hôte chronique, greffe de cellules souches

hématopoïétiques, thérapie photodynamique, 4,5-dibromorhodamine méthyl ester

(TH9402)
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Abstract

Chronic graft versus host disease (cGVHD) is the main cause of morbidity and

mortality after allogenic hematopoieti c stem celis transplantation. Immunosuppressive

therapies can be used to treat patients with cGVHD, but they are often ineffective. With

the aim of estimating the therapeutic potential of the photosensitive agent 4, 5-

dibromorhodamine methyl ester (TH9402) against cGVHD, we have developed a mouse

mode! ofcGVHD. It consists on the injection of spleen ce!!s from B10.D2 (H2d) mouse,

in irradiated (600 cGy) BALB/C (H2’) mice. These mice demonstrate a significant loss

of weight (p < 0.05) compared with those having received syngeneic spleen celis.

Lymphoid infiltration of hairy follicles and bile ducts, and follicular hyperplasia at the

leve! of the spleen. There is also production of anti-DNA auto-antibody. We then

estimated the therapeutic potential of a photodynamic approach (PDT). When treated

with PDT, T and B the lymphocytes as well as NK ce!ls resulting from mouse having

cGVHD are selective!y eliminated, unlike those resulting from syngeneic mice. When

these spleen ceils are injected into mice with cGVHD, those receiving PDT treated

spleen ceils at days 15 or 55 post transplant show a significant stabilization of their

weight. On the contrary, those receiving celîs not treated with PD1, present a Ïoss of

weight. Surviva! in the PDT treated group is improved. furthemiore, the post-treatment

evaluation of anti-DNA auto-antibody reveals a decline in production in the PDT treated

group. On the contrary, groups that received either celis not exposed to PDT or no cells

showed an increase in the production. The evaluation of the V beta repertoire, as

measured by spectratyping, suggests an improvement of the immunologie reconstitution

in the group of mice injected with spienocytes treated with the PDT. In conclusion, our

resuits suggest that a photodynamic treatment associated to the TH9402 could have anti

GVHD activity and potentially improve the clinical future of subjects presenting chronic

GVHD.

Key words: chronic graft versus host disease, hernatopoietic stem cells transplantation,

photodynamic therapy, 4,5-dibromorhodamine methyl ester (TH9402)
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1. Introduction

1.1. Les greffes de cellules souches hématopoïétiques

Les greffes de cellules hématopoïétiques (GCSHs) sont utilisées en clinique pour

le traitement de plusieurs affections malignes et non malignes (Tableaul). Il serait

judicieux de mentionner qu’il est de plus en plus commode d’utiliser le terme de greffe

de cellules souches hématopoïétiques en remplacement de celui de greffe de moelle

osseuse. En effet, cela s’explique par le fait que, bon nombre de centres utilisent les

cellules hématopoïétiques (CSHs) du sang périphérique ou de cordon, pour procéder au

remplacement de la moelle chez les malades atteints de pathologies telles que les

leucémies, les aplasies médullaires sévères, la maladie de Hodgkin, les lymphomes non

Hodgkinien pour ne citer que celles-là.1 Les greffes de CSHs reposent sur la destruction

de la moelle osseuse du receveur appelé hôte. La moelle osseuse de l’hôte est par la suite

remplacée par celle du donneur (greffon). La transplantation de CSHs peut être de nature

autologue, syngénique ou allogénique dépendamment si le patient (receveur), un autre

individu génétiquement identique ou non, est à l’origine des CSHs du greffon.2’3

1.1.1. La greffe de cellules souches autologues

La greffe de CSHs autologues ou autogreffe, dans son principe, compte sur une

restauration hématopoïétique où le receveur est son propre donneur. Elle consiste

au prélèvement d’une certaine quantité de moelle osseuse du malade à un moment de

l’évolution de sa maladie où celle-ci est riche en cellules saines. Le greffon ainsi prélevé

peut être ou non purgé afin d’éliminer le maximum de cellules malignes. Le greffon est

congelé afin d’être réinfusé plus tard au patient.
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Tableau I : Affections malignes et non malignes pouvant être indiquées pour une greffe de
CSHs

Maladies

Leucémie

Leucémie lymphoïde et myéloïde aigué et chronique

Désordres lymphoprolifératifs

Myélome

Lymphome Hodgkinien et non-Hodgkinien

Tumeurs solides

Cancer du sein

Tumeurs germinales

Neuroblastome

Le sarcome d’Ewing

Tumeurs ovariennes

Sarcomes des tissus mous

Maladies non malignes

Anémie aplastique et anémie de fanconi

Thalassémie majeure

Anémie avec cellules en faucille sévère

Porphyrie éiythropoïétique congénitale

Déficience immunitaire combinée sévère

Immunodéficiences de cellules T

Syndrome de Wiskott-Aldrich

Déficience du CD4O ligand (syndrome d’hyperiiumunoglobuline M)

Maladies auto-immunes (arthrite rhumatoïde, lupus systémique érythémateux, sclérose en plaques...)

Déficience d’adhésion leucocytaire

Maladie granulomateuse chronique

Neutropénie congénitale sévère

Thrombasthenie de Glanzmann

Troubles de métabolisme (le syndrome d’Hurler, leucodystrophies, la maladie de Gaucher...)

N.B. La liste ci-dessus est non exhaustive et inspirée de la publication de Erich

Vargas-Dfez et al.4
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1.1.2. La greffe de cellules souches allogéniques

La greffe de CSHs allogéniques ou allogreffe est différente dans son principe

puisque, le receveur et le donneur sont deux personnes différentes. Elle consiste à

prélever les CSHs d’un donneur, apparenté ou non, compatible sur le plan des antigènes

du complexe majeur d’histocompatibilité (CMII) ou HLA (“Human Leucocyte

Antigen”). Suivant ce principe, l’allogreffe peut être réalisée entre deux jumeaux

monozygotes. On parlera alors de greffe syngénique. Dans le cas de deux frères ou

soeurs de la même fratrie, on parlera de greffe géno-identique. finalement, dans le cas

de deux personnes non apparentées, on parlera d’une greffe phéno-identique.

1.1.3. Les complications liées aux greffes de CSHs

Les greffes conventionnelles de CSIIs sont précédées par l’usage de grandes

quantités d’agents cytotoxiques avec ou sans irradiation complète du patient. Ce

traitement a généralement pour but l’élimination des cellules cancéreuses ainsi que la

suppression de la réponse immune du patient dans l’optique d’éviter tout rejet du

greffon.4’5 Cet état immunosuppressif dans lequel se trouve le malade n’est pas sans

conséquence pour ce dernier. En effet, que ce soit dans le cas d’une greffe de type

autologue, syngénique ou allogénique, la greffe de CSHs est une procédure complexe

sujette à plusieurs complications. Ces dernières peuvent être classées dans les catégories

suivantes complications dues au conditionnement de l’hôte, infections, la rechute ou la

maladie du greffon contre l’hôte.

1.1.3.1. Complications dues au conditionnement

Il est clairement établi que la radiothérapie et la chimiothérapie sont à l’origine

des complications durant la phase de conditioimement.61° Elles peuvent être de nature

pulmonaire (fonction respiratoire, volume pulmonaire, capacité de diffusion du
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monoxyde de carbone), thyroïdienne (hypothyroïdisme, thyroïdite), oculaire’ (cataracte,

syndrome sec) ou hépatique’2 (maladie veino-occlusive).

1.1.3.2. Complications dues aux ïnfectïons

Le risque d’infection, dû aux différents pathogènes, varie avec le stade clinique

au moment de la procédure de transplantation ainsi que les facteurs intrinsèques liés au

receveur tel que la neutropénie. Dans la phase suivant immédiatement la transplantation,

les infections bactériennes et fongiques sont les plus communes. Les virus du groupe

herpès, représentent le risque majeur d’infection virale à ce stade. Dans la phase

médiane suivant la transplantation (environ 100 jours), la plupart des infections sont

dues à des organismes opportunistes qui étaient latents (virus herpes, adénovirus,

papovavirus, pneumocystis carinii, toxoplasma gondii, etc). La phase avancée de la

transplantation est sujette à des infections bactériennes touchant les voies respiratoires

supérieures. Les infections fongiques sont aussi observées.6”3

1.1.3.3. La rechute

La rechute peut intervenir même lorsque les indications de greffe ont été bien

respectées. Les facteurs de gravité de la pathologie en cause peuvent expliquer la rechute

observée chez le patient (certaines anomalies chromosomiques associées aux leucémies).

Il est à mentionner que la rechute survient plus fréquemment chez des patients n’ayant

pas eu de réaction du greffon contre l’hôte et très fréquemment lors de greffes où les

lymphocytes T sont déplétés (les lymphocytes T sont enlevés du greffon). Par ailleurs, la

rechute peut survenir si le greffon de CSHs contient des cellules malignes en nombre

suffisant.

Une autre complication liée aux GCSHs est la maladie du greffon contre l’hôte.

De toutes les complications, elle est celle qui représente un frein considérable au succès

des greffes. Une étude plus détaillée de cette pathologie s’impose car elle occupe une

place importante dans notre étude.
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1.2. La maladie du greffon contre l’hôte

La principale complication des greffes de CSHs allogéniques est la maladie du

greffon contre l’hôte (“Graft-Versus-Host-Disease” ou GVHD).’419 La GVHD est une

situation clinique correspondant à une activation (attaque) des cellules du donneur

(greffon) contre les cellules de l’hôte.2° Elle survient chez la plupart des sujets traités par

des greffes allogéniques de cellules souches hématopoïétiques. La GVHD est d’autant

plus importante que la compatibilité HLA est discordante entre le donneur et le receveur.

C’est le cas des greffes HLA incompatibles et des greffes HLA identiques mais non

apparentées. La GVHD peut aussi apparaître lorsqu’un patient immunodéprimé est

transfusé avec des produits sanguins non irradiés.2’ Dans de rares cas, elle peut être aussi

observée chez un nouveau né présentant un déficit immunitaire sévère et ayant subi un

transfert trans-placentaire des cellules T de la mère.22 La maladie du greffon contre l’hôte

a été occasionnellement décrite chez les patients ayant reçu des greffes d’organes solides

(petit intestin, foie. ..).
La pathophysiologie de la GVHD est complexe et n’est pas parfaitement connue.

En effet, elle implique une immunité cellulaire et humorale, et des phénomènes

inflammatoires. Par ailleurs, de nombreuses interactions entre ces différents types de

réactions sont observées. Il est à noter que la GVHD n’est pas une réponse anormale du

système immunitaire. Au contraire, les lymphocytes injectés ont un comportement

approprié à l’environnement anormal dans lequel ils se trouvent. Ceci se justifie par le

fait que, les lymphocytes T contenus dans le greffon sont injectés dans un

environnement altéré par la maladie sous-jacente, les infections et le conditionnement

(radiothérapie et chimiothérapie), responsables de phénomènes inflammatoires sur le

plan des endothéliums et des épithéliums.24
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1.2.1. Conditions de survenue de la GVHD

Les conditions de survenue de la maladie du greffon contre l’hôte ont été établies,

en 1966, par Billingham.25

Le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes: de nos jours, il est

clairement démontré que les lymphocytes matures contenus dans la moelle osseuse du

donneur en sont les médiateurs.26 Pour preuve, la déplétion du greffon en

lymphocytes T prévient efficacement la GVHD. De plus, la sévérité de la GVHD

présente une corrélation en ce qui a trait à la quantité et à la nature des lymphocytes T

présents dans le greffon. Finalement, la cyclosporine A qui inhibe l’activation des

cellules T a une action prophylactique sur la GVHD.

• Le receveur doit exprimer les antigènes tissulaires (majeurs ou mineurs) que ne

possède pas le donneur. En effet, les antigènes HLA ont un rôle dans l’activation des

cellules T.

• Comme autre prérequis, l’hôte doit être incapable de développer une réponse efficace

pour détruire les cellules du greffon. Cet état immunodéprimé de l’hôte est

essentiellement dû à la phase de conditionnement.

Il a été rapporté que la maladie du greffon contre l’hôte pouvait être observée

dans le cas de greffes de CSHs autologues ou syngéniques.273° La GVHD, dans ces deux

situations, est médiée par les cellules autoréactives ayant échappé à la sélection négative

après la greffe. L’observation des signes cliniques de la GVHD chez les patients ayant

subi des greffes autologues ou syngéniques a suggéré l’inclusion, comme autre critère,

dans le postulat de Billingham, de la reconnaissance inappropriée des antigènes de l’hôte,

par les cellules T immunocompétentes du greffon.2°

L’ensemble de ce processus dans lequel interviennent les lymphocytes T, les

cellules NK (Natural killer), les macrophages, les cytokines et les conséquences cliniques

qui y font suite, constitue la réaction de la maladie du greffon contre l’hôte.
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En clinique, la GVHD est traditionnellement divisée en GVHD aigu et chronique selon

le temps de développement (avant ou après le jour 100 suivant la greffe), la

pathophysiologie et les différentes présentations cliniques.

1.2.2. La GVHD aiguê

La maladie du greffon contre l’hôte aigu (GVHDa) se développe théoriquement

suivant une phase dite afférente et une autre dite efférente. Ces deux phases peuvent être

divisées essentiellement en trois étapes. Au cours de l’étape 1, le régime de

conditionnement (irradiation et/ou chimiothérapie) aboutit au dommage tissulaire de

l’hôte (muqueuse intestinale, foie...). Il s’ensuit une sécrétion de cytokines

inflammatoires tels interleukine l(IL-1), le facteur de nécrose de tumeurs alpha (TNf

ct; “Tumor Necrosis factor”). La conséquence des actions de ces cytokines est

l’augmentation de l’expression des antigènes du CMH, suivie de l’augmentation de la

reconnaissance des antigènes majeurs ou mineurs de l’hôte par les cellules T alloréactives

du donneur. L’activation des cellules T du donneur, dans l’étape 2, est caractérisée par ta

prolifération des cellules T helper 1 (Thi) et la sécrétion de l’IL-2 et de l’interféron

gamma (INF—y). Ces cytokines induisent une expansion substantielle des cellules T, une

réponse des lymphocytes T cytotoxiques (CIL pour “Cytotoxic T Lymphocytes”), des

cellules NK et stimulent les phagocytes à produire l’IL-l et le TNF-Œ. L’étape 3 ou phase

effectrice est caractérisée par les dommages tissulaires des organes cibles qtie sont la

peau (érythème), le foie (cholestase), le tube digestif (diarrhée suite à une atteinte de

l’intestin grêle).31 L’incidence et la sévérité de la GVHD aigu ont diminué grâce à une

meilleure coimaissance de la compatibilité HLA et de l’utilisation des traitements

immunosuppresseurs.

La maladie du greffon contre l’hôte chronique constitue l’objet principal de notre

étude. Pour ce faire, nous accorderons une attention particulière à sa pathogenèse, sa

pathophysiologie, ses manifestations cliniques, sa prévention ainsi qu’à son traitement.
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1.3. La GVHD chronique

La maladie du greffon contre l’hôte chronique (GVHDc) apparaît, par définition,

à partir du jour 100 suivant la greffe. Cependant, dans certains cas, elle peut se

manifester deux années ou plus après la transplantation.32 La GVHD chronique affecte

environ 50% des patients qui survivent à la transplantation et peut être létale pour 20% à

40% de ces derniers, cela en dépit de traitements intensifs.33’34 Cette forte incidence fait

que la GVHDc est devenue la complication centrale des patients greffés survivant au-

delà du centième jour. La GVHDc peut être précédée d’une GVHD aigu, guérie, il

s’agit de la forme dite quiescente. Dans le cas où la GVHD chronique fait suite à une

GVHD aigu évolutive, on parlera de la forme progressive. Finalement, dans certains

cas, la GVHD chronique peut être le premier signe de la maladie du greffon contre

l’hôte, c’est la forme dite de novo.35’36 La GVHDc représente une manifestation clinique

pouvant affecter la peau, le foie, les muqueuses, le tube digestif, les poumons, etc.

Biologiquement, il peut y avoir production d’auto-anticorps.

1.3.1. Pathogenèse de la GVHD chronique

La greffe allogénique de CSHs requiert l’ablation du système lympho

hématopoïétique du patient par radiothérapie ou chimiothérapie. Ce système est par la

suite remplacé par les CSHs saines et les lymphocytes du donneur qui peuvent être

apparentés ou non. Quoique le donneur et le receveur soient généralement compatibles

sur le plan des antigènes majeurs d’histocompatibilité, il subsiste cependant des

différences sur le plan des antigènes mineurs d’histocompatibilité (miHA). Cette

incompatibilité sur le plan des antigènes mineurs, conduit à l’activation des lymphocytes

T correspondants du donneur. Ces lymphocytes T activés, la dérégulation de la

production de diverses cytokines et le recrutement additionnel de cellules effectrices,

causent des dommages à une variété de tissus et peut aboutir à la GVHD chronique.2°

Bien que le mécanisme décrit ci-dessus soit proche du mode de déclenchement de la

GVHD aigu, il est acquis que dans les deux cas, GVHD aigu et GVHD chronique,
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l’élément déclencheur demeure l’alloréactivité des lymphocytes T du donneur. La

pathogenèse de la GVHDc reste donc mal comprise à ce jour. Suggérée par la similarité

clinique de la GVHDc avec de nombreuses maladies auto-immunes tels le syndrome de

Sjôgren et la sclérose systémique progressive,37 une hypothèse postule que la GVHD

chronique serait médiée par les lymphocytes T auto-immuns.3839 Il s’agit des cellules T

du donneur qui reconnaissent des antigènes partagés par le donneur et le receveur et qui

persistent à cause du mauvais fonctionnement du mécanisme de délétion et de

régulation. Ces cellules causent des dommages à la suite d’une infiltration directe et

amènent la dérégulation des plusieurs cytokines.4° La GVHD chronique est associée à un

état prononcé d’immunodéficience41 dû à une production biaisée de cellules T et B, à

une fonction altérée des lymphocytes T, à la mauvaise production d’anticorps, le tout

aggravé par la médication immunosuppressive utilisée pour son traitement. Ceci nous

amène à explorer plus en détail, la pathophysiologie de la GVHD chronique.

1.3.2. Pathophysiologie de la GVHD chronique

4’-48
Plusieurs modeles animaux de GVHD chronique existent. - Toutefois, le cout

et le temps pour leur établissement ont freiné l’investigation des bases

immunobiologiques de la pathophysiologie de la GVHDc. En effet, la pathophysiologie

de la GVHD chronique n’est pas bien comprise à ce jour. Ceci peut s’expliquer en partie

par le déclenchement tardif de la maladie. De plus, le fait que les patients retournent

fréquemment dans leur communauté, alors que pendant ce temps la GVHD chronique se

développe, constitue un handicap dans l’étude clinique de la maladie. Néanmoins,

plusieurs facteurs sont évoqués pour tenter d’expliquer la pathophysiologie de la

GVHDc. En effet, dans les deux formes de GVHD, il y a activation, expansion des

lymphocytes T alloréactifs, production des cytokines et maturation en cellules

effectrices.49
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1.32.J. Les lymphocytes T et la GVHD chronique

Il a longtemps a été admis que les lymphocytes T jouent un rôle important dans

la GVHD.26 Au début, on a espéré qu’un seul sous-ensemble de cellules T puisse agir

comme le médiateur de la GVHD. Si cela avait été le cas, cette sous-population

responsable de la GVHD aurait pu être éliminée spécifiquement, pendant que les sous-

ensembles responsables de détruire le cancer du malade auraient été épargnés.

Malheureusement cela n’est pas le cas. Les études précédentes de GVHD induites contre

les antigènes majeurs ou mineurs, dans les souris, ont démontré que les cellules T CD4

et T CD$ peuvent agir comme médiateurs de la GVHD. De ce fait, l’alloréactivité fonne

la base de la pathogenèse de la GVHDc. En effet, que ce soit dans la GVHD aigu ou

dans la GVHD chronique, les cellules T matures contenues dans le greffon du donneur,

jouent un rôle majeur dans la pathologie de la maladie du greffon contre l’hôte. Pour

preuve, la suppression des lymphocytes T du greffon réduit de plus de 50% le risque de

développement d’une GVHDc après une greffe HLA identique.5° Les lymphocytes T

impliqués dans la GVHD aigu sont spécifiques d’alloantigènes, ceux impliqués dans la

GVHD chronique reconnaissaient des antigènes pubtics du CMH de classe II. Ces

lymphocytes T produisent des cytokines de type T Helper 2 (Th2) (IL-4 et IL-10) et

peuvent stimuler la production de collagène par les fibroblastes.51 Le phénotype exact et

l’origine des cellules alloréactives demeurent ambigus.52 Cependant, les modèles

animaux de GVHDc montrent que les clones de cellules T qui dérivent de la GVHDc

sont les lymphocytes T CD4+, avec implication des cellules Th2,53 alors que chez

l’humain, les T CD4+ alloréactifs ont une polarité Thi et Th2.5456 L’activation clonale

ou non des cellules T va donc contribuer à la génération des fonctions effectrices qui

incluent la sécrétion des cytokines, les activités cytolytiques et la production d’anticorps.

On suspecte les cellules T CD4+ post thymiques de jouer un rôle important dans la

pathogenèse de la GVHD chronique.57 Par ailleurs, la dose de lymphocytes T infusés

dans le cadre d’une incompatibilité HLA aux niveaux des antigènes mineurs, peut

déterminer si le patient va développer une GVHDa ou une GVHDc. En effet, des doses
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élevées de cellules T vont favoriser une GVHDa alors que des petites doses vont plutôt

initier une GVHDc.39

1.3.2.2. Rôle du thymus

Le thymus joue un rôle critique dans la prévention de l’auto-immunité en

générant les cellules T qui ne répondent pas aux antigènes du soi. Cependant, la fonction

thymique diminue avec l’âge et ceci est encore plus marqué chez les patients ayant subi

une greffe de CSHs. Cette dernière situation peut s’expliquer par l’effet combiné de la

chimiothérapie, de la radiothérapie et de la GVHD aigu.58 La baisse de la fonction

thymique résulterait donc en une diminution de la sélection négative ou favoriserait la

génération de lymphocytes T extra- thymiques. La conséquence de ces facteurs serait

l’augmentation de la fréquence des lymphocytes T périphériques autoréactifs.59’6° Des

études suggèrent que la pathophysiologie de la GVHDc serait le résultat de lymphocytes

T autoréactifs ayant échappé à la sélection négative dans le thymus.61 Le désordre

observé sur le plan de l’apoptose thymique et l’échec de l’élimination de la majorité des

cellules autoréactives provoqueraient un débalancement de l’homéostasie lymphocytaire

et la perte de la tolérance au soi. Il s’ensuit une expansion des cellules T et de leurs

fonctions effectrices, résultant en une auto-immunité dont les conséquences sur les

organes seront dévastatrices pour le patient.38

J.32.3. Rôle des cytokines

Les désordres auto-immuns résultent d’une interaction complexe entre les

lymphocytes T et B, et les cellules NK, les cellules dendritiques agissant comme cellules

présentatrices d’antigènes (APCs). Plusieurs cytokines et chimiokines induisent la

migration et l’expansion des lymphocytes autoréactifs. Ces lymphocytes vont

reconnaître des antigènes HLA de classe II dits publics.20 Il s’ensuit une production

d’IL-4 mais aussi d’IL-l, d’IL-10 et d’IFN-y de la part de ces cellules T. Les taux de



13

TNf-a sont également augmentés. L’IL-4 va favoriser la production d’auto-anticorps.

En association avec l’LNF-y, elle va stimuler la prolifération des fibroblastes et la

synthèse de collagène alors que l’IL-lO inhibe la production d’anticorps dirigés contre

les antigènes environnementaux. La cytokine TGF-f3 (“Transforming Growth Factor”)

est l’une des cytokines critiques qui stimule la synthèse de collagène.62 Les études

réalisées par Zhang et al. ont démontré que le TGF-131 jouait un rôle important dans la

fibrose cutanée observée dans un modèle murin de GVHD sclérodermique. En

association avec le TGF-1, les chimiokines MCP-l et RANTES joueraient un rôle dans

la pathologie de la GVHDc en attirant les monocytes-macrophages et les cellules T dans

la peau, tout en affectant la synthèse des collagènes de type I et III, favorisant la

progression vers le stade de fibrose.4° Globalement, la GVHD chronique est donc plutôt

considérée comme un désordre immunologique de type Th2.19’49’63

1.3.2.4. L’auto-immunité et la GVHD chronique

La GVHDc se présente comme une maladie auto-immune.64’65 Dans la GVHDc,

l’auto-immunité spécifique aux organes se développe car les cellules autoréactives Th2

peuvent initier une réponse aux antigènes du soi. Cette réponse va déclencher une

hyperréactivité des lymphocytes B avec production d’auto-anticorps qui vont

endommager les organes tels la peau, le foie, les glandes lacrymales ou les

muqueuses.33’66 Spécifiquement, les cellules T CD4+ qui reconnaissent les antigènes du

soi présentés par les cellules présentatrices d’antigènes (APCs) de l’hôte, vont aider les

cellules B de l’hôte à synthétiser et produire les auto-anticorps contre divers antigènes

tissulaires du receveur. Plusieurs types d’anticorps anti-tissus ont été décrits : anticorps

anti-noyaux, anti-muscles lisses, anti-mitochondries, anti-ADN double brin, anti

thyroïdiens et, plus rarement, anti-récepteurs de l’acétylcholine.6773 L’importance

clinique de ces auto-anticorps n’est toutefois pas encore claire. Le rôle de l’alloréactivité

versus l’autoréactivité dans la pathogenèse de la GVHDc reste un sujet dc débat dans la

littérature. En effet, certaines études suggèrent que la GVHDc serait médiée par les

lymphocytes T CD4+ autoréactifs, stimulés par les antigènes autologues de classe II
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avec production des cytokines tels l’IL-4 et l’IFN-y.7476 Cependant, les lymphocytes T

alloréactifs contre les antigènes mineurs ont été détectés dans les modèles murins et chez

l’humain.7778 L’importance de l’autoréactivité est appuyée par les manifestations

cliniques de la GVHDc qui sont proches de plusieurs maladies auto-immunes. L’anémie

hémolytique auto-immune est associée à la GVHD dont elle est parfois la première

manifestation. Avec le purpura thrombopénique immunologique post greffe, ils

constituent les manifestations classiques, d’une véritable auto-immunité, au cours de la

GVHDc.579

1.3.2.5. Impact de la Cyclosporine A

La cyclosporine A (CSA) est un immunosuppresseur ayant une action sélective

sur les lymphocytes. Elle empêcherait l’apparition de lymphocytes T autoréactifs mais

aussi autorégulateurs dans certains modèles animaux. À la suite à l’arrêt de la CSA, il y

a apparition de cellules autoréactives qui vont provoquer la GVHD chronique.

L’apparition de la GVHDc est favorisée, dans ce cas, par les lésions thymiques dues au

conditionnement et à la GVHD aigu. Par ailleurs, l’administration de CSA provoque

une diminution du nombre de thymocytes ainsi que la disparition des cellules

dendritiques. il s’ensuit une réduction de la sélection positive due à la diminution du

nombre de thymocytes simples positifs (CD4 ou CD8). La perte des cellules

dendritiques, quant à elle, va accroître le nombre de lymphocytes double positifs (CD4

et CD8) dans les organes lymphoïdes périphériques ainsi que celui des lymphocytes

CD4 autoréactifs.8° Signalons cependant que la CSA toute seule ne peut induire la

GVHD chronique.

1.3.3. Incidence et facteurs de risques

La GVHD chronique se manifeste chez environ 30% à 50% des patients ayant

reçu une greffe HLA compatible et environ 60% à 70% des patients ayant reçu une
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greffe d’un donneur non apparenté vont développer la maladie.8185 Le spectre de

déclenchement présente un patron d’environ 19% de GVHD chronique de type

progressif, 69% de type quiescent et finalement environ 12% de type de novo.85 Les

facteurs qui accroissent la probabilité de développer une GVHDc incluent l’âge du

receveur et du donneur. En effet, la GVHD chronique est observée chez environ 13%

des patients âgés de 10 ans ou moins et chez 46% d’entre eux ayant plus de 20 ans.86

Comme autres facteurs de risques, mentionnons un haut degré d’incompatibilité sur le

plan des antigènes HLA, le recours à un donneur apparenté versus un donneur non

apparenté et un historique d’infection au virus du groupe herpès de la part du donneur ou

du receveur.82’87’88 Un donneur de sexe féminin représente aussi un facteur de risque

associé à la GVHD chronique. Il a été démontré que la présence d’anticorps produits

contre les antigènes mineurs, codés par le chromosome Y, serait impliquée dans la

pathogenèse de la GVHD chronique. En effet, une corrélation entre de tels anticorps et

la GVHD chronique a été clairement établie.89’90 L’utilisation de cellules souches du

sang périphérique, en lieu et place de la moelle osseuse, ainsi que l’infusion des

lymphocytes T du donneur dans le but de prévenir la rechute due aux cellules malignes

résiduelles, représentent un risque de développer la GVHD chronique chez les

patients.91 Le risque de GVHD chronique, associé à l’utilisation des CSHs du sang

périphérique (50%-90% des greffes HLA compatibles9294), comparativement à la moelle

osseuse, peut s’expliquer par les différences qualitatives entre les deux types de

greffons. Notamment une richesse accrue en lymphocytes lors des prélèvements

périphériques.95 À l’opposé, il semble que l’utilisation de sang de cordon comme source

de CSHs soit associé à un risque diminué de GVHD chronique.96 Les raisons liées à

cette observation ne sont pas encore bien comprises. Une faible quantité de lymphocyte

T alloréactifs et d’autres cellules présentes dans le sang de cordon, le jeune âge du

receveur et l’utilisation des stéroïdes pourraient expliquer cette observation. Un nombre

élevé de cellules CD34+ dans le greffon représente aussi un risque dans le

développement d’une GVHD chronique.97 L’expression du marqueur CD25 (chaîne c

du récepteur de l’IL-2) sur les lymphocytes CD4+ et CD$+ du donneur s’est révélée être

un risque pour le développement d’une GVHD chronique chez l’humain.98 Une
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allogreffe à conditionnement atténué semble conduire à un risque accru de GVHD

chronique et/ou à des formes plus sévères.99 Finalement et non la moindre, l’expérience

d’une GVHD aigu constitue le facteur de risque le plus important pour le

développement d’une GVHD chronique 4,39,64, 100

1.3.4. Manifestations cliniques de la GVHD chronique

1.3.4.1. Classification de la GVHD chronique

La GVHD chronique peut être classée en se référant, au type de déclenchement

de la maladie, tel que décrit par Sullivan et al. (progressif, quiescent, de novo).36 Une

autre approche consiste à classer la GVHD chronique suivant l’étendue de la maladie)°1

Les sujets atteints de GVHD chronique ont, suivant ce mode de classification, une

GVHD chronique dite limitée ou étendue. Dans la forme limitée, il y a des atteintes

localisées de la peau avec ou sans dysfonctionnement des fonctions hépatiques. La

forme étendue, quant à elle, est considérée comme étant une atteinte cutanée généralisée

ou localisée en association avec des atteintes oculaires, hépatiques présentant une

histologie anormale du foie (hépatite chronique progressive, cirrhose, etc) et d’autres

organes cibles. Les malades peuvent être classés finalement en fonction de leur tableau

histologique. Ils peuvent donc être décrits comme ayant une forme lichénoïde ou

sciérodermique.

La GVHD chronique présente par conséquent une symptomatologie complexe

pouvant toucher plusieurs organes. Elle affecte généralement la peau, les muqueuses

orales, les yeux, les glandes salivaires. Le tractus respiratoire, gastro-intestinal et le foie

sont aussi affectés.33

1.3.4.2. L’atteinte cutanée

La GVHDc cutanée peut être différenciée en une phase dite lichénoïde se

manifestant tôt et une dite sclérodermique tardive. Les deux types de lésions cutanées
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peuvent se développer spontanément ou à la suite des radiations ultra violet (UV), ou

encore à la suite d’un traumatisme physique.52 Spécifiquement, l’atteinte muqueuse

ressemble à un lichen plan idiopathique, ne présentant pas un modèle de distribution

typique. Les lésions évoluent par poussées, en plaques érythémato-squameuses puis se

sclérosent et se pigmentent avec un liseré inflammatoire périphérique (“ÏiÏac ring).

Il existe également des plaques d’alopécie et des télangiectasies. L’ensemble évoque la

sciérodermie malgré l’absence d’atteinte péribuccale et de phénomène de Raynaud.5 La

GVHD sclérodermique peut impliquer le derme. La peau est épaisse, serrée et fragile

avec une capacité de guérison affaiblie suite à une blessure. Le changement de

pigmentation, hypo ou hyper pigmentation peut se produire. Dans les cas sévères, la

peau peut se boursoufler (ampoules) suite à un drainage lymphatique insuffisant ou

ulcérer suite à un traumatisme mineur. Puisque la sclérose affecte histologiquement le

derme, la perte de cheveux et la destruction des glandes sudoripares sont communes. Les

individus ont un risque d’hyperthermie conséquent à moins que leur environnement ne

soit contrôlé. De ce fait, le débridement étendu des tissus devrait être évité.

Malheureusement, les greffes de peau échouent souvent à la suite d’une infection ou au

mauvais fonctionnement des capillaires et des lymphatiques. Les ongles peuvent être

affectés par la GVHD chronique. Dans ce cas, les ongles développent des arêtes

verticales et sont très fragiles. De plus, les problèmes d’ongles peuvent persister même

après que les changements de peau aient été résolus. La perte de cheveux, dans les

secteurs de la peau affectée, peut également persister après traitement, bien que le

rétablissement des cheveux soit fréquemment un signe de guérison de la GVHD. Les

cheveux fragiles précèdent souvent l’alopécie. Le grisonnement prématuré des cheveux,

des sourcils et des cils peut se produire avec la GVHDc, même chez les enfants.

1.3.4.3. L’atteinte buccale

La GVHD orale commence d’habitude avec une xérostomie, fréquemment avec

une sensibilité à la nourriture surtout aux nourritures épicées ou acides. La xérostomie

précoce apparaît après la radiothérapie puis s’améliore progressivement à compter du 30
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mois. Dans le cadre de la GVHD chronique, cette xérostomie s’accompagne d’une

xérophtalmie (ophtalmie sèche) qui se développe à partir du 5C mois et suit l’évolution

de la sclérose cutanée. La maladie plus avancée peut causer une odynophagie en raison

de l’extension des dommages. Dans la maladie peu sévère, un examen physique révèle

un érythème avec des plaques blanches qui peuvent être confondues avec des infections

herpétiques, pendant que des changements lichénoïdes extensifs sont observés dans la

maladie avancée.102 Les pseudomembranes de grands ulcères persistants peuvent être

trouvés n’importe où dans la bouche, y compris la langue et le palais, mais souvent le

long des lignes de la bouche. Les dysfonctionnements salivaires majeurs ou mineurs

peuvent survenir.103 Les infections locales peuvent causer des changements dans les

symptômes sans causer des modifications dans le devenir physique. Les infections

secondaires avec les virus (herpès et le virus du papillome humain) et les champignons

sont presque universelles et exigent d’habitude, chez les malades, un traitement aussi

long que leur maladie orale persiste.

1.3.4.4. L’atteinte hépatique

Les tests de fonctionnalité du foie révèlent, d’une manière prédominante, des

anomalies de type cholestatique. Comme dans la GVHD aigu, les canaux biliaires sont

la cible de la GVHD chronique dans $0 ¾ des cas. Le tableau clinique est celui d’un

ictère fluctuant, avec perte de poids, une cytolyse hépatique d’intensité variable et une

cholestase. L’atteinte hépatique peut mimer une cirrhose primitive. Histologiquement, la

cholestase sur le plan des hépatocytes péricentrolobulaires prédomine et est associée à

des lésions des canaux biliaires avec parfois leur destruction complète. Il y a aussi la

destruction des hépatocytes au contact des lymphocytes. Par ailleurs, le degré d’hyper

bilirubinémie présente une corrélation significative avec l’issue clinique des patients

souffrant d’une GVHD chronique que chez les malades avec une GVHD aigu.36 Les

biopsies de foie sont d’un grand apport quand vient le moment d’établir un diagnostic

précis. Cela est spécialement important chez les patients ne présentant pas d’autre
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symptôme de GVHD chronique, d’autant plus que les infections et la toxicité des

médicaments peuvent mimer les effets de la GVHD chronique.

1.3.4.5. L’atteinte digestive

L’atteinte digestive est rare au cours de la GVHD chronique. Cependant, elle

peut entraîner des troubles de la motricité de l’oesophage, surtout dans sa partie

supérieure, avec une inflammation diffuse source de dysphagie, de reflux, de douleur et

la perte de poids insidieuse)04 Des études manométriques démontrent une clairance

insuffisante des acides et les anomalies motrices s’étendent de l’apéristalsie aux

contractions de haute amplitude. Les conclusions radiographiques présentent la

formation d’un réseau en toile et l’effilochement de structures dans l’oesophage moyen

et supérieur.105 fait important, il a été possible de distinguer l’atteinte oesophagieime de

la GVHD chronique de celle de la sclérose systémique progressive naturelle dans un

examen codé des fibres de nerf provenant du matériel d’autopsie.’°4 En effet, chez les

patients GVHD chronique, les fibres nerveuses et les taches argentées du plexus

myentérique étaient d’apparence normale chez ces derniers par opposition aux résultats

chez les malades avec sclérodermie.

1.3.4.6. Autres manifestations de la GVHD chronique

La GVHD chronique s’accompagne de l’apparition d’auto-anticorps dans 10 à 60

¾ des cas : anticorps antinucléaires, anticorps anti-ADN et anti-muscle lisse, plus

récemment anticorps anti-cytosquelette et anti-nucléolaires. Ces auto-anticorps sont le

plus souvent isolés et sans signification pathologique. L’atteinte pulmonaire grave

présente un tableau de bronchiolite oblitérante avec pneurnopathie obstrnctive, résistante

aux broncho-dilatateurs, qui assombrit le pronostic vital. L’atteinte oculaire, parfois

asymptomatique et dépistée par le test de Schirmer, prend la forme d’un syndrome sec

avec kérato-conjonctivite sèche (KCS). Les symptômes ophtalmiques de KCS incluent,
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la brûlure, l’irritation, la photophobie et la douleur. Une cause plus commune d’acuité

visuelle réduite est le développement de cataractes suivant les GCSHs.106 Heureusement,

la chirurgie de cataracte peut être exécutée de façon sécuritaire même en présence de

sicca oculaire. Contrairement à la sclérodermie, la fibrose est inconstante et n’atteint pas

la musculeuse. Des neuropathies périphériques, polymyosites, voire myasthénies, sont

possibles. Les arthropathies sont secondaires aux rétractions tendineuses et à

l’amyotrophie d’origine mixte, spécifique à la GVHD, et cortisonique. Les vaginites et

restrictions vaginales ont été notées chez les femmes avec GVHD chronique,107 de

même que des effusions stériles récurrentes ont été aussi rapportées chez les malades

avec GVHD chronique.108 Dans l’état actuel des connaissances, les altérations de

fonctions rénales et de la moelle osseuse chez les patients avec GVHD chronique, vivant

à long terme, sont moins faciles à attribuer à la GVHD chronique.109 Dans une étude, la

GVHD chronique a été associé avec une pauvre croissance des cellules souches

hématopoïétiques.”° Dans d’autres rapports, la thrombocytopénie et l’anémie ont été

décrites.111”12 L’hypogammaglobulinemie et les inhibiteurs du facteur VIII ont été aussi

notés chez les malades développant une GVHD chronique.”3”14 Le traitement de la

GVHD chronique avec les corticoïdes à long terme augmente le risque de formation de

cataractes, de nécrose avasculaire et d’ostéoporose.’’3”15 Chez les enfants, la perte de

poids et l’arrêt de la croissance (“runting”) sont observés pendant le stade actif de la

GVHD chronique. Toutefois, ces anomalies de croissance et de développement

s’améliorent quand l’état du patient s’améliore et que la thérapie aux corticostéroïdes est

retirée.

1.35. Prévention et traitement de la GVHD chronique

1.3.&1. Prévention de la GVHD chronique

Comme il a été mentionné plus haut, l’expérience d’une GVHD aigu, constitue

le plus gros risque pouvant mener au développement d’une GVHD chronique.

Autrement dit, l’utilisation de stratégies visant à prévenir la GVHD aigu pourrait
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contribuer à diminuer le risque de GVHDc. Malheureusement, les efforts consentis pour

baisser le taux de GVHD aigu ne se sont pas toujours traduits en une baisse de

l’incidence de la GVHDc.9’ Il existe toutefois deux exceptions majeures à ce constat: la

déplétion des cellules T dans le greffon du donneur et l’utilisation de cellules souches de

sang de cordon.2’116

1.3.5.1.1. Déplétion des cellules T

Les premières expériences, utilisant des souris, ont clairement démontré que

l’élimination des cellules de T du greffon avant la transplantation était un moyen

efficace d’empêcher la GVHD)’7”8 Fondées sur ces conclusions, plusieurs méthodes

d’élimination des cellules T, y compris l’usage d’immunotoxines (IT) ont été

développées. Des investigations ont rapporté que certaines IT, y compris les IT anti-CD3

dirigées contre un composant du récepteur de cellule T (TCR), pourraient tuer les

cellules T humaines sans effet nuisible sur les cellules souches contenues dans le greffon

du donneur.”9 Plusieurs études cliniques ont suivi et ont démontré que les IT anti-

cellules T pouvaient éliminer environ 2 à 3 logs de cellules T, résultant en une inhibition

de la GVHD. Cependant, les problèmes ont tôt fait de subvenir. Un problème était

l’élimination incomplète de cellules T avec pour résultante la GVHD. L’effet anti

GVHD avantageux observé à la suite de la déplétion des cellules T du donneur est

souvent aussi accompagné d’un risque augmenté de rejet de greffe du donneur.’2° Un

troisième problème représentant une restriction majeure est que ces cellules T du

donneur peuvent jouer un rôle important afin de monter une réponse cyototoxique contre

les cellules cancéreuses de l’hôte.’21 Ce phénomène est connu sous le nom d’effet

greffon contre leucémie (GVL pour Graft-Versus-Leukemia”).’22 II est certain, de nous

jours, que l’enlèvement de cellules T du donneur retarde le rétablissement

immunologique et compromet la réponse GVL. Il a été montré que le taux de rechute

leucémique est plus élevé chez les malades recevant des transplantations HLA

identiques utilisant des greffons déplétés des cellules T du donneur en comparaison de

ceux ayant reçu une greffe sans déplétion des cellules T.’23
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1.3.5.1.2. Inactivatïon des cellules présentatrices d’antigènes

Une autre approche utilisée pour prévenir la GVHD consiste à inactiver les

cellules présentatrices d’antigènes (APCs) du receveur.’24 En effet, la réponse des

cellules T est initiée à partir des APCs. Dans les GCSHs allogéniques, il y a présence à

la fois des APCs du donneur et du receveur. Les APCs du receveur seraient essentielles

à l’induction de la GVHD, d’autant que les peptides présentés aux T CD8+ par les

molécules du CMH I sont dérivés de gènes d’origine endogènes.’25 Signalons, toutefois,

que des études récentes ont démontré que les APCs du donneur peuvent aussi avoir un

rôle dans la pathologie de la GVHD, ceci par le phénomène de présentation croisée. Fait

intéressant, ces APCs du donneur n’auraient aucune implication dans l’effet GVL. Par

conséquent, la déplétion des APCs du donneur pourrait aussi être utilisée en général

comme approche préventive de la GVHD.’26

Les approches pharmacologiques utilisées pour prévenir la GVHDc comptent sur

l’utilisation prolongée de la cyclosporine, l’addition des immunoglobulines ou de la

thalidomide, malheureusement avec un succès limité.2”27 Cependant, l’utilisation de

doses décroissantes de globuline anti-thymocyte, au moment de la phase préparatoire du

receveur, semble montrer un effet positif en ce qui a trait à la prévention de la GVHDc

sans incidence sur la prise du greffon.’28

1.3.5.2. Traitement de la GVHD chronique: considérations

générales

Plusieurs points devraient être pris en considération lorsque vient le moment de

traiter la GVHD chronique. En effet, les succès les plus notables, à la suite du traitement

des patients atteints de la GVHD chronique semblent être observés quand une approche

systématique au diagnostic est entreprise par une équipe multidisciplinaire dont les

membres partagent un intérêt pour ce désordre complexe. En plus, des médecins et des

infirmières expérimentés en GCSHs, les membres d’équipe devraient inclure des
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dermatologues, ophtalmologues, dentistes, diététiciens, thérapeutes et professionnels

physiciens ainsi que des ouvriers sociaux. Les pathologistes avec l’expertise dans les

manifestations histologiques de la GVHDc seraient aussi d’une importance cruciale.

Puisque la GVHD chronique peut affecter pratiquement n’importe quel organe, les

conseillers dans des secteurs spécialisés tels que la médecine de réadaptation, la

gastroentérologie, la médecine pulmonaire, la neurologie et les maladies infectieuses,

peuvent être des ressources d’une valeur inestimable à l’équipe traitante étant donné que

ces derniers sont très souvent en contact avec des patients atteints de GVHD chronique.

En effet, même si le patient ne peut pas retourner au centre de greffe, cette équipe

devrait pouvoir l’aider dans des approches de gestion.129

1.3.5.2.1. Traitement systémique primaire

Les corticostéroïdes ont longtemps constitué le soutien thérapeutique de la

GVHD chronique lorsque celle ci a été décrite pour la première fois. Avant l’utilisation

de la cyclosporine, des agents multiples, utilisés en faible dose comme la

cyclophosphamide, procarbazine, la globuline anti-thymocyte et l’azathioprine ont été

évalués en combinaison avec la prednisone dans une tentative d’améliorer la réponse.

Aucune de ces combinaisons n’a amélioré la réponse ou la mortalité. Au contraire,

l’addition de cyclosporine orale (6 mg/kg toutes les 12 h, tous les deux jours) chez les

patients avec GVHD et thrombocytopénie (représentant une maladie à haut risque) a

semblé améliorer la survie.64 Cependant, les infections demeurent une cause fréquente

de morbidité et ont contribué à la mortalité liée à la greffe chez les patients atteints de

GVHD chronique à haut risque. La valeur de traitement initial avec cyclosporine +

prednisone dans la GVHD chronique à risque standard (plaquettes sanguines> 100,000

/tL) a été comparée à prednisone administrée seule)3° Bien que la combinaison puisse

réduire la toxicité liée aux stéroïdes, il n’y avait aucun effet avantageux sur la rechute et

sur la survie. À ce jour, l’on ne saurait parler d’une thérapie standard de la GVHDc.

Toutefois, les cliniciens utilisent préférentiellement, en première ligne, la cyclosporine A

(10 mg/kg/jour) et la prednisone (1 mg/kg/jour) pour le traitement de la GVHD
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chronique. En effet, la cyclosporine et la prednisone semblent augmenter la survie chez

les patients à un haut risque avec une thrombocytopénie ou une atteinte cutanée

extensive.13’

1.3.5.2.2. Traitements secondaires

Approches pharmacologiques

En cas de résistance à ces agents, des thérapies de seconde ligne sont utilisées.

Comme il n’existe aucune approche éprouvée pour les patients réfractaires à la thérapie,

le meilleur choix semble être leur inclusion dans des études clinique. En effet, il y a eu

plusieurs études de phase I et II chez les patients ayant rechuté et présentant une GVHDc

réfractaire. De tels patients ont été inclus dans l’étude de Seattle’3’ évaluant la

combinaison de la cyclosporine A (CSA) et de la prednisone, prise de manière

alternative, et celle de Baltimore sur la thalidomide.’32 Vogelsang et al. et d’autres ont

observé que la réponse des patients à haut risque de GVHDc, lorsque soumis à la

thalidomide, était de l’ordre de 20 à 30%.132133 Malheureusement, certains effets

secondaires, particulièrement la sédation et la constipation, sont intolérables pour

beaucoup de patients.’34 De plus, la thalidomide ne devrait pas être considérée pour des

patients présentant des neuropathies préexistantes.129

D’autres approches potentielles incluent 1’ azathioprine, tacrolimus, le

mycophénolate et la photophérèse. L’azathioprine est parfois employée chez les patients

réfractaires aux stéroïdes, mais il est probablement mieux de l’éviter en raison de son

effet myelo-suppressif.’35 L’utilisation du tacrolimus (FK506) chez les patients

résistants aux stéroïdes a été rapportée par Tzakis et al.136 Le traitement de la forme

lichénoïde de la GVHDc par le mycophénolate a montré une rémission complète chez

plus de 70% des cas. Le traitement secondaire de la GVHD chronique cutanée avec

l’halofuginone (un inhibiteur de collagène) et l’etretinate (un rétinoïde synthétique) a

montré un certain bénéfice clinique.’37’39 Une activité apparente dans la GVHD

chronique réfractaire aux stéroïdes a aussi été rapportée avec le daclizumab (un
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anticorps monoclonal anti-IL-2) et l’etanercept (une protéine de fusion entre le récepteur

au TNF et le domaine Fc d’une immunoglobuline humaine).’40”4’

Approches non pharmacologiques

Une autre modalité explorée est l’utilisation de la photophérèse

extracorporelle.’42’46 La photophérèse extracorporelle (PEC) est une technique de

thérapie cellulaire qui consiste à réinjecter chez le patient des cellules mononucléées

autologues prélevées par cytaphérèse et irradiées avec une lumière UVA en présence

d’une molécule photoactivable. La PEC repose sur l’interaction d’un

photosensibilisateur exogène, le 8-méthoxypsoralène (8-MOP) avec le rayonnement

ultraviolet A dont l’activité biologique n’est observée que lorsqu’il est associé à un

photosensibilisateur. Les deux paramètres susceptibles de moduler l’activité

thérapeutique sont donc la dose d’UVA délivrée aux cellules et la concentration de

psoralène. La PEC pourrait inhiber la réponse des clones T anti-donneur chez le

receveur et ainsi diminuer de façon spécifique le rejet de greffe sans les effets

secondaires des drogues immunosuppressives ou, au contraire, inhiber les clones T du

donneur dans la réaction du greffon contre l’hôte (GVHD) après greffe de cellules

souches hématopoïétiques. Les données expérimentales obtenues chez la souris

supportent cette hypothèse et montrent que la PEC a une efficacité potentielle en

transplantation. Notamment dans la prévention du rejet de greffe d’organe, dans la

prévention du rejet de greffe de peau ou dans le traitement de la GVHD.’47”48 Chez

l’homme, la PEC a été utilisée dans le traitement du rejet de greffe de coeur, de poumon,

de rein et dans le traitement de la GVHD. L’ensemble des résultats indique qu’elle est

une méthode non toxique et permettant d’induire un état de tolérance spécifique vis-à

vis du greffon, sans aggraver le déficit immunitaire causé par l’utilisation des

immunosuppresseurs. Les données concernant plus de 260 patients atteints de la maladie

du greffon contre l’hôte (GVHD) et traités par photophérèse extracorporelle (PEC) ont

été rapportées.’42’46’148’5° Dans un premier temps, la PEC a été évaluée en «dernière

ligne» dans le traitement de la GVHD chronique résistante. Elle est aujourd’hui utilisée
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de plus en plus tôt dans le traitement de la GVHD chronique et aigu, voire dans la

prévention de la GVHD.

Effets secondaires de la photophérèse extracorporelle

Les effets secondaires de la PEC sont peu fréquents. En effet, la PEC n’induit pas

de modification significative du nombre des lymphocytes ou des polynucléaires. Les

fonctions des polynucléaires ne sont pas altérées. Toutefois, de rares cas d’anémie ont

été décrits ainsi que des cas de carcinome cutané. Par ailleurs, on sait maintenant que la

puvathérapie augmente l’incidence des cancers génitaux qui apparaissent de nombreuses

années après l’exposition.15’ Un des effets secondaires de la puvathérapie est la survenue

de picotements ou de douleurs cutanées. Ces manifestations, parfois insupportables,

surviennent après les premières semaines de traitement et peuvent persister plusieurs

semaines après l’arrêt de la photothérapie.’52’153 En effet, de fortes démangeaisons et des

douleurs cutanées après une puvathérapie ont été décrites pour la première fois en

1979154 et représentent l’un des effets secondaires les plus désagréables à court terme.

Ces complications surviennent dans 5 à 1$ % des cas et peuvent varier en intensité. Les

démangeaisons et les douleurs cutanées peuvent être insensibles aux thérapies et sont

parfois si intenses qu’elles empêchent le patient de dormir. Même après l’arrêt de la

puvathérapie, les troubles peuvent encore persister pendant des semaines, voire des

mois.

1.3.6. Nouvelles approches thérapeutiques de la GVHDc

1.3.6.1. Les lymphocytes T CD4CD25 régulateurs

Récemment, une sous population particulière de cellules T CD4+ qui exprime

constimtivement la chaîne Œ du récepteur de l’IL-2 (CD25) et qui constitue 5% à 10%

de tous les lymphocytes T CD4+, tant chez les souris que chez l’humain, a été identifiée

pour son rôle crucial dans le contrôle du processus de l’auto-immunité.155’156
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En effet, il a été démontré, dans des modèles murins différents, que la déficience de ces

cellules régulatrices CD4+CD25+ (Tregs), occasionnait l’apparition de multiples

maladies auto-immunes (thyroïdite, gastrite, oophorite et diabète auto-immun).

Une propriété particulièrement importante de ces Tregs est leur capacité à induire la

suppression in vitro de l’activité des lymphocytes T CD4+ ou T CD8+ dits

conventionnels.157 L’effet suppresseur nécessite leur activation via leur récepteur. Ainsi

les propriétés immunosuppressives des Tregs justifient leur utilisation pour la mise sur

pied d’une approche de thérapie cellulaire de la GVHD.

1.3.6.2. Les Tregs peuvent-ils contrôler la GVHDc?

Des rapports récents ont montré que les Tregs jouaient un rôle majeur dans

l’induction de la tolérance aux greffes allogéniques.’58’6’ De plus, il a été démontré que

les Tregs pouvaient être utilisés dans des stratégies visant à contrôler la GVHD après

une GCSHs allogéniques tout en permettant une reconstitution immunitaire importante

et le maintien d’un effet GVL)62’163 Cohen et al.’64 ont observé que les cellules T

régulatrices, naturellement présentes dans l’inoculum, retardaient l’apparition de la

GVHD. En effet, l’administration au moment de la greffe d’un grand nombre de

lymphocytes Tregs frais, syngéniques au donneur, permettait de prévenir ou de retarder

considérablement la mort par GVHD. Cet effet thérapeutique était également obtenu

après transfert de Tregs cultivés pendant plusieurs semaines en présence d’IL-2 et de

cellules présentatrices d’antigènes syngéniques au receveur. Les cellules ainsi obtenues,

spécifiques des alloantigènes du receveur, régulaient la GVHD de manière spécifique.

L’effet spécifique pouvant s’expliquer par le fait que les cellules Tregs cultivées et

spécifiques des alloantigènes d’un individu «A» ont un effet thérapeutique lorsqu’elles

sont injectées à l’individu de type «A» mais pas chez un receveur de type «B ». Il

semblerait donc que les Tregs inhibent de façon spécifique les lymphocytes T

conventionnels alloréactifs (Tconv) impliqués dans la GVHD sans empêcher les autres

Tconv non-alloréactifs de proliférer au sein de l’organisme receveur.
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1.3.6.3. Avantages et inconvénients de l’usage des Tregs

Un fait non négligeable est que les Tregs présentent de grandes similitudes tant

chez l’homme que chez la souris. En effet, plusieurs travaux ont mis en évidence

l’existence de Tregs chez l’homme qui expriment aussi à leur surface les molécules

CD4, CD25 et CD62L (ligand de CD62) permettant de les distinguer de lymphocytes T

CD4+ conventionnels activés.16567 Il est possible de les prélever à partir du sang, ce qui

les rend facilement accessibles. De plus, le gène Foxp3 récemment décrit pour son

expression exclusive par les Tregs semble avoir une activité similaire chez l’homme et la

souris.168 Cette grande similitude des propriétés des Tregs, observée chez la souris et

l’homme, est un point très important d’autant plus que l’objectif à terme est de

développer une approche thérapeutique applicable à l’homme.

Toutefois, une limitation majeure pour l’utilisation clinique des Tregs, en vue

d’empêcher la GVHD, est la difficulté d’obtenir un nombre suffisant de ces cellules

relativement rares d’un unique donneur. Cette insuffisance pourrait potentiellement être

résolue par la culture de cellules. En effet, il a été démontré que l’expansion in vitro des

Tregs était possible à la suite d’une stimulation in vitro avec des splénocytes

allogéniques irradiés en présence d’IL-2. L’administration des Tregs obtenues dans ces

conditions, au moment de la greffe, était capable de retarder voire empêcher le

développement de la GVHD.164 L’enjeu, aujourd’hui, est donc de générer des Tregs en

grande quantité tout en respectant les conditions de bonnes pratiques de fabrication.

Une nouvelle approche utilisée pour le traitement de la GVHDc est la thérapie

photodynamique (PDT). En effet, l’évaluation de la PDT dans la prévention et le

traitement de la GVHD est d’actualité. Comme la PDT constitue la pierre angulaire de

notre projet, il est plus que nécessaire que nous y accordions une attention particulière.
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1.4. La thérapie photodynamîque

La thérapie photodynamique (PDT) est une approche thérapeutique prometteuse

utilisée dans le traitement de certains types de cancer et de certaines maladies non

oncologiques.169 La PDT associe la lumière visible, de longueur d’onde spécifique, à

l’oxygène et à un médicament sensible à la lumière afin de détruire différents types de

cellules.

1.4.1. La thérapie photodynamique: un peu d’histoire!

L’utilisation de la lumière comme un agent thérapeutique est une réalité qui peut

être retracée jusqu’à l’antiquité. Elle a été utilisée en Egypte antique, en Inde et en Chine

pour traiter des maladies de peau, comme le psoriasis, le vitiligo et le cancer, aussi bien

que le rachitisme et même la psychose. Les Grecs antiques ont employé l’exposition au

soleil comme approche thérapeutique et les bains de soleil étaient, par ailleurs, un passe-

temps populaire.170’17 Cependant, ce n’est que récemment que les effets thérapeutiques

de la lumière ont été largement utilisés en médecine. Au courant du XVIIIC et XIXC

siècle en France, la lumière du soleil a été utilisée dans le traitement de conditions

diverses, incluant la tuberculose, le rachitisme, le scorbut, le rhumatisme, la paralysie,

l’oedème et la fatigue musculaire. La photothérapie nouvelle fut développée par le

médecin danois Niels Finsen qui, à la fin du dernier siècle, a décrit le traitement réussi

de la variole en utilisant la lumière rouge qui a empêché la suppuration des pustules. Il a

alors continué à utiliser la lumière ultraviolet pour traiter la tuberculose cutanée, ce qui

lui a valu un Prix Nobel en 1903.172

Le concept de mort cellulaire induite par l’interaction de la lumière et des

produits chimiques a été rapporté il y a au moins 100 ans. En effet, Oscar Raab, étudiant

en médecine travaillant avec le Professeur Herman von Tappeiner à Munich, au cours

d’une étude sur les effets de l’acridine, a découvert que la combinaison d’acridine rouge

et de lumière avait un effet mortel sur l’Infusoria, une espèce de paramécie.’73
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L’expérience avait été exécutée pendant un orage quand les conditions d’éclairage

ambiantes étaient peu communes. Il a démontré que cet effet était moins marqué lorsque

l’acridine ou la lumière étaient utilisés seuls, ou que l’acridine était exposée à la lumière

et ensuite ajoutée aux paramécies. Raab avait donc découvert la propriété optique de la

fluorescence et avait conclu que ce n’était pas la lumière, mais plutôt un certain produit

de la fluorescence qui induisait la toxicité in vitro. Il a postulé que cet effet était causé

par le transfert d’énergie de la lumière au composé chimique.172

Finalement, le premier rapport faisant état de l’administration parentérale d’un

agent photosensible chez l’humain remonte à 1900 par Prime, un neurologue français,

qui a utilisé l’éosine oralement dans le traitement de l’épilepsie. Il a, cependant,

découvert l’induction de dermatite dans les secteurs de la peau exposés au soleil. Cette

découverte a alors mené à la première application médicale d’une interaction entre un

composé fluorescent et la lumière. Von Tappeiner et un dermatologue nommé Jesionek

ont utilisé une combinaison d’éosine et de lumière blanche pour traiter des tumeurs de

peau. Ensemble avec Jodlbauer, von Tappeiner a continué à démontrer la nécessité de

l’oxygène dans des réactions dc photosensibilisation. En 1907, ils ont présenté le terme

“l’action photodynamique” pour décrire ce phénomène.

1.4.2. Mécanismes d’action physicochimique de la PDT

La PDT requiert l’association d’un agent photosensible avec un activateur qui est

la lumière et un co-activateur qui n’est autre que l’oxygène. Un photosensibilisateur est

une molécule qui possède généralement un groupement chromophore. fait important,

seul le photosensibilisateur est inactif (en absence de lumière), mais, par absorption de

lumière, il passe à un état excité. Une fois excité, il peut réagir avec les molécules

environnantes. De manière plus détaillée, les principes photochimiques et

photophysiques de la PDT (figure 1) se présentent comme suit. En présence de lumière

de longueur d’onde appropriée, l’agent photosensible est excité et passe donc de l’état

inactif (So) au premier état excité (S1), suivi par la conversion à l’état de triplet (T1). La

durée de vie plus longue de l’état de triplet permet l’interaction de l’agent photosensible
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Figure 1 : Principes photochimiques et photophysiques de la thérapie photodynamique

Le photosensibilisateur passe de l’état fondamental (So) à son premier état excité (S1),
oxygène singulet, lorsque soumis à la lumière d’une longueur d’onde appropriée. Cet état
singulet possède une demi-vie de l’ordre de la nanoseconde, pas assez durable pour interagir
avec les molécules biologiques de son environnement. L’état singulet excité peut dissiper
son énergie par une émission radiative (fluorescence), une extinction non-radiative
(conversion interne), une réaction photochimique impliquant l’état singulet ou par système
d’inversion de spin qui conduit à un état d’énergie moindre, métastable s c’est l’état triplet
(T1). Ce processus d’inversion de spin est important pour dissiper l’énergie de l’état singulet
excité. Le retour de l’état triplet à l’état d’énergie fondamental peut ensuite se faire par
conversion interne phosphorescente ou réaction photochimique impliquant l’état triplet. La
durée de vie des espèces à l’état triplet est généralement de l’ordre de la microseconde ou
milliseconde. Cela donne le temps nécessaire au photosensibilisateur excité de réagir avec
les molécules environnantes.
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excité avec les molécules environnantes et il est généralement admis que la génération

de l’espèce cytotoxique produite pendant la PDT se fait pendant cet état. L’état de triplet

excité peut réagir de deux façons définies, soit les mécanismes de type I et type II.

Un mécanisme de type I (f igure 2) implique l’abstraction d’un atome

d’hydrogène ou une réaction de transfert d’électron entre l’état excité du

photosensibilisateur et un substrat qui peut être biologique, un solvant ou un autre agent

photosensible et la libération des radicaux libres et des ions. Les radicaux libres sont

généralement très réactifs et peuvent aisément interagir avec l’oxygène moléculaire pour

produire des oxygènes réactifs comme des anions super oxydes ou des radicaux

hydroxyles. Ces réactions produisent des dégâts oxydatifs qui peuvent, finalement,

s’exprimer comme des lésions biologiques.

Au contraire, un mécanisme de type II (figure 3) résulte d’un transfert d’énergie

entre l’état triplet excité de la molécule photosensible et l’oxygène moléculaire non actif,

produisant le premier état excité d’oxygène singulet. Ce singulet d’oxygène est

extrêmement réactif et peut interagir avec un grand nombre de substrats biologiques

induisant des dommages oxydatifs et finalement la mort cellulaire.

Il est généralement admis que le processus de type II prédomine pendant la PDT

et que le singulet d’oxygène est l’agent cytotoxique primaire responsable des effets

biologiques observés.’74 Le mécanisme de type I devient plus important lorsque les

concentrations d’oxygène sont basses ou dans des environnements plus polaires.’75

Cependant, ces deux types de mécanismes mènent aux dégâts oxydatifs semblables.
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Figure 2 : Mécanisme de type I impliqué dans la thérapie photodynamique

Le mécanisme de type I implique une abstraction de l’hydrogène ou une réaction entraînant
un transfert d’électron entre l’état excité du photosensibilisateur et le substrat produisant des
radicaux libres et des ions radicalaires. Ces espèces radicalaires sont généralement plus
réactives et réagissent rapidement avec les molécules d’oxygène pour générer des espèces

réactives de l’oxygène (ERO) comme les anions superoxides (02 ) et les radicaux
hydroxyles. Certaines réactions peuvent provoquer des dommages irrémédiables. Les
dommages générés par ces espèces oxydées mènent éventuellement à des lésions
biologiques observées en PDT.

Abréviations: 02 (3 Z ), oxygène au stade fondamental (stade 0), (*), état excité, Ç)
radicaux libres.
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3Sensibilisateur* + 02
(3 Z g) - Sensibilisateur + 02 (1

g)

02 (g) + Substrat - Dommage oxydatif

Figure 3 : Mécanisme de type II impliqué dans la thérapie photodynamique

Le mécanisme de type II, entraîne un transfert d’énergie de l’état triplet excité du
photosensibilisateur à une molécule d’oxygène, provoquant la production de l’état singulet
excité de l’oxygène.

Abréviations : 02( Z g), oxygène au stade fondamental (stade 0), 02(1 g) oxygène singulet



35

1.4.3. Les agents photosensibles

Les agents photosensibles sont des composés ayant la capacité d’absorber la

lumière d’une longueur d’ondes spécifique et la transformer en énergie utile. Dans le cas

de PDT, cela implique la production d’agents cytotoxiques mortels. Il y a des centaines

d’agents naturels et synthétiques qui peuvent fonctionner comme photosensibilsateurs

pour la PDT, allant des dérivés végétaux aux composés synthétiques complexes. La

caractéristique clef de n’importe quel agent photosensible est sa capacité à s’accumuler

préférentiellement dans le tissu malade et de produire par la suite des agents

cytotoxiques pour induire l’effet biologique désiré. De nos jours, il existe plusieurs

agents photosensibles développés au cours du temps et appartenant à diverses

générations.

1.4.3.1. Les agents photosensibles de première génération

Les agents photosensibles de première génération sont les dérivées de

l’hématoporphyrine telle la Photofrine®.’76 Les dérivées de l’hématoporphyrine sont

actuellement les agents photosensibles les plus utilisés. La Photofrine®, commercialisée

par la firme QLT Photolherapeutics (Vancouver, Canada), est présentement utilisée en

clinique dans plusieurs pays, dont le Canada, pour le traitement des phases précoces et

avancées des cancers du poumon, de l’oesophage, de l’estomac et de la vessie, ainsi que

du cancer cervical et la dysplasie cervicale.’77

En dépit leurs succès apparents, les dérivées de l’hématoporphyrine ont deux

inconvénients majeurs. Tout d’abord, ces composés sont aisément absorbés et conservés

par le tissu cutané jusqu’à environ dix semaines post-injection. Cela cause une

photosensibilité marquée de la peau qui exige que le patient évite la lumière du soleil;

c’est un inconvénient très important, particulièrement pour des patients ayant un cancer

très avancé. Ensuite, la Photofnne® a un certain nombre de pics d’absorption entre 400

et 650 nm, or sa bande absorbante la plus faible, soit 630 nm, est utilisée le plus souvent
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pour exciter le photosensibilisateur car la pénétration du tissu par la lumière augmente

avec la longueur d’onde.

Bien que de tels inconvénients, n’aient pas arrêté l’utilisation de la Photofrine®,

comme outil utile contre le cancer et d’autres conditions, la recherche de nouveaux

agents photosensibilisateurs était plus que nécessaire.

1.&32. Les agents photosensibles de seconde génération

Un certain nombre de photosensibilisateurs de deuxième génération ont été

développés pour surmonter les défauts de la Photofrine®. En effet, les agents

photosensibles de seconde génération, pour être efficaces, se devaient de contourner les

deux inconvénients majeurs de la Photofrine®. Dès lors, beaucoup d’agents plus récents

ont deux propriétés fortement désirables. La longueur d’onde d’absorbance a été

changée de 630 nm, absorbance faible de la Photofrine®, à une absorbance beaucoup

plus grande aux alentours de 660-800 nm. Cela est important puisque la lumière de

courte longueur d’onde est aisément dispersée par les tissus et pénètre faiblement, tandis

que la lumière près de l’infrarouge peut pénétrer dans des tissus d’une épaisseur

supérieure à 1 cm. Une autre considération importante réside dans le fait que les agents

plus récents sont aisément éliminés de la circulation et de la peau; par conséquent,

l’isolement des patients, loin de la lumière brillante, n’est nécessaire que pour une courte

période de temps après l’administration du médicament.’73 Parmi les agents de seconde

génération, on peut citer entre autres le bleu de méthylène, l’acide 5-

aminolaevulinique, la verteporfine, tin etiopurpurine, la temoporfine, les texaphyrines,

les phthalocyanines, le N-aspartyle chlorine, les porphycenes, les rhodamines.’78 Nous

présenterons, dans les lignes suivantes, les propriétés et les applications de quelques uns

de ces photosensibilisateurs.

Le bleu de méthylène est actuellement l’un des rares photosensibilisateurs utilisé en

clinique en dehors des dérivés de l’hématoporphyrine. En effet, le bleu de méthylène est

utilisé par la Croix-Rouge suisse et allemande pour la décontamination d’unités de

plasma fraîchement congelées.’79’ $0 Ce photosensibilisateur inactive efficacement des



37

virus extracellulaires enveloppés’80 et est utilisé en clinique comme traitement de la

methemoglobinémie, démontrant ainsi sa faible toxicité chez l’humain.181 Le bleu de

méthylène peut aussi être utilisé dans le diagnostic clinique d’une variété de maladies et

comme un marqueur de tumeur dans la chirurgie. Cependant, son utilisation comme

photosensibilisateur in vivo est limitée par sa réduction ubiquitaire par les enzymes

cellulaires; de plus, sa forme non colorée est photodynamiquement inactive.

La verteporfine, dérivée monoacide de la benzoporphyrine, est un photosensibilisateur

ayant une absorbance beaucoup plus forte à une longueur d’onde de 690 nm où la

pénétration du tissu par la lumière est de 50 % plus grande que celle de la Photofrine® à

630 11m. De plus, la verteporfine est rapidement absorbée par le tissu tumoral et est

rapidement éliminée du corps pour que la photosensibilité de la peau ne dure que

quelques jours.182 La verteporfine est en expérimentation clinique pour le traitement de

la dégénération maculaire relative à l’âge (AMD). L’AMD est la cause principale de

cécité chez les personnes âgées de 50 ans et plus et implique la croissance rapide de

vaisseaux sanguins aberrants sous la rétine centrale. Ces vaisseaux anormaux causent

des lésions cicatricielles et une perte accélérée de l’acuité visuelle. Il n’y a aucun

protocole de traitement adéquat pour 80-90 % de ces patients. Comme la PDT est

connue pour induire un arrêt vasculaire, les composés comme la verteporfine sont idéaux

pour traiter cette condition. La verteporfine est aussi évaluée dans différentes phases

d’expérimentation clinique pour le traitement du cancer de la peau non mélanomateux,

du psoriasis, de l’arthrite rhumatoïde, de la sclérose en plaques et de l’oesophage de

Barrett ainsi que comme un agent pour réaliser la purge de moelle osseuse.’83

La tin-ethyl-etiopurpurine, (PurlytineTM) est une purpurine et un produit de

dégradation de la chlorophylle. Le médicament est synthétique et pur, mais présente une

faible stabilité dans l’eau. L’agent actuel est à l’origine d’une réaction allergique aux

oeufs. Ainsi, les patients ayant une allergie aux oeufs ne peuvent pas être traités avec cet

agent. Le médicament est actif à 660 nm et devrait permettre une bonne thérapie en

profondeur. Par ailleurs, il est relativement efficace pour de courtes durées de

traitements. En général, 1.2 mg/kg sont infusés et la thérapie terminée en 24 heures,

permettant ainsi une planification fluide.
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L’expérience clinique montre que le médicament est efficace dans le traitement des

lésions tumorales cutanées, des métastases de la paroi thoracique et du sarcome de

Karposi.172

La rhodamine, en raison de son incorporation spécifique dans les mitochondries et de

son utilisation connue comme sonde fluorescente, représentait une option intéressante

pour devenir des agents photosensibilisateurs. De plus, la rhodamine-123 est une

molécule potentiellement intéressante à cause de son assimilation préférentielle dans des

cellules cancéreuses. Fait important, cette famille de molécules ne s’accumule pas dans

les cellules souches hématopoïétiques normales et démontre une faible toxicité et une

élimination rapide, deux caractéristiques extrêmement favorables pour la PDT.

Cependant, étant donné son haut rendement quantique de fluorescence qui se traduit en

conséquence, par une faible formation de triplet d’oxygène, l’utilité de la rhodamine

123, dans sa forme native, est tout à fait limitée comme photosensibilisateur car très peu

photo toxique.’84”85 Ce problème a été résolu en ajoutant de lourds atomes comme le

brome ou le chlore à la molécule de base.’86 L’addition de ces atomes au chromophore

augmente le croisement inter système de l’état singulet à l’état de triplet en augmentant

le spin orbital, permettant ainsi des changements, autrement interdits, de l’état de spin

(S,—* T,). L’addition d’halogènes au chromophore change aussi l’absorption maximale

vers la fin du spectre rouge.
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1.4.3.3. Propriétés du photosensibilisateur idéal

Bien que l’on ne puisse considérer aucun photosensibilisateur idéal pour chaque

application possible, les agents photosensibles idéaux devraient avoir les principales

propriétés suivantes.

Ils devraient être efficaces et, dans ce contexte, être capables d’induire la mort

des cellules cibles. Ils devraient absorber la lumière dans les longueurs d’ondes rouges

ou dans le rouge lointain afin de favoriser la pénétration tissulaire. Des bandes

absorptions aux longueurs d’ondes plus courtes ont moins de pénétration dans le tissu et

sont plus susceptibles de mener à la photosensibilité de la peau (la puissance de la

lumière solaire baisse à 2 >600 nm). Des bandes absorbantes à de hautes longueurs

d’ondes (> $00 nm) signifient que les photons n’auront pas l’énergie suffisante pour

l’état de triplet du photosensibilisateur afin de transférer l’énergie à la molécule

d’oxygène d’état S0 et de l’exciter à l’état d’oxygène singulet. Ils devraient avoir

relativement de hautes bandes absorbance pour réduire au minimum la dose du

photosensibilisateur afin d’obtenir l’effet désiré. La synthèse du photosensibilisateur

devrait aussi être relativement facile et le matériel de départ aisément disponible dans

l’optique d’une production à grande échelle. L’agent photosensible devrait être un

composé pur avec une composition constante et une durée de vie stable et être

idéalement soluble dans l’eau ou soluble dans un solvant aqueux inoffensif. Ils ne

devraient pas s’agréger à l’excès dans les environnements biologiques car cela réduirait

leur efficacité photochimique. Aussi, devraient-ils avoir de bas niveaux de toxicité tant

chez les humains que chez les animaux d’expérimentation et présenter une faible

incidence de toxicité (hypotension ou réaction allergique). f inalement, l’élimination

pharmacocinétique du corps du patient devrait être rapide (moins d’un jour) pour éviter

la nécessité de la protection post-traitement de l’exposition à la lumière et la

photosensibilité prolongée de la peau.172”87
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1.4.4. Les modes de mort cellulaire induite par la PDT

Les cellules peuvent subir au moins deux types distincts de mort cellulaire. La

nécrose, une forme violente et rapide causée par des dégâts physiques ou chimiques, est

généralement considérée comme un processus non programmé. Elle est caractérisée par

la destruction des organelles, l’apparition d’un noyau pycnotique, la désintégration

cytoplasmique et progressive de la membrane cytoplasmique. Dans la nécrose, la

décomposition est principalement obtenue par médiation de l’activité protéolytique. Un

type différent de mort cellulaire dite programmée a été nommé apoptose. Celle-ci exige

l’activation transcriptionnelle de gènes spécifiques incluant l’activation d’endo

nucléases, la dégradation de l’ADN et l’activation des caspases.

1.4.4.1. Apoptose et nécrose après la POT

À cause de l’intérêt intense impliquant des mécanismes de mort de cellule, les

études dans le champ de la PDT ont évalué la présence d’apoptose et la nécrose tant in

vitro que in vivo. Agarwal fut le premier à annoncer l’apoptose après la PDT dans les

cellules lymphomateuses de la souris L5178Y. En effet, en présence d’un agent

photosensible (chloroaluminum phthalocyanine), il a observé une induction rapide de

l’apoptose à la suite de l’activation de la phospholipase C.88 Les facteurs cruciaux, dans

la détermination du type de mort cellulaire, par apoptose ou nécrose, après PDT, sont : le

type de cellule, la localisation souscellulaire du photosensibilisateur et la dose. En

général, on croit que les doses inférieures de PDT mènent à plus d’apoptose, tandis que

des doses plus fortes mènent, proportionnellement, à plus de nécrose.189 En effet,

Nagata et al, en utilisant le photosensibilisateur amphiphilique AIX-S 10 (Na) et des

cellules malignes de mélanome humain, ont démontré que des doses faibles ont mené à

moins de 70 % de cytotoxicité induite principalement par apoptose. Au contraire, la

plupart des cellules étaient nécrotiques avec des doses induisant 99 % de cytotoxicité.19°

Finalement, une fonction commune du programme d’apoptose amorcé par la PDT est la
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sortie rapide de cytochrome C dans les mitochondries vers le cytosol, suivi par

l’activation de l’apoptosome et de la procaspase 3.

1.4.4.2. L’effet de voisinage (“bystander”)

Un mécanisme différent de mort de cellule a été décrit par Dahle et al.191 En

effet, il a montré que pendant la PDT in vitro quelques cellules meurent sous l’effet

direct, mais d’autres cellules adjacentes subissent les dégâts de cellules mortes qui sont

propagées par une chaîne de cellules adjacentes. Ce processus est nommé l’effet de

voisinage (“bystander”). Le traitement de cellules MDCK II avec le photosensibilisateur

lipophilique 3-hydroxyphenyl et la lumière est réputé pour inciter une réponse

apoptotique rapide dans une grande fraction des cellules. En outre, la distribution de

cellules apoptotiques dans les microcolonies de huit cellules différait de la distribution

binomiale attendue. Il y avait une surabondance des microcolonies qui avaient répondu

au traitement comme une entité unique, dans laquelle toutes les cellules étaient mortes

ou aucune d’entre elles ne l’était. Cela indiquait que les cellules ne sont pas inactivées

indépendamment, mais que l’effet de proximité était impliqué dans la mort cellulaire.

Cette observation indique que la communication entre des cellules contenues dans une

colonie joue un rôle dans l’induction de l’apoptose par la PDT. Par ailleurs, l’effet de

proximité était plus important pour des cellules mourant par la nécrose que pour des

cellules mourant par apoptose.

1.4.4.3. Les dommages à l’ADN

La lumière du soleil provoque des dégâts sur le plan de l’ADN par deux

mécanismes. L’ADN absorbe directement la lumière de type UVC et la gamme d’UVB

du spectre (jusqu’à 320 nm). L’absorption provoque alors des photoproduits

caractéristiques, particulièrement la formation de dimères de pyrimidine. On a montré

des dégâts à l’ADN dans plusieurs études avec PDT in vitro.192 Cependant, ces dégâts
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n’ont pas été directement liés à des effets mortels. La PDT peut causer des dégâts

oxydatifs aux bases de l’ADN, des cassures des brins et des liaisons croisées. Le

potentiel mutagénique varie entre les types de cellules reflétant probablement des

différences de leur capacité de réparation ou des mécanismes de surveillance de dégâts.

Les réactions de radicaux libres sont potentiellement impliquées dans le processus de

carcinogenèse chimiquement induit. En effet, l’oxygène singulet peut être aisément

produit à l’intérieur des cellules et réagit efficacement avec l’ADN, causant des cassures

des simples brins. Sa réaction préférentielle avec la guanine dans l’ADN mène

principalement à la délétion d’un G dans la séquence d’ADN.

1.4.5. La PDT avec le 4,5-dîbromorhodamïne methyl ester

Le 4,5-dibromorhodamine methyl ester (TH9402 ; Celmed Biosciences,

Montréal, Canada) est un dérivé de la rhodamine -123. L’agent photosensible TH9402

(Figure 4) a été développé par un groupe de chimistes de l’Université de Montréal

(Montréal, Canada) et présente des propriétés photophysiques favorables (efficacité,

stabilité et une faible toxicité). Lorsque des cellules tumorales étaient mises en présence

du TH9402, cet agent photosensible s’accumulait maximalement après 40 minutes

d’incubation. De plus, les études faites dans notre laboratoire ont démontré que les

cellules cancéreuses retenaient plus de TH9402 que les cellules normales.193

Notre laboratoire a développé une approche basée sur l’utilisation du TH9402 pour

éliminer, de manière sélective, les cellules T alloréactives contenues dans le greffon du

donneur et responsables de la GVHD. En effet, Guimond et ai, ont démontré que cette

stratégie élimine de façon spécifique les cellules T du donneur qui reconnaissent les

cellules du receveur par un mécanisme impliquant la glycoprotéine P (Pgp).194 La Pgp se

retrouve à la surface de certaines cellules, dont les cellules souches normales et certains

lymphocytes. La Pgp, un produit du gène de résistance aux médicaments-1(MDR1),

pompe ainsi certains médicaments de l’intérieur de la cellule vers l’extérieur.
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Rhodamîne 4, 5-dibrornochodam.’ne methyl ester
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figure 4: Structure moléculaire du 4,5-dibromorhodamine methyl ester

L’agent photosensible 4,5-dibromorhodamine methyl ester (TH9402) est un dérivé de la
rhodamine auquel on a ajouté des molécules de brome en position 4 et 5. Inerte en absence
de lumière, le TE-19402 n’exerce son activité qu’en présence de lumière visible (514 nm).
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fait intéressant, certaines études ont démontré que la Pgp semblait inactivée à la surface

des cellules T activées.195 Or le TH9402 s’apparente à la rhodamine qui est connue pour

être transportée activement à l’extérieur des cellules par la Pgp.

Il s’ensuit que l’agent photosensible peut entrer à l’intérieur des cellules T, alors

qu’il est rapidement éliminé des cellules T au repos, il demeure à l’intérieur des cellules

activées car la pompe Pgp est inactivée par l’activation cellulaire. Cette accumulation

différentielle est donc à l’origine de l’élimination sélective des cellules activées

lorsqu’elles sont soumises à la PDT. Les travaux de Guimond et al.’94 ont identifié ce

mécanisme et permis de tirer avantage des propriétés de la Pgp afin d’éliminer grâce à la

PDT au TH9402 les cellules T alloréactives. Ainsi, la sensibilité des cellules T

prolifératives au TH9402 a été démontrée en utilisant la lignée cellulaire T

lymphoblastique CEM. Les conditions de traitement au cours de cette étude étaient de

40 minutes d’incubation, 10 tM TH9402, 90 minutes d’extrusion et 5 J/cm2

d’exposition à la lumière. Lorsque comparées aux cellules non traitées, plus de 99.97 %

des cellules T CEM malignes étaient déplétées. Par ailleurs, la PDT au TH9402 a permis

de bloquer la capacité proliférative de cellules monononucléées du sang (PBMC)

normales activées à la phytohemagglutinine (PHA) ou soumises à une réaction mixte

lymphocytaire (MLR). Dans ces conditions, les contrôles de cellules non traitées à la

PDT/TH9402 et stimulées à la PilA demeuraient capables de proliférer dans une MLR.

De plus, lorsque les cellules d’un donneur étaient exposées aux cellules d’un receveur

donné, afin d’induire une reconnaissance immune et leur activation, puis exposées à la

PDT, les cellules du donneur perdaient leur capacité de proliférer en réponse à une

exposition aux cellules du receveur. Au contraire, ces cellules étaient capables de

répondre aux cellules d’un autre individu auxquelles elles n’avaient pas été exposées.

Ces travaux ont donc démontré la capacité de la PDT à éliminer spécifiquement les

cellules activées contre des antigènes du receveur.
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Au cours de ces mêmes travaux et de façon intéressante, la PDT n’a pas affecté la

réponse de ces cellules T au repos, une découverte confirmant le niveau élevé de

sensibilité à la PDT des cellules activées comparativement aux cellules T au repos. En

effet, la spécificité de la PDT pour les lymphocytes T activés a aussi été évaluée en

mesurant l’expression de la chaîne inductible du récepteur de l’IL-2 (CD25) sur les

populations des cellules T CD4+ et T CD8+ traitées ou non à la PDT/TH9402. En effet,

après 4 jours de MLR, les cellules étaient exposées à la PDT/TH9402 ou au milieu de

culture uniquement. L’analyse immunophénotypique exécutée après une culture de 3

jours, dans un milieu de culture contenant l’IL-2, a révélé qu’au moins 9$ % des cellules

CD$+CD25 + et 96 ¾ des cellules CD4+CD25 + étaient éliminés par PDT. Au

contraire, la plupart des cellules T non activées (CD25-) ont été épargnée, confirmant

ainsi la sélectivité de la PDT pour les lymphocytes activés. De plus, la majorité des

cellules T CD25- étaient négatives pour l’iode de propidium, une découverte qui

indiquait la conservation de l’intégrité de ces cellules T. Finalement, au cours de ces

études, la Pgp a été clairement identifiée comme le modulateur principal de la

concentration cellulaire et de la cytotoxicité photodynamique du TH9402.

À ce jour, l’utilisation du TH9402 permet la purge de cellules cancéreuses et de

cellules T alloréactives dans la prévention de la GVHD. En effet, il a été démontré que

les rhodamines pouvaient être des photosensibilisateurs très efficaces contre des cellules

malignes in vitro. Plusieurs études pré-cliniques ont examiné la capacité des dérivés

bromées de la rhodamine à purger les cellules leucémiques de la moelle osseuse ou des

cellules souches du sang périphérique pour fin d’utilisation dans la transplantation

autologue.186’193 Les expérimentations cliniques de phase I ont commencé à utiliser cet

analogue bromé de la rhodamine, le TH9402, pour le traitement de leucémie myéloïde

chronique en utilisant ce procédé de thérapie photodynamique.196 Il en est ressorti que la

thérapie photodynamique utilisée ex vivo pour purger les cellules leucémiques dans les

GCSHs autologues détruisait les cellules malades en épargnant les cellules saines. Cela

étant un préalable important pour un tel protocole de traitement.

Des études in vivo utilisant le TH9402 ont été menées dans notre laboratoire et

ont démontré que la PDT éliminait rapidement les cellules B, préservait les cellules T au
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repos ainsi que leur capacité de prolifération et prévenait la GVHD.197 L’équipe de

Chen et ai, dans un modèle de transplantation murin CMII incompatible a aussi

démontré que, lorsque les souris receveuses étaient inoculées avec des cellules BCL1

leucémiques/lymphomateuses et subissaient une irradiation mortelle, l’infusion de

moelle osseuse purgée en cellules T, aboutissait à une rechute. L’addition de cellules T

activées, non traitées et provenant d’une MLR produisait une GVHD mortelle. Mais

l’administration de cellules traitées à la PDT contrôlait la récurrence de cellules BCL1

sans causer la GVHD.198 Ainsi, la PDT associée au TH9402 semble empêcher la GVHD

tout en préservant l’activité GVL in vivo.

1.4.6. Avantages et inconvénients de l’utilisation du TH9402

pour la PDT

Le haut niveau d’efficacité et de sélectivité de l’agent photosensible TH9402

pour les cellules activées représente une des raisons principales de choisir le TH9402

pour l’élimination des cellules T alloréactives. La déplétion des cellules T alloréactives

par PDT est réalisée en utilisant une stratégie qui repose sur les propriétés biologiques

de la cellule, dont l’inhibition de la Pgp durant la phase ex vivo d’activation envers les

cellules stimulatrices de l’hôte. En termes d’équipement, la PDT/TH9402 exige un

dispositif d’éclairage qui est un instrument qui peut s’accommoder facilement dans la

plupart des laboratoires de thérapie cellulaire. Cet instrument est entièrement automatisé

et l’émission précise de la lumière est assurée par un contrôle continu pendant chaque

cycle. La stabilité du dispositif d’éclairage a été confirmée et le calibrage externe est

seulement exigé tous les ans. Au contraire de la plupart des photosensibilisateurs, pour

lesquels le spectre d’absorption nécessite l’irradiation par une source d’ultraviolets, le

TH9402 utilisé dans notre procédure de PDT exige seulement la lumière visible (vers

514 nm) qui est non-mutagénique. La qualité du greffon déplété en cellules alloréactives

peut être contrôlée après chaque manipulation. Comme les cellules traitées à la PDT sont

éliminées en quelques jours, des stratégies impliquant de courtes périodes de culture

cellulaire doivent être utilisées afin de déterminer le degré final d’élimination cellulaire,
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retardant ainsi la détermination de la nature des produits cellulaires générés de quelques

heures. Il est clair que l’utilisation d’anticorps monoclonaux combinés avec des billes

immunomagnétiques ou au tri en cytométrie en flux offre l’avantage d’une visualisation

immédiate des cellules éliminées. L’utilisation des anticorps monoclonaux semble aussi

plus rassurante étant donné que la structure ciblée est clairement définie. Par exemple,

l’antigène CD25 est habituellement ciblé pour éliminer les lymphocytes T du donneur,

qui présentent une alloréactivité contre les cellules du receveur. Cet antigène est

exprimée lorsque les cellules T deviennent activées. Cependant, il y a différents

problèmes associés au ciblage des cellules T par rapport au statut d’activation de leurs

antigènes de surface, comme la variabilité de leur profil d’expression dans le temps. De

plus, certains antigènes de surface présents sur les cellules T activées sont partagés par

d’autres sous-ensembles de cellules T comme le CD25, qui est exprimé par les cellules T

régulatrices qu’il serait préférable d’épargner. La PDT avec le TH9402 est un processus

qui est extrêmement flexible. En variant les différents paramètres de traitement (la

concentration, les conditions d’incubation, le temps d’extrusion et l’intensité lumineuse),

il est possible de moduler l’effet sur des populations cellulaires ciblées. Le fait que les

paramètres de la PDT peuvent être changés pour éliminer des populations cellulaires, par

des chemins distincts impliquant principalement l’apoptose ou la nécrose, représente

aussi une occasion intéressante d’examiner diverses approches immuno-thérapeutiques

et d’induction de la tolérance.

Le succès effectif de la PDT exige cependant un contrôle strict des paramètres de

traitement (conditions d’incubation, la période d’extrusion de l’agent photosensible,

l’exposition à la lumière, etc.). Fait important, la même stratégie pourrait être utilisée

tant pour l’élimination des cellules T alloréactives que pour celle des cellules

cancéreuses, limitant ainsi le nombre d’instruments qui exigent une validation et un

contrôle de qualité continu.199
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1.5. Problématique de recherche et importance du

projet

Comme il a été mentionné plus haut, la maladie du greffon contre l’hôte

constitue la principale complication qui fait suite après une greffe allogénique de

cellules souches hématopoïétiques. Par ailleurs, dans sa forme chronique, l’incidence de

la GVHD n’a cessé de s’accroître du fait d’un haut degré d’incompatibilité sur le plan

des antigènes HLA, entre le donneur et le receveur, du recours à un donneur apparenté

versus un donneur non apparenté, de l’utilisation d’un donneur de sexe féminin, de

l’utilisation de cellules souches du sang périphérique en lieu et place de la moelle

osseuse. Face à cette incidence de plus en plus croissante, plusieurs stratégies de

traitements ont été évaluées à ce jour. On peut mentionner l’utilisation de la

cyclosporine, de la prednisone et du mycophénolate. Toutefois, malgré ces multiples

traitements actuels de la GVHDc, cette maladie représente une cause de morbidité et de

mortalité importante et constitue de ce fait un frein au traitement de plusieurs affections

malignes. Il était donc plus que nécessaire d’évaluer de nouvelles modalités

thérapeutiques. Parmi celles-ci, la photophérèse extracorporelle a été évaluée en

association avec des agents photosensibles tel le $-methoxy psoralen (8-MOP) couplé

aux UVA (PUVA). Cette approche, bien que prometteuse, présente l’inconvénient de

l’utilisation des rayons ultraviolets potentiellement mutagènes. La thérapie

photodynamique (PDT), qui est une nouvelle approche utilisée dans le traitement de

certains cancers, constitue une avenue intéressante. En effet, la PDT, contrairement à la

thérapie PUVA, utilise la lumière visible qui a l’avantage considérable de diminuer le

risque mutagénique dû aux UVA. Cependant, la PDT a longtemps été confrontée au

problème de l’utilisation d’agents photosensibles peu cytotoxiques. Le 4,5-

dibromorhodamine methyl ester (TH9402) est un agent photosensible de seconde

génération dont la capacité à s’accumuler sélectivement, dans les cellules activées et

alloréactives, a été démontrée. Les travaux effectués dans notre laboratoire et dirigés par

le Dr Denis-Claude Roy ont permis de démontrer que la PDT associée au TH9402,
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éliminait les cellules activées et alloréactives. Cette observation a permis de constater

qu’une telle approche, pouvait mener au traitement ex vivo des greffons de cellules

souches hématopoïétiques ou des infusions des lymphocytes du donneur afin de prévenir

la GVHD dans le contexte d’une transplantation allogénique. D’autres travaux effectués

dans notre laboratoire, et ceux d’autres équipes, ont permis de démontrer que la PDT

associée au TH9402 pouvait prévenir la GVHD aigu. Fort de ces observations, nous

avons voulu évaluer le potentiel thérapeutique du TH9402, dans le traitement de la

GVHD chronique dans un modèle murin. Ce qui, à notre connaissance, représente la

première étude du genre.

1.6. Hypothèse de travail

Les cellules T alloréactives, originant du greffon du donneur, sont les principaux

médiateurs de la GVHDc. Comme il a été mentionné plus haut, le TH9402 s’accumule

dans les cellules activées et alloréactives provoquant leur élimination sélective. Or il a

été démontré que la transfusion de cellules T alloréactives générées par activation au

cours d’une réaction mixte lymphocytaire (MLR) in vitro, puis traitées à la

PDT/TH9402, a été capable de prévenir la GVHD aigu dans un modèle murin.197200

Cet effet préventif pourrait s’expliquer par le transfert adoptif de cellules T

immunosuppressives présentes dans la MLR, la déplétion des cellules T alloréactives par

PDT ou par la génération in vivo de cellules T immunosuppressives actives (réponse

anti-idiotypique de type “vaccine like”) qui mènerait à la suppression de la GVHDa.

Nous proposons donc que la PDT avec le TH9402 peut non seulement prévenir le

développement de la maladie du greffon contre l’hôte, mais aussi peut être utilisée pour

la traiter.
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1.7. Objectifs

1.7.1. Objectif principal

Le but principal de ce projet de recherche est d’évaluer la capacité du TH9402 à

traiter la GVHD chronique dans un modèle murin. Cette évaluation du traitement de la

GVHDc expérimentale repose sur l’injection de cellules T alloréactives activées in vivo,

dans un contexte de GVHD chronique, et traitées à la PDT/TH9402. De façon semblable

à la PEC, nous émettons l’hypothèse que l’injection de cellules dont on a éliminé la

composante activée permet d’induire une tolérance immune.

1.72. Objectifs spécifiques

Les objectifs spécifiques de ce projet de recherche consistent, dans un premier

temps, à reproduire la maladie du greffon contre l’hôte chronique dans un modèle murin.

Cet objectif est d’autant plus important que nous devons nous assurer d’être en présence

d’une GVHDc afin de prétendre la traiter. Dans un second temps, comme le traitement

de la GVHDc passe par l’injection des lymphocytes T alloréactifs traités à la PDT, il est

important de savoir en quoi consiste l’effet du traitement que nous administrons aux

cellules. Pour ce faire, nous avons opté d’évaluer l’effet de la PDT sur les différentes

populations lymphoïdes. Finalement, afin de juger de l’efficacité du traitement à long

terme, l’évaluation de la reconstitution immunologique dans les différents groupes de

souris constitue un indicateur de l’efficacité du traitement.



CHAPITRE II: MATÉRIEL ET MÉTHODES
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Souris

Deux souches de souris ont été utilisées tout au long de notre étude. Les souris

femelles, B10.D2-H21 H2T]8c Hc’/nSnJ (Bl0.D2) et BALB/cJH2d (Balb/c) ont été

acquises des Laboratoires Jackson (Maine, USA). Les souris étaient hébergées dans

l’animalerie du centre de recherche Guy-Bernier de l’hôpital Maisonneuve-Rosemont

(Montréal, Canada), dans un espace environnemental contrôlé (température, humidité,

ventilation, éclairage) et recevaient une diète stérile suivant les normes exigées par le

comité canadien pour la protection des animaux. Toutes les souris étaient âgées de 7 à

10 semaines au moment de leur utilisation.

2.2. Groupes expérimentaux

Tout au long de nos travaux, les groupes expérimentaux suivants ont été constitués en

fonction du stade expérimental concerné (f igures 5 et 6).

2.2.1. Phase d’induction de la GVHDc

Groupe syngénique. Le groupe syngénique consistait en l’injection des spiénocytes des

souris femelles Balb/c à d’autres souris femelles Balb/c.

Groupe GVHDc. Le groupe GVHDc consistait en l’injection des spiénocytes des souris

femelles B10.D2 à des souris femelles Balb/c.

Groupe contrôle d’asepsie. Le groupe contrôle d’asepsie consistait en l’injection des

spiénocytes des souris femelles B10.D2 à d’autres souris femelles BlO.D2.
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2.2.2. Phase de traitement de la GVHDc

Groupe cellules syngéniques + PUT. Le groupe cellules syngéniques + PDT

correspond aux souris syngéniques recevant des injections de spÏénocytes traités à la

PDT. Ces splénocytes provenaient d’autres souris syngéniques.

Groupe cellules + PDT. Le groupe cellules + PDT correspond aux souris avec GVHDc

et recevant des injections de splénocytes traités à la PDT. Les splénocytes provenaient

d’autres souris malades (GVHDc).

Groupe cellules - PUT. Le groupe cellules - PDT, correspond aux souris avec GVHDc

et recevant des injections de splénocytes non traités à la PDT. Les spiénocytes

provenaient d’autres souris malades (GVHDc).

Groupe non traité. Le groupe non traité, correspond aux souris avec GVHDc et ne

recevant aucune injection de splénocytes. Ces souris ne reçoivent donc aucun traitement.

Le décompte des splénocytes, destinés à être injectés aux souris du groupe cellules

+PDT, était effectué avant la PDT. Ce greffon post PDT contenait des cellules mortes

aussi bien que des cellules vivantes.

2.3. Irradiation des souris receveuses

Les souris devant subir la greffe de splénocytes ont reçu une irradiation

corporelle totale, à une dose non létale de 600 cGy, à l’aide d’un appareil ayant une

source de 60Co.
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Figure 5: Représentation graphique des différents groupes expérimentaux au cours de la
phase d’induction de la maladie du greffon contre l’hôte chronique.

Le groupe syngénique consistait en l’injection des spiénocytes des souris femelles Balb/c
dans les souris femelles Balb/c. Le groupe GVHDc consistait en l’injection des splénocytes
des souris femelles BlO.D2 dans les souris femelles Balb/c. Finalement, le groupe contrôle
d’asepsie consistait en l’injection des splénocytes des souris femelles BlO.D2 dans les souris
femelles Bl0.D2. Toutes les souris recevant le greffon étaient irradiées (600 cGy).

BiO. D2 (H2d)
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Injection de spiénocytes
de souris Balb/c

syngéniques

BaIb/c (H2d) Syngénique Balb/c (H2d) Syngénique

Groupe cellules Synénigues +PDT

Injection de splénocytes •1

de souris BaIb/c avec-= F—

BaIb/c (H2d) avec GVHDc Balb/c (H2d) avec GVHDc

Groupe cellules +PDT

Injection de spiénocytes
de souris Balb/c avec

GVHDc

Balb/c (H2d) avec GVHDc Balb/c (H2’) avec GVHDc

Groupe cellules - PUT

Balb/c (H2’) avec GVHDc

Groupe non traité

Figure 6: Représentation graphique des différents groupes expérimentaux au cours
de la phase de traitement de la maladie du greffon contre l’hôte chronique.

Dans les différents groupes (syngénique +PDT, cellules +/- PDT), les rates des souris ont été
prélevées et les spiénocytes traités ou non à la PDT. L’injection des splénocytes a été
effectuée par la suite. Dans le groupe non traité, les souris ne reçoivent aucun traitement.
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2.4. Préparations des spiénocytes

Les souris 3lO.D2 et Balb/c ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les

rates prélevées, stérilement, étaient stockées dans le milieu de culture RPMI 1640

(Gigco, Grand island, NY) supplémenté avec 10% FBS (sérum de veau foetal, de

l’anglais “Fetal Bovine Serum”, Hyclone Laboratories, Logan, UT) décomplémenté, 100

U/ml pénicilline G, 100 pg/mL streptomycine, 2 mM L-glutamine (Gibco, Grand island,

NY). Afin d’extraire les cellules de la rate (splénocytes), les rates ont été délicatement

écrasées en utilisant un pilon à triturer. L’extraction était faite avec beaucoup de douceur

pour ne pas endommager les cellules. Les cellules étaient recueillies dans du RPMI 1640

avec 10% FBS afin d’obtenir une préparation cellulaire homogène. La préparation

cellulaire ainsi obtenue était centrifugée par la suite à 300g afin de laver les splénocytes.

Après centrifugation, les cellules étaient resuspendues dans du tampon Tris-NH4 Cl afin

de lyser les globules rouges. Pour ce faire, I mL de la solution de lyse était utilisé pour

chaque rate, pendant une minute, à la température de la pièce. Après ce temps

d’incubation, le milieu était complété avec du RPMI 1640 avec 10% FBS et la

suspension cellulaire était centrifugée une seconde fois à 300g durant 10 minutes. Après

centrifugation, le surnageant était jeté et les cellules resuspendues dans du milieu de

culture RPMI 1640 plus 10% FBS. Le nombre de splénocytes était évalué par un

décompte au bLeu trypan et la viabilité des suspensions cellulaires déterminée par la

même occasion. Un autre décompte automatique, en utilisant le COULTER® Gen.STM

Hematology Analyzer (Beckman Coulter, fullerton, CA, USA), était aussi effectué afin

d’obtenir des valeurs plus précises. Après décompte cellulaire, les préparations

cellulaires étaient centrifugées une fois de plus à 300g, pendant 10 minutes, afin de se

débarrasser du surnageant contenant le FBS. Après cette ultime centrifugation, les

splénocytes étaient resuspendues à la concentration voulue dans du RPMI 1640 sans

FBS afin d’éviter la formation de bulles qui pourraient se former durant l’injection. Pour

minimiser la perte de cellules, les suspensions cellulaires étaient conservées sur glace

avant injection.
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2.5. Induction et suivi de la GVHDc

Afin d’induire la GVHDc, nous avons subdivisé les souris en différents groupes.

Dans le but de faciliter l’injection intraveineuse (i.v) sur le plan de la queue des souris,

les souris receveuses étaient légèrement chauffées à l’aide d’une source lumineuse

dégageant de la chaleur. Dans le groupe de souris GVHDc, 25 x 106 splénocytes de

souris donneuses (B10.D2), dans un volume final de 0.5 mL de RPMI164O, étaient

injectés de façon intra-veineuse (i.v) dans les souris receveuses Balb/c irradiées. Les

souris receveuses, Balb/c irradiées, dans le groupe syngénique, recevaient 25 x 106

splénocytes, dans un volume final de 0.5 mL provenant d’une suspension cellulaire de

rates de souris Balb/c. Les souris receveuses B10.D2, dans le contrôle d’asepsie

recevaient, quant à elles, un greffon constitué de 25 x 106 spiénocytes, provenant

d’autres souris B10.D2. Après injection, les souris recevaient de l’eau stérile HC1

contenant un antibiotique durant 2 semaines (tétracycline 1 g/L).

Le suivi de l’évolution de la GVHDc était fait par la prise de poids hebdomadaire

des souris dans les différents groupes. L’évaluation clinique était faite en observant

l’aspect du pelage, les atteintes cutanées sur le plan de la peau, des oreilles et des pattes.

Une analyse histologique de la peau, du foie, des intestins était effectuée afin de préciser

le diagnostic. L’évaluation immunologique du taux d’anticorps anti-ADN double brin,

par un test ELISA (‘Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) quantitatif était effectué sur

les échantillons de sérum des souris provenant de différents groupes.

La décision d’euthanasier les animaux était prise par les techniciennes en santé

animale de l’animalerie du Centre de recherche de l’Hôpital Maisoimeuve-Rosemont,

qui en référaient au vétérinaire responsable de l’unité. Ces intervenants neutres n’étaient

pas informés du déroulement de l’expérience et de la distinction entre les différents

groupes de souris. Par conséquent, la possibilité d’un biais provenant de

l’expérimentateur, sacrifiant préférentiellement certains animaux plutôt que d’autres,

était écartée. L’euthanasie était appliquée selon des critères objectifs pré-déterminés, à

savoir quand les animaux présentaient une perte de poids dépassant 25% du poids initial

ou lorsque des lésions graves irréversibles (perte de poils avec blessures sur le corps,
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pattes enflées présentant des plaies, queue nécrosée et coupée) étaient observées. Cette

intervention avait pour but d’éviter toutes souffrances inutiles aux animaux.

2.5.1. Test Elisa quantitatif

Pour évaluer les taux d’anticorps anti-ADNdb, nous avons, dans un premier

temps prélevé du sang de souris en effectuant une piqûre sur le plan de la veine

fémorale. Le sang recueilli, dans les tubes non héparinés, était aussitôt centrifugé à 33g

pour un temps maximal de 4 minutes. Le sérum obtenu était conservé à -20°C, jusqu’au

jour de l’analyse. La première étape consistait en l’adsorption (“coating”) de l’ADNdb

sur plaque ELISA. Ainsi 10 mg/mL d’ADNdb, dans un volume final de 100 mL de

tampon SSC (Nacl, 0.15 M + Sodium citrate 0.015 M, le tout à pH 8.0) étaient ajoutés

dans tous les puits de la plaque ELISA. Après une incubation à 4°C, toute la nuit

(“ovemight”), ou 37°C, pendant 2 heures, le “coating” était stoppé et la plaque lavée 4

fois avec du PBS (“Phosphate Buffered Saline”) supplémenté avec du Tween 20 (PBS

iX: NaC1 9.0 g/L, Na2HPO4 (sodium phosphate dibasique) 0.703 g/L, KH2PO4

(potassium phosphate monobasique) 0.232 g/L, pH : 7.2 et Tween 20, 0.05%). Après

lavage, 100 mL par puits, d’une solution d’anticorps anti-ADNdb (Mouse monoclonal

Anti-DNA IgG, Alpha diagnostic International, San Antonio, TX, USA) de

concentration comue (1 mg/mL), était ajoutée aux puits correspondant afin d’établir une

courbe standard (100 mg/mL, 80 mg/mL, 60 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL,

5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL). Les différents échantillons de sérum,

dilués 1/50 dans du PBS lx, volume final de 100 mL par puits, étaient ajoutés, en

duplicata, aux puits restants sauf dans le puits servant de contrôle négatif et, incubés 45

minutes à 3 7°C. Après incubation, les échantillons étaient vidés par aspiration et les

puits lavés 4 fois avec du PBS Tween 20, 0.05%. Après lavage, 100 mL d’anticorps

secondaire dilués 1/6400 dans du PBS iX (Anti-mouse IgG peroxydase conjugate,

Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) étaient ajoutés dans tous les puits, sauf

celui du contrôle négatif, pour une incubation de 30 minutes à 37°C. Le puits réservé au

contrôle négatif était complété avec 100 mL de PBS lx. Après le temps d’incubation et
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les 4 lavages au PBS Tween 20, 0.05%, 100 mL de substrat TMB (3,3’, 5,5’-

tetramethylbenzidine) étaient ajoutés à tous les puits et incubés 15 minutes à température

pièce à l’abri de la lumière. Après ce temps d’incubation, la réaction était stoppée en

ajoutant 100 mL de Stop Reagent (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA).

L’absorbance (densité optique) était lue à 450nm en utilisant le lecteur automatique de

plaques ELISA.

2.5.2. Coloration à l’hématoxyline-phloxine-éosine

Afin d’effectuer l’évaluation histologique de la GVHDc, divers prélèvements de

tissus ont été effectués et colorés à l’hématoxyline-phloxine-éosine (HPE). Les tissus

(peau, foie, rate, intestin) étaient prélevés des souris sacrifiées par dislocation cervicale.

Les échantillons ainsi obtenus étaient conservés dans du para formaldéhyde jusqu’à leur

utilisation. Après obtention de coupes minces, les pièces de tissus étaient étalées sur les

lames, puis séchées dans une étuve à 75°C pendant 30 minutes. Après cette période de

séchage, les lames étaient trempées dans du toluène pendant 7 minutes. La prochaine

étape consistait en la coloration proprement dite. Le principe reposait sur le fait que

l’hématoxyline colore le noyau de la cellule en bleu et la phloxine-éosine colore les

cytoplasmes en rose foncé. Le processus entièrement automatisé était effectué à l’aide de

l’appareil de coloration 11/1 Linear Stainer (Hacker Instruments Inc. Fairfield, NI USA).

Le cycle de coloration contenait 27 bains dans lesquels les lames étaient trempées

pendant 40 secondes. Le cycle était le suivant

Bains N° 1-2-25-26-27 Toluène

3-4-23-24 Éthanol 100%

5-18-20-21-22 Éthanol 95%

6 Éthanol 70%

8-9 Hématoxyline

13 Acide chlorhydrique (HC1) 0.25%

15 Ammoniaque (NH4OH) 0.5%
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19.Phloxine-éosine

7-10-1 1-12-14-16-17.Eau courante tiède

2.5.3. Analyses immunophénotypiques (Cytométrie en flux)

L’expression des récepteurs de surface des cellules T (CD4, CD8, CD25) et des

cellules B et NK a été évaluée par immunofluorescence. Les cellules traitées par la PDT

ainsi que les cellules contrôles non traités à la PDT ont été marquées avec les anticorps

suivants : anti-CD4 PE (Isotype Rat IgG2a, i, anti-CD4 FITC (Isotype : Rat IgG2a, K),

anti-CD8a APC (Isotype: Rat IgG2a, ic), anti-CD$a PE (Isotype: Rat IgG2a, ic), anti

CD8a FITC (Isotype: Rat IgG2a, i), anti-CD25 PE (Isotype: Rat IgG2b, 1, anti-CD25

FITC (Isotype: Rat lgM, ic), anti-CD45R’B220 PE (Isotype: Rat IgG2a, iç), anti

CD45R/B220 fITC (Isotype: Rat lgG2a, iç), anti-NK1.1-PE (Isotype: lgG2a, K),

AnnexineV-APC (AnnV) et le 7-amino-actinomycin-D-PerCP (7AAD) toutes de BD

Pharmingen (BD PharmingenTM, USA). L’anticorps anti-CD25 PE (Isotype: Rat IgGi)

provenait de Cederlane (Cedarlane, On. Canada). Afin d’évaluer le marquage non

spécifique des anticorps, des isotypes conjugués aux fluorochromes appropriés ont été

utilisés dans toutes les études de cytométrie en flux. PE : (“Phycoeiythrin’), FITC

(“Fluorescein isothiocyanate”), APC : (“Allophycocyanin”), PerCP : (“Peridinin

chlorophyll-a Protein”).

2.5.4. Effet de la GVHDc sur la production des lymphocytes

CD4+CD25+

Les spiénocytes ont été extraits des rates de souris GVHDc et syngéniques tel

qu’il a été décrit plus haut. Les suspensions cellulaires contenaient 5x105 par tube, dans

un volume final de 100 mL en vue de leur marquage, par les anticorps fluorescents

appropriés. Pour le cas du marquage CD4+CD25+, 1 mL d’anticorps anti-CD4+ couplé

au FlIC (“fluorescein isothiocyanate”, CD4 FITC) était ajouté à la suspension cellulaire.
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De même, 1 mL d’anticorps anti-CD25 couplé au PE (CD25 PE) était ajouté à la même

suspension cellulaire. Une autre suspension cellulaire était marquée avec les isotypes

(FITC et PE) appropriés. Après 30 minutes d’incubation sur glace et à l’abri de la

lumière, les échantillons étaient complétés avec du RPMI 1640 et centrifugés 300g

pendant 10 minutes. Après cette étape de lavage, le profil des différents échantillons

était déterminé par cytométrie en flux par le biais du cytomètre multiparamétrique

(FACS Calibur, Becton Dickinson, Mountain view, CA). Les analyses ont été effectuées

en utilisant le programme Cell Quest (Becton Dickinson).

2.5.5. Effet de la PDT sur les population lymphoïdes

Pour étudier le mécanisme de la mort induite par la PDT, les cellules étaient

marquées par des anticorps spécifiques des marqueurs membranaires de différentiation

et simultanément par l’annexine V (AnnV), un marqueur précoce de l’apoptose et le 7-

amino-actinomycin (7AAD) qui marque les cellules mortes. Les combinaisons

suivantes, CD4/CD25/AnnV/7AAD, CD$/CD25/AnnV/7AAD, NK1 . 1/AnnV/7AAD et

3220/AnnV/7AAD ont été analysées. De manière plus détaillée, les marquages ont été

effectués avec 5x105 cellules par échantillon, dans un volume final de 100 mL de RPMI

1640. Les anticorps (1 mL), anti-CD4, anti-CDS, anti-CD25, anti-B220, anti-NKI.1,

sont ajoutés aux cellules en fonction des combinaisons établies tout en évitant d’utiliser

des anticorps différents associés aux mêmes fluorochromes. Les anticorps isotypiques

sont ajoutés aux tubes correspondants et tous les tubes sont incubés sur la glace pendant

30 minutes à l’abri de la lumière. Après cette période d’incubation, les tubes sont

complétés avec 2 ml de RPMI 1640 et centrifugées 10 minutes à 300g. Après

centrifugation, le surnageant est rejeté et tous les tubes sont complétés avec 100 mL de

binding buffer iX. Aux tubes devant recevoir l’AimV, 1 mL d’AnnV est ajouté et 5 mL

de 7AAD sont ajoutés aux tubes devant recevoir le 7AAD. Tous les tubes sont incubés

pour une période de 15 minutes. Après ce temps d’incubation, les tubes sont analysés en

cytométrie en flux. Pour ce, au moins 1x104 événements étaient enregistrés par un

cytomètre multiparamétrique (FACS Calibur, Becton Dickinson, Mountain view, CA).
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Toutes les analyses sont effectuées en utilisant le programme Ceil Quest (Becton

Dickinson).

2.5.6. Traitement photodynamique des cellules

Les cellules de rate des souris du groupe syngénique et GVHDc sont préparées

en vue de leur exposition à la PDT, puis injectées pour traiter la GVHDc. Une fois les

suspensions cellulaires obtenues, les splénocytes sont donc resuspendus à une

concentration de 1x106 cellules/mL dans du milieu de coloration X-vivo (Bio-Whittaker,

Walkersville, MD) supplémenté avec 2,5 % FBS. Les cellules du groupe « + PDT» sont

mises en présence de 10 jiM TH9402 (Celmed BioScience, Montréal, Canada) pour une

période de 40 min et incubées à 37°C, le tout à l’abri de la lumière. Les cellules du

groupe «—PDT» ne reçoivent pas de TH9402 et sont aussi mises à l’incubateur à 37°C

pour une période de 40 minutes. C’est la phase dite de coloration qui permet aux cellules

d’intégrer le TH9402. Après cette période de coloration, les cellules des deux groupes

sont centrifugées 10 minutes à 300g pour une étape de lavage. Le surnageant est jeté et

les cellules sont resuspendues dans un milieu d’extrusion X-vivo supplémenté avec 10

% FBS, pendant 50 minutes. Signalons que les 10 minutes de centrifugation comptent

dans le temps d’extrusion. Cette phase d’extrusion de 50 min permet à l’excès du

TH9402 de sortir des cellules. À la fin de la période d’efflux, les cellules sont mises

dans des flasques à la concentration de 1x106 cellules/mL dans un volume final de 10

mL de milieu d’extrusion. Toutes les manipulations précédant l’étape d’exposition à la

lumière sont effectuées à l’abri de la lumière. Pour la PDT, les flasques sont exposés à

une énergie lumineuse de 5 j/cm2 à une longueur d’onde de 514 nm sous une épaisseur

de 1.3 mm, à la vitesse d’agitation cellulaire de l’appareil TheraluxTM (Celmed

BioScience, Montréal, Canada) étant de 180 Rpm. Le processus d’exposition à la

lumière est mesuré de façon continue et entièrement automatisé. Il s’arrête aussitôt que

la dose intégrale de lumière (5 joules/cm2) est atteinte. Une fois la PDT achevée, les

cellules sont lavées et resuspendues avec du RPMI 1640, en vue de leur utilisation

subséquente.
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2.5.7. Extraction d’ARN messager

L’extraction de l’ARN messager (ARNm) s’est faite avec le kit d’extraction

QuickFrepTM Micro inRIVA Fzirfication Kit (Amersham Biosciences, Ni, USA). Le

protocole suivi était celui proposé par Amersham Biosciences. Ainsi, pour la phase

d’extraction, le nombre maximal de cellules était de 10x106 par tube. Après une

centrifugation dont le but était l’élimination du milieu de culture, l’extraction débutait

par l’ajout de 0.4 mL de solution d’extraction (Guanidinium thiocyanate et N-lauroyl

sarcosine) au culot cellulaire. Le mélange est vortexé afin d’obtenir une suspension

homogénéisée. À cet homogénat, 0.8 mL de la solution d’élution (10 mM Tris-HC1 (pH

7.5), 1 mM EDTA) est ajouté et le tout est mixé au vortex. La phase d’isolation de

Ï’ARNm était effectuée comme suit. Un homogénat cellulaire est préparé en

centrifugeant (entre 5000g et 16000g pendant 1 minute) le contenu des extractions faites

plus haut. Le surnageant recueilli est placé dans un tube contenant un culot d’Oligo (dT)

cellulose. L’ensemble est mélangé par inversion pendant 3 minutes et centrifugé à

16000g pendant 10 secondes. Après centrifugation, le surnageant est retiré par aspiration

et jeté. S’ensuit l’étape de lavage au cours de laquelle 1 mL de la solution “High-Salt

Buffer” (10 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.5 M NaCl) est ajoutée au culot

d’Oligo( dl) cellulose. Cinq lavages ont été effectués avec une étape de centrifugation

de 10 secondes entre elles. Après chaque centrifugation, Ïe surnageant était jeté et la

solution “High-Salt Buffer” était ajouté au culot d’Oligo (dT) cellulose. Après les 5

lavages, le culot était resuspendu avec lml de la solution “Low-Salt Buffer” (10 mM

Tris-HCÏ (pH 7.5), 1 mM EDTA, 0.1 M NaC1), puis centrifugé à 16000g max pendant

10 secondes pour un total de 3 lavages. Après la dernière étape de lavage, le culot était

resuspendu dans 0.3 mL de “Low-Salt Buffer” et transféré dans une colonne. La colonne

était centrifugée pendant 5 secondes et le surnageant rejeté. Par la suite, 0.5 mL de

“Low-Salt buffer” était ajouté au culot qui était centrifugé à la vitesse maximale pendant

5 secondes. Cette étape était répétée 3 fois. Pour la phase d’élution, 0.2 mL de la

solution d’élution (10 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 1 mM EDTA), chauffée à 65°C était

ajouté à la colonne contenant l’Oligo (dT) cellulose. Après centrifugation, l’éluât

contenant l’ARNm était recueilli dans un tube sans ribonucléase (H20 RNAse free).
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La quantification de l’ARNm était effectuée suivant la formule: [ARNm] = A260 x 40

mg/mL. L’ARNm ainsi obtenu était conservé à -80°C, jusqu’à utilisation pour la

synthèse d’ADN complémentaire

A260 : absorbance de l’ARNm à 260nm

2.5.8. Synthèse d’ADN complémentaire

La synthèse de l’ADN complémentaire (ADNc) s’est faite en utilisant le kit,

First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham Biosciences, NI, USA). Brièvement,

l’ARNm était chauffé à 65°C pendant 10 minutes et conservé immédiatement sur la

glace. Pour chaque amplification, 150 ng d’ARNm, dans un volume final de 20 ml

d’eau, sans RNAase et DNAase étaient suffisants. À cette solution d’ARNm, li mL de

la solution “Bulk First-Strand cDNA Reaction Mix” (Cloned, fPLCpure® Murine

Reverse Transcriptase, RNAguard (porcine), RNase/DNase-Free BSA, dATP, dCTP,

dGTP, et dTTP) était ajoutés en plus de lmL du primer pd(N)6 (0.2 mg) et I mL de

solution DTT (200 mM). Après avoir bien mélangé la préparation, l’ensemble était

incubé sur une plaque chauffante à 37°C pendant 1 heure. La quantification de l’ADNc

était effectuée suivant la formule

[ADNcJ = A260 x 50 mg/mL. L’ADNc ainsi obtenu était conservé à -80°C jusqu’à

utilisation pour la PCR.

A260 : absorbance de l’ADNc à 260nm

2.5.9. Amplification par PCR

Pour les analyses par PCR, nous avons utilisé le kit Taq DNA Polymerase

(Qiagen Inc. Mississauga, Ontario, Canada). La préparation des échantillons était

effectuée selon les recommandations de Qiagen. Les composantes, pour la préparation

des échantillons, sont détaillées dans le tableau 2. Les séquences nucléotidiques des

segments variables V bêta (V) et de la région constante (C) des lymphocytes T sont

celles publiées par Pairnetier et al.201 et présentées dans le tableau 3.
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L’analyse des échantillons s’est faite à l’aide de l’appareil GeneAmp® PCR System

9700 (Applied Biosytems, Foster City, CA, USA). Le programme utilisé était le

suivant: une étape initiale d’incubation à 95°C pendant 4 minutes, suivie de 35 cycles

de PCR dont : une étape de dénaturation de 60 secondes à 95°C, une étape de ligation de

60 secondes à 55°C, une étape d’extension de 60 secondes à 72°C.

Pour minimiser les combinaisons intra-PCR, un temps final de 7 minutes à 72°C était

nécessaire. Les échantillons étaient analysés sur gels d’agarose 2% et colorés au

bromure d’éthidium. Par la suite, les bandes étaient observées à l’aide de l’appareil à UV

PV-26B (Bio/Can Scientific, Mississauga, Ontario, Canada).

2.5.10. Analyse spectrotypique (spectratyping)

Pour étudier la diversité du répertoire de la région variable du récepteur des

lymphocytes T (Répertoire V bêta), nous avons utilisé la méthode du spectratyping. Les

conditions de PCR précédant l’étape de séquençage sont celles décrites plus haut, à la

seule différence que l’amorce (Ce), de la région constante était couplée au fluorochrome

6-carboxy-fluorescein (6-FAM). Les produits fluorescents générés lors de cette réaction

de PCR, variant en longueur suivant la taille de la région CDR3 du récepteur des

lymphocytes T (TCR) étaient par la suite soumis au séquençage. Cette étape s’effectuait

à l’aide de l’appareil ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster

City, CA). La préparation type, pour l’analyse des produits amplifiés, sur l’analyseur

génétique ABI PRISM® 3100 était la suivante. Dans une plaque de 96 puits, 24.7 mL de

formamide, 0.3 ml de la solution standard de taille ROX-400 (GeneScan ®) et 0.5 - 1.0

mL des produits issues de la PCR étaient ajoutés. Le processus de séquençage était

entièrement automatisé et l’analyse de la distribution de la taille de la région hyper

variable du TCR (région CDR3) et de l’intensité du signal était effectué avec le logiciel

GeneScan (Perkin-Elmer, Foster City, CA).
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Tableau II: Composition de la réaction de PCR utilisant la Taq ADN Polymérase et la solution

Q

Composantes Volume!réaction (mL) Concentration finale

Tampon lOx +15 mM MgC12 10 mL 1 x

Solution Q 5x 20 mL I x

dNTP mix (10 mM chacun) 2 mL 200 mM /dNTP

Amorce V Variable 0.25 mM

Amorce C Variable 0.25 mM

Taq ADN polymérase 0.5 mL 2.5 unités/réaction

Eau distillée Variable

____________

ADN Variable <I mg/réaction

Volume Total 100 mL
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Tableau III Séquences des oligo-nucléotides des régions variables V bêta et constante C bêta

Segment spécifique des oligo-nucléotides

Segment V bêta Séquence des gènes V bêta (5’ - 3’)

V1 CI GAA TGC CCA GAC AGC TCC AAG C

V2 TC ACT GAT ACG GAG CTG AGG C

V3.1 CCT TGC AGC CTA GAA ATT CAG T

Vp4 GCC TCA AGT CGC TTC CAA CCT C

V5.1 CAT TAT GAT AAA ATG GAG AGA GAT

V5.2 AAG GTG GAG AGA GAC AAA GGA TTC

Vp5.3 AG AAA GGA AAC CTG CCI GGT T

V6 CT CTC ACT GTG ACA TCT GCC C

Vp7 TAC AGG GTC TCA CGG AAG AAG C

V$.1 CAT TAC TCA TAT GTC GCT GAC

Vp8.2 CAT TAT TCA TAT GGT GCT GGC

V8.3 T GCT GGC AAC CTT CGA ATA GGA

V9 TCT CTC TAC ATT GGC TCT GCA GGC

V1O ATC AAG TCT GTA GAG CCG GAG GA

V1 1 G CAC TCA ACT CTG AAG ATC CAG AGC

V12 G ATG GTG GGG CTT TCA AGG ATC

V13 AGG CCT AAA GGA ACT AAC TCC CAC

V14 AC GAC CAA TTC ATC CTA ACC AC

V15 CCC ATC AGT CAT CCC AAC TTA TCC

Vp16 C ACT CTG AAA ATC CAA CCC AC

Vp 17 AG TGT TCC TCG AAC TCA CAG

V18 C AGC CGG CCA AAC CTA ACA TTC TC

V19 CT GCT AAG AAA CCA TGT ACC A

V2O TC TGC AGC CTG GGA ATC AGA A

Segment C bêta Séquence des gènes C bêta (5’ -) 3’)

C2O CTT GGG TGG AGT CAC ATT TCT C



CHAPITRE III : RÉSULTATS
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3. Résultats

3.1. Induction de la GVHDc

Le premier objectif de notre étude était de reproduire la maladie du greffon

contre l’hôte dans un modèle murin. Le modèle consistait en l’injection de splénocytes

des souris B10.D2 dans des souris Balb/c irradiées. Ces souris sont compatibles sur le

plan de leurs antigènes d’histocompatibilité majeurs, mais diffèrent par leurs multiples

antigènes d’histocompatibilité mineurs. La GVHDc était donc induite dans ces

conditions à travers une barrière d’antigènes mineurs d’histocompatibilité. Plusieurs

paramètres dont le poids, l’évaluation clinique, l’évaluation histologique, l’évaluation

immunologique incluant la production de lymphocytes CD4+CD25+ et la production

d’anticorps anti-ADNdb, et finalement la survie ont été évalués dans les différents

groupes.

3.1.1. Évaluation du poids des souris post greffe

Dans le but d’induire la GVHDc, nous avons injecté des 25 x 106 splénocytes

provenant des souris B10.D2 à des souris Balb/c irradiées cela représentait le groupe

GVHDc (B10.D2 - Balb/c). Comme contrôles, nous avons utilisé un groupe

syngénique dans lequel les souris Balb/c irradiées ont reçu 25 x 106 splénocytes d’autres

souris Balb/c. Le groupe de souris servant de contrôle d’asepsie du greffon était

constitué des souris Bl0.D2 irradiées recevant aussi 25 x 106 splénocytes d’autres souris

B10.D2, soit les mêmes ayant servi à injecter les souris Balb/c, dans le groupe GVHDc.

La figure 7 nous montre le pourcentage du poids initial des souris dans les différents

groupes après la greffe. Ainsi, on constate qu’après une perte initiale de poids au jour 3

post greffe dans tous les groupes, on assiste à une reprise du poids. Cette prise de poids,

va croissante avec le temps dans les groupes syngéniques (Ba1b/c- Balb/c) et dans le

groupe servant de contrôle d’asepsie (B10.D2 - B10.D2). Toutefois, dans le groupe où
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les splénocytes allogéniques sont injectés à des souris Balb/c, on observe que le gain de

poids n’est pas aussi important que celui observé dans les groupes syngénique et

contrôle d’asepsie. En effet, les souris GVHDc présentent une perte de poids

significative (P< 0.001) par rapport aux souris des deux groupes contrôles.

3.1.2. Évaluation clinique de la GVHDc

L’évaluation clinique de la GVHDc s’est faite en observant les signes externes

tels la posture des souris, les atteintes cutanées sur les pattes et les oreilles ainsi que la

qualité du pelage sur le corps des souris. De nos observations, il est ressorti qu’après

l’injection des splénocytes, les souris étaient moins alertes dans les différents groupes.

Toutefois, au fur et à mesure qu’elles reprenaient du poids, les souris dans le groupe

syngénique (Balb/c - Balb/c) et contrôle d’asepsie (BlO.D2 - B10.D2) étaient plus

alertes. Leur pelage ne présentait aucun signe d’infection, ni de perte de poils, ni

d’atteinte cutanée sur le plan du corps, des oreilles et des pattes comme on peut

l’observer sur la figure 8. À l’opposé, les souris dans le groupe GVHDc (B10.D2 -

Balb/c), bien qu’elles présentent une légère prise de poids, n’étaient pas aussi alertes que

les souris des groupes contrôles. Plus encore, elles présentaient de sérieuses lésions sur

le corps. En effet, comme on peut le remarquer sur la figure 8, ces souris présentaient

des atteintes cutanées sur le plan des oreilles et des pattes qui, parfois, étaient enflées.

Ces atteintes, comparables à la sclérodermie, apparaissaient généralement vers la

deuxième semaine faisant suite à la greffe. Les souris dans le groupe GVHDc

présentaient aussi des atteintes oculaires et de sérieuses pertes de poils. Cette perte de

poils allait grandissant avec le temps, et il n’était pas exclu d’observer des souris sans

pelage aux alentours du jour 50 post greffe. Les souris dans tous les groupes ne

présentaient aucun signe de diarrhée. Il ressort donc que l’injection de splénocytes

allogéniques a entraîné chez les souris du groupe GVHDc des modifications sur le plan

cutané telles une perte de poils, des lésions cutanées avec signes de sciérodermie sur le

plan des pattes et des oreilles. Toutes les souris du groupe syngénique avaient un profil

normal : pelage intact, physique alerte, prise de poids.
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Pourcentage du poids initial des souris injectées avec des splénocytes allogéniques

Toutes les souris receveuses dans les différents groupes ont reçu une irradiation (60Co) de
600 cGy au jour 0, suivie de l’injection de spiénocytes. Les souris Balb/c dans le groupe
GVHDc (Bl0.D2 - Balb/c) ont reçu 25 x 106 splénocytes de souris B10.D2. Les souris
Balb/c dans le groupe syngénique (Balb/c - BaIb/c) ont reçu 25 x 106 splénocytes
provenant des souris Balb/c. Le contrôle d’asepsie (B10.D2 - Bl0.D2) est composé de
souris B10.D2 ayant reçu 25 x 106 splénocytes d’autres souris Bl0.D2. Les courbes
représentent les moyennes du pourcentage du poids initial des souris dans les différents
groupes. Les barres d’erreurs représentent l’erreur type de la moyenne (S.E.M). Ce
graphique est représentatif de toutes les expériences qui ont impliquées les injections de
splénocytes, soit 14 au total.

p<O.00I Souris GVHDc (Bl0.D2 - Balb/c) vs souris syngéniques (Balb/c - Balb/c)
p<O.00l Souris GVHDc (Bl0.D2 - Balb/c) vs contrôle d’asepsie (B10.D2- 3lO.D2)
p>O.O5 t Souris syngéniques (Balb/c- Balb/c) vs contrôle d’asepsie (B10.D2—) 3l0.D2)

Le pourcentage du poids initial est calculé par la formule:

Pourcentage du poids initial =
[(Poids de la souris aujourN post greffe) x 1001

- 100

—— Contrôle d’asepsie (B10.D2 —* B1O.D2) n = 5

• * Syngénique (Balb/c—÷ BaIbIc)n = 19

-O—GVHDc (B10.D2—* BaIb/c) n = 45

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Jours post greffe

Figure 7:
et autotogues.

Poids de la souris au jour O
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Figure 8: Évaluation clinique de la GVHDc

Les souris dans les groupe syngénique (BaIb/c - Balb/c) et GVHDc (B 1 O.D2 - Balb/c)
ayant le même âge ont été évaluées pour les signes de la GVHDc au jour 45 post greffe.
Dans la colonne A, nous avons les représentations graphiques d’une souris normale ne
montrant aucun signe de GVHDc sur les oreilles (photo du haut à gauche), les pattes (photo
du centre à gauche) et le corps (photo du bas à gauche). Dans la colonne B, nous avons les
représentations graphiques d’une souris atteinte de GVHDc et montrant des atteintes
cutanées sur le plan des oreilles (photo du haut à droite), des atteintes sur le plan des pattes
(photo du centre à droite) et des lésions sur le corps (photo du bas à droite).

B
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3.t3. Évaluation histologique de la GVHDc

Nous avons par la suite effectué des prélèvements de tissus sur les souris des

groupes syngéniques et GVHDc afin d’effectuer une évaluation histopathologique de la

GVHDc. Pour ce faire, nous avons effectué des prélèvements de la peau, du foie, de la

rate et du petit intestin des souris. Après coloration à l’hématoxyline-phloxine-éosine,

nous avons évalué, avec l’aide d’un pathologiste, les échantillons. La figure 9 présente

des coupes représentatives de la peau et du foie chez les souris syngéniques et GVHDc.

On peut constater que la peau des souris syngéniques ne présente aucune infiltration

lymphocytaire, encore moins une perte de gras. Le derme est intact ainsi que les

follicules pileux. À contraire, la peau des souris GVHDc présente des atteintes sur le

plan du derme. On observe une disparition importante des tissus adipeux. Plus encore,

on observe chez les souris GVHDc une infiltration lymphocytaires des follicules pileux,

élément caractéristique de la GVHDc. Sur le plan du foie, les souris syngéniques ne

présentent aucune anomalie. À l’opposé, les coupes histologiques du foie des souris

GVHDc montrent une infiltration lymphocytaire des canaux biliaires. Les observations

de la rate ont montré que cette dernière était hypertrophiée, à la suite de l’injection des

splénocytes allogéniques dans le groupe GVHDc. Cette hypertrophie de la rate était

notable, dans l’intervalle des 4 premières semaines faisant suite à l’injection des

splénocytes allogéniques. Toutefois, avec le temps, la rate des souris dans le groupe

GVHDc s’atrophiait, mais une hyperplasie folliculaire était toujours observée sur le plan

des coupes histologiques. Dans le groupe syngénique, nous n’avons noté aucune

anomalie sur le plan de la rate. Pour ce qui était des sections du petit intestin, nous avons

constaté que chez toutes les souris du groupe GVHDc analysées, soient six, seules deux

ont présenté des cellules épithéliales en apoptose (Tableau 4). Dans le groupe contrôle,

aucune anomalie n’a été observée sur le plan des sections du petit intestin. Il ressort

donc que l’injection de splénocytes allogéniques a entraîné chez les souris du groupe

GVHDc une infiltration lymphocytaire des follicules pileux, la perte de gras. Sur le plan

hépatique, l’injection de ces splénocytes allogéniques a provoqué une infiltration

lymphocytaire sur le plan des canaux biliaires.
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Figure 9 : Coupes histologiques comparatives de la peau et du foie de souris syngéniques et
GVHDc

Les photos (A) et (C) représentent, respectivement, les coupes histologiques représentatives,
de la peau et du foie d’une souris Balb/c ne souffrant pas de GVHDc. Les photos B et D
représentent, respectivement, les coupes histologiques représentatives, de la peau et du foie
d’une souris BaIb/c souffrant d’une GVHDc. En (B), on constate que l’épiderme et le derme
sont altérés, il y’a aussi infiltration lymphocytaire des follicules pileux (triangles blancs)
avec une perte énorme des tissus adipeux. A l’opposé (A), l’épiderme, le derme et les tissus
adipeux sont intacts ainsi que les follicules pileux. Pour ce qui est du foie (D) on constate
une infiltration Iymphocytaire des canaux biliaires (flèches blanches). Le foie d’une souris
normale (C) montre au contraire un aspect normal. Les coupes histologiques ont été colorées
à l’hématoxyline-phloxine-éosine.
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Tableau IV t Récapitulatif des observations faites sur les coupes histologiques des souris
GVHDc

Peau foie Rate Intestin

Atrophie Atrophie des canaux Atrophie

biliaires

Infiltration lymphoïde Infiltration lymphoïde Hyperpiasie Cellules

des follicules pileux des canaux biliaires folliculaire épithéliales
C

en apoptose

2/4 5/6 5/5 2/6
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La rate, quant à elle, a présenté des hyperpiasies folliculaires, alors que l’intestin

était moins affecté par l’injection des splénocytes allogéniques. Les tissus analysés des

souris du groupe syngénique avaient un profil normal.

3.1.4. Cinétique de production d’anticorps anti-ADNdb

La production d’anticorps anti-ADNdb a été évaluée à l’aide d’un test ELISA

quantitatif. Pour ce faire, nous avons prélevé, à différents temps, le sang des souris

appartenant aux groupes syngéniques et GVHDc. Le sérum obtenu a été analysé afin de

détecter la présence et la cinétique de production d’anticorps anti-ADNdb (Figure 10).

On constate que 14 jours après injection de splénocytes, les souris du groupe GVHDc

(B10.D2 - Balb/c), ont un taux moyen d’anticorps anti-ADNdb de l’ordre de 20

mg/mL, alors que chez les souris syngéniques (Balb/c - Balb/c) le taux moyen est de

l’ordre de 5 mg/mL. Cette différence de production entre les deux groupes de souris va

s’accroître avec le temps. On peut en effet constater que la production d’anticorps anti

ADNdb, dans le groupe GVHDc, passe de 20 mg/mL au jour 14 à environ 3$ mg/mL au

jour 21. De plus, on constate que ce taux est à son maximum dans l’intervalle qui va du

jour 21 (3$ mg/mL) au jour 30 (42 mg/mL). Ce maximum peut chez certaines souris

atteindre une intensité maximale de 50 mg/mL d’anticorps anti-ADNdb. Après cette

explosion dans la production d’anticorps anti-ADNdb, les souris du groupe GVHDc ont

une production qui va à la baisse. On constate en effet une chute de la production qui

passe de 42 mg/mL au jour 30, à sensiblement 15 mg/mL au jour 40. Toutefois, cette

chute se stabilise avec le temps. Comme on peut le constater au jour $0 post greffe, le

taux moyen d’anticorps anti-ADNdb est toujours sensiblement de l’ordre de 15 mg/mL.

À l’opposé, les souris du groupe syngénique montrent un taux moyen d’anticorps anti

ADNdb qui varie très peu avec le temps. En effet, il est sensiblement de 5 mg/mL du

jour 14 au jour $0 post greffe.
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Figure 10 : Cinétique de production d’anticorps anti-ADNdb dans les souris GVHDc et

syngéniques.

Le sérum des souris GVHDc (n=4) et syngéniques (n= 4) a été prélevé à différents moments
après la greffe. La détection d’anticorps anti-ADNdb s’est faite par le biais d’un test ELTSA
quantitatif. Tous les échantillons de sérum ont été testés en duplicata et simultanément avec
des échantillons d’anticorps anti-ADNdb de concentration connue, en vue de déterminer la
courbe standard. Trois expériences de cinétiques ont été effectuées. Les barres d’erreurs
représentent l’erreur type de la moyenne (S.E.M).
p = 0.0238 (GVHDc vs syngénique). La valeur « p » est calculée par le test T de Student.
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Finalement, le taux moyen, pour la période de temps allant du jour 14 au jour $0 post

greffe, d’anticorps dans le groupe GVHDc (Bl0.D2 - Balb/c) est statistiquement

significatif (p = 0.023$) par rapport au taux d’anticorps anti-ADNdb dans le groupe

syngénique. Il ressort de ces observations que l’injection de splénocytes allogéniques

(B10.D2 - Balb/c) conduit à une production marquée d’anticorps anti-ADNdb. Cette

production pouvant atteindre de taux de 50 mg/mL avec des valeurs maximales situées

entre le jour 21 et le jour 30 post greffe. Au contraire, l’injection de splénocytes

autologues (Balb/c - Balb/c) présente une production de 5 mg/ml quasi stable tout au

long de l’évolution de la greffe.

3.t5. Association entre les cellules CD4+CD25+ et la GVHDc

Au cours de nos expériences, nous avons voulu savoir si la GVHDc induite par

l’injection de spiénocytes allogéniques était associée avec une hausse ou une baisse des

cellules CD4+CD25+. Pour ce faire, nous avons prélevé les splénocytes des souris

GVHDc et syngéniques afin d’analyser par cytométrie en flux, le taux de cellules

CD4+CD25+. La figure 11 représente le pourcentage de cellules CD4+CD25+ tel qu’il a

été observé chez les souris du groupe GVHDc (Bl0.D2 - Balb/c) et syngénique (Balb/c

- Balb/c). On constate que les souris du groupe GVHDc ont un pourcentage de cellules

CD4+CD25+ supérieur (20%) à celui des souris du groupe syngénique qui est de 10%.

Cette différence est statistiquement significative (p = 0.024) dans le groupe GVHDc par

rapport au groupe syngénique. Les souris du groupe GVHDc ont donc une augmentation

du pourcentage des cellules CD4+CD25+.
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Figure 11: Pourcentage des cellules CD4+CD25+ après greffe de spiénocytes chez les souris
du groupe syngénique et GVHDc
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3.1.6. Évaluation de la survie dans le groupe syngénique et

GVHDc

Un autre paramètre que nous avons évalué est la survie des souris dans les

différents groupes après la greffe de spiénocytes. Les souris qui avaient atteint l’un et/ou

l’autre des points limites, à savoir une perte de poids dépassant 25% du poids initial ou

des lésions graves irréversibles étaient euthanasiées. L’analyse des résultats (Figure 12),

montre que l’injection de spiénocytes autologues dans le groupe syngénique (Balb/c -)

Balb/c), n’entraîne aucune mortalité. En effet, aucun décès n’est constaté dans ce

groupe, à plus de 100 jours post greffe. Dans le groupe GVHDc (B10.D2 - Balb/c),

l’injection de spiénocytes allogéniques a provoqué une mortalité significative (p <0.05)

dans ce groupe en comparaison au groupe syngénique. En effet, on observe que la

mortalité survient vers le jour 60 post greffe et, va croissante avec le temps. Dans

l’ensemble de nos expériences, nous avons parfois observé une mortalité un peu plus tôt

(3 semaines post greffe).

Globalement, les expériences ci-dessus nous ont permis d’évaluer l’effet de

l’injection de spiénocytes allogéniques et autologues dans les souris receveuses. Les

résultats obtenus montrent des différences dans les groupes GVHDc et syngéniques et

nous ont amenés à utiliser ce modèle (B10.D2 - Balb/c) pour la réalisation de notre

étude.
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Figure 12 : Courbe de survie des souris dans les groupes GVHDc et syngénique après greffe
de splénocytes

60Toutes les souris receveuses, dans les differents groupes, ont reçu une irradiation t Co) de 600 cGy
au jour 0, suivie de l’injection de splénocytes. Les souris Balb/c, dans le groupe GVHDc (B10.D2 -

Balb/c, n 45), ont reçu 25 x 106 spiénocytes de souris B10.D2. Les souris Balb/c, dans le groupe
syngénique (Balb/c - Balb/c, n = 19), ont reçu 25 x 106 splénocytes provenant des souris Balb/c.
Les souris qui avaient atteint l’un et/ou l’autre des points limites, à savoir une perte de poids
dépassant 25% du poids initial ou des lésions graves irréversibles, étaient euthanasiées. Le
décompte se faisait au fil du temps et la comparaison de la survie et de la mortalité était
significativement plus élevé dans le groupe GVHDc (p<O.O5; test de Logrank) par rapport
au groupe syngénique.
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3.2. Traitement de la GVHDc

3.2.1. Effet de la PDT sur les populations lymphoïdes

La première étape du traitement de la GVHDc consistait à exposer les

spiénocytes des souris GVHDc et syngéniques à la PDT ou non, cela en vue de leur

injection subséquente dans les souris présentant ou non une GVHDc. 11 était donc

important de détenriiner l’effet de la PDT sur tes populations lymphoïdes afin de

déterminer la nature des cellules injectées aux souris. Les populations CD4+ et CD$+,

associées ou non au marqueur de différentiation CD25, ainsi que les lymphocytes B et

les cellules NK1.1 ont été évalués. Globalement, nous avons constaté, après décompte

au bleu trypan, que la PDT éliminait plus de cellules provenant des splénocytes des

souris GVHDc que des splénocytes provenant des souris syngéniques (figure 13). En

effet, dans le groupe syngénique, on constate qu’avant la PDT, la viabilité des

splénocytes totaux est de 93.6 % en moyenne. Après la PDT, la viabilité de ces mêmes

spiénocytes est de 64.6 %. Cette différence de la viabilité, dans le groupe syngénique

n’est cependant pas statistiquement significative (p>0.05 syngénique pré PDT par

rapport à syngénique post PDT). Dans le groupe GVHDc, on constate qu’avant la PDT,

la viabilité des spiénocytes totaux est aussi de l’ordre de 90%. Toutefois, après la PDT,

la viabilité des splénocytes n’est p]us que de 31.4 % en moyenne. La PDT induit donc

une perte de spiénocytes provenant des souris GVHDc qui est de l’ordre de 60% en

moyenne. De plus, il y a une différence significative post PDT (p<O.05) entre la viabilité

des cellules syngéniques et celles des souris GVHDc. Globalement, cette expérience fait

donc ressortir que les spiénocytes provenant des souris avec GVHDc sont plus sensibles

à la PDT que les spiénocytes provenant des souris syngéniques.

La mort cellulaire, telle qu’évaluée au bleu trypan, ne nous renseigne pas sur le

mode de mort cellulaire induit par la PDT. Pour plus de précision sur le type de mort

affectant chacune des populations cellulaires, nous avons associé les marqueurs

d’apoptose (AnnV) et de nécrose (7AAD) aux différentes populations (CD4, CD8,

CD25, B,NKI.l).
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Figure 13 Effet de la PDT sur les spiénocytes totaux provenant des souris syngéniques et
GVHDc

Avant la PDT, la viabilité des spiénocytes totaux, des souris syngéniques et GVHDc a été
évaluée par un décompte au bleu trypan. Après la PDT, la viabilité a de nouveau été évaluée
par un décompte au bleu trypan. Les résultats représentent la moyenne +1- l’erreur type de la
moyenne (S.E.M). (4): p <0.00 1 GVHDc pré PDT vs GVHDc post PDT), (Ç: p>0.05
syngénique pré PDT vs syngénique post PDT), (* : p<O.O5 syngénique post PDT vs GVHDc
post PDT). Les valeurs «p» ont été calculées par le test de l’analyse de variance â un facteur (Test
ANOVA).

C

__

9-

100e

75.

5O

.

.5

D

8 25•

9-

$ $\Ô% \Ô%

C, C,

o o

4 4o o



84

3.2.2. Éliminatïon spécifique des cellules activées par la PDT

L’efficacité de la PDT à éliminer les cellules T activées dépend de leur capacité à

incorporer le TH9402. Les conditions de traitement (10 jiM TH9402, 40 minutes

coloration, 50 minutes d’extrusion, exposition à la lumière 5 j/cm2) ont été évaluées

dans notre laboratoire et ont montré une accumulation préférentielle du TH9402 dans les

cellules T activées. Nous avons donc soumis les spiénocytes des souris GVHDc à ces

conditions et la viabilité a été évaluée immédiatement après la PDT par cytométrie en

flux. Le marquage des récepteurs de différenciation CD4 et CD8 a été effectué en

association avec le marqueur d’activation CD25 ainsi qu’avec l’annexine V (un

marqueur précoce de l’apoptose) et le 7-actinomycine D (7AAD) qui marque les cellules

mortes. Les cellules viables sont les cellules AnnV- / 7AAD-, les cellules AnnV+ /

7AAD- sont celles qui sont mortes par apoptose, alors que les cellules AnnV- / 7AAD+

sont mortes par nécrose alors que celles qui sont AnnV+ / 7AAD+ sont mortes par

apoptose et/ou nécrose. Les mêmes marquages ont été réalisés pour les cellules B et

NK1.1.

3.2.2.1. Effet de la PDT sur les CD4+CD25+ et CD4+CD25-

L’application des conditions de traitement mentionnées ci-dessus sur des

spiénocytes activés (CD4+CD25+) montre que la PDT exerce un effet important sur ces

derniers en comparaison avec les cellules non activées (CD4+CD25-). En effet, on

constate (figure 14.A) qu’avant la PDT près de 80% des cellules CD4+CD25+ sont

vivantes (AimV-/7AAD-). Après la PDT, approximativement 20% de ces mêmes

cellules sont vivantes. Par ailleurs, on constate que parmi les cellules mortes, une

proportion de 60% est AnnV+/7AAD+ alors que moins de 5% des cellules mortes sont

éliminées directement par apoptose (AnnV+/7AAD-) et sensiblement 10% directement

par nécrose (AimV-/7AAD+). À l’opposé, la fraction CD4+CD25- de ces mêmes

spiénocytes montre un patron différent. En effet, on peut observer (figure 14.B) que la

viabilité des cellules CD4+CD25- telle qu’il a été présenté par le marquage AnnV

/7AAD-, est d’environ 85% en moyenne avant la PDT.
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Figure 14: Mécanisme de la mort cellulaire, induite par la PDT, sur les populations
CD4+CD25+ et CD4+CD25-

Les spiénocytes des souris GVHDc ont été traités à la PDT avec lOtM de TH9402. Les
spiénocytes ont été marqués avec les anticorps CD4/CD25/AnnV/7AAD. Les cellules
viables sont les cellules AnnV- / 7AAD-, les cellules AnnV+ / 7AAD- sont celles qui sont
mortes par apoptose, les cellules AirnV- / 7AAD+ sont mortes par nécrose alors que celles
qui sont AirnV+ / 7AAD+ sont mortes par apoptose et/ou nécrose. Les graphiques sont la
compilation de 3 expériences indépendantes. Les banes d’erreurs représentent l’elTeur type de la
moyenne (S.E.M). L’évaluation a été réalisée dans un intervalle de 2 â 3 heures post PDT.
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Toutefois, lorsque cette fraction est soumise à la PDT, on note que le pourcentage de

viabilité chute très peu (75% en moyenne). On peut cependant observer une différence

quant au mode de mort cellulaire mis en jeu. En effet, on constate que parmi le peu de

cellules éliminées après la PDT, on retrouve presque autant de cellules AnnV+/7AAD+

que de cellules AnnV+/7AAD-. Dans l’ensemble, on constate donc que les cellules

activées CD4+CD25+ sont très sensibles à la PDT et que la majorité des cellules

CD4+CD25+ mortes sont AimV+/7AAD+. À contraire, les cellules CD4+CD25- sont

très peu sensibles à la PDT, et celles qui sont mortes semblent impliquer l’apoptose de

façon plus importante.

3.2.2.2. Effet de la PDT sur les CD8+CD25+ et CD8+CD25-

Nous avons évalué de la même manière l’effet de la PDT et le mode de mort

cellulaire induit par celle-ci sur les populations CD8+CD25+ et CD8+CD25-. On

constate que les cellules CD$ activées exprimant le récepteur CD25 (CD8+CD25+)

présentent également une grande sensibilité face à la thérapie photodynamique. En effet,

comme nous pouvons l’observer (Figure 15.A), le pourcentage de cellules CD$+CD25+

viables (AnnV-/7AAD-) est de l’ordre de 50%. Il est à noter que cette viabilité précédant

la PDT est cependant inférieure à ce qui est observé dans les autres populations

mentionnées plus haut (près de 80% pour les CD4+CD25+ et plus de 85% pour les

CD4+CD25-). Néanmoins, on peut noter que la PDT a le même effet sur les populations

CD8+CD25+ que sur les populations CD4+CD25+. Ainsi, le nombre de cellules viables

(AnnV-/7AAD-) passe de 50% avant la PDT à un peu moins de 15% après la PDT. De

plus, le patron de mort cellulaire est le même que celui des CD4+CD25+. On note que la

majorité (65%) des cellules CD$+CD25+ mortes, après la PDT, est AnnV+/7AAD+,

15% en moyenne sont mortes directement par nécrose (AnnV-/7AAD+) et moins de 5%

sont mortes directement par apoptose (AnnV+/7AAD-). À l’opposé, la fraction

CD8+CD25- de ces mêmes splénocytes montre un patron différent. En effet, on peut

observer (Figure 15.B) que la viabilité des cellules CD8+CD25- telle qu’elle a été

présentée par le marquage AnnV-/7AAD- est de 85% en moyenne avant la PDT.
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Figure 15: Mécanisme de la mort cellulaire, induite par la PDT, sur les populations
CD8+CD25+ et CD8+CD25-

Les splénocytes des souris GVHDc ont été traités à la PDT avec 1 OjiM de TH9402. Les
spiénocytes ont été marqués avec les anticorps CD$/CD25/AnnV/7AAD. Les cellules
viables sont les cellules AnnV- / 7AAD-, les cellules AirnV+ / 7AAD- sont celles qui sont
mortes par apoptose, les cellules AnnV- / 7AAD+ sont mortes par nécrose alors que celles
qui sont AnnV+ / 7AAD+ sont mortes par apoptose et/ou nécrose. Les graphiques
représentent la compilation de 3 expériences indépendantes. Les balTes d’erreurs représentent
l’erreur type de la moyenne (S.E.M). L’évaluation a été réalisée dans un intervalle de 2 à 3 heures
post PDT.
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Toutefois, lorsque cette fraction est soumise à la PDT, on note que le pourcentage de

viabilité n’est pas ou peu affecté (85% en moyenne). Par ailleurs, cet effet de la PDT sur

les populations CD8+CD25- est comparable au profil de la fraction CD4+CD25-. On

peut cependant observer une légère différence quant à la proportion de cellules mortes

directement par nécrose (AnnV-/7AAD+) après la PDT dans la fraction CD$+CD25-.

En effet, dans cette fraction la plus forte mortalité post PDT soit 10% est due à la

nécrose (AnnV-7AAD+). Comparativement, dans la fraction CD4+CD25- (Figure

14.B), la mortalité due directement à la nécrose, bien que de 10%, est inférieure à celle

qui est induite par l’apoptose et/ou la nécrose (AnnV+/7AAD+), soit sensiblement

12.5%. Dans la fraction CD$+CD25- (Figure 15.B) la proportion de cellules

AnnV+/7AAD+ est inférieure à 5%. Dans l’ensemble, on constate que les cellules

activées CD$+CD25+ sont fortement sensibles à la PDT et que la majorité des cellules

CD4+CD25+ mortes sont AnnV+/7AAD+. À contraire, les cellules CD8+CD25- sont

très peu sensibles à la PDT, mais celles qui sont mortes parmi elles présentent une plus

grande proportion de cellules mortes par nécrose (AnnV-/7AAD+).

3.2.2.3. Effet de la PDT sur les lymphocytes B

L’effet de la PDT et le mode de mort induite ont été évalués, dans les mêmes

conditions, sur les lymphocytes B. Les splénocytes provenaient des souris présentant une

GVHDc. On observe que parmi les splénocytes quiescents, les cellules B sont les plus

sensibles à la PDT (figure 16). En effet, avant la PDT, 90% des cellules B sont viables

(AnnV-/7AAD-). Or, après la PDT, la quasi-totalité des cellules soit 90% est

directement éliminée par nécrose (AnnV-/7AAD+). Cette élimination des cellules B par

la PDT n’est pas exclusive aux souris atteintes de GVHDc. Les expériences faites dans

notre laboratoire ont démontré que les lymphocytes B provenant de sujets sains tant chez

l’homme que chez la souris (données non présentées) sont aussi sensibles à la PDT.202 Il

est cependant utile de préciser que les cellules 3 peuvent être regénérées rapidement à

partir de cellules souches.
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Figure 16: Mécanisme de la mort cellulaire, induite par la PDT, sur les lymphocytes B

Les splénocytes des souris GVHDc ont été traités à la PDT avec lOiM de TH9402. Les
splénocytes ont été marqués avec les anticorps B220/AnnV/7AAD. Les cellules viables sont
les cellules AnnV- / 7AAD-, les cellules AimV+ / 7AAD- sont celles qui sont mortes par
apoptose, les cellules AnnV- / 7AAD+ sont mortes par nécrose alors que celles qui sont
AnnV+ / 7AAD+ sont mortes par apoptose et/ou nécrose. Les graphiques sont la
compilation de 3 expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent l’erreur type de la
moyenne (S.E.M). L’évaluation a été réalisée dans un intervalle de 2 à 3 heures post PDT.
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3.2.2.4. Effet de la PDT sur les cellules NK

L’effet de la PDT sur les cellules NK, provenant des spiénocytes des souris

GVHDc, a été aussi évalué dans les mêmes conditions que celles qui ont été

mentionnées ci-haut. On constate (Figure 17), qu’avant la PDT, les cellules NK ont une

viabilité proche de 87%. Toutefois, après la PDT, cette viabilité chute à 37%. On

constate aussi que la majorité des cellules NK, soit près de 60%, est éliminée après la

PDT et présente un profil nécrotique (AnnV-/7AAD+). Les cellules NK sont aussi plus

résistantes à la PDT, en comparaison avec les cellules CD4+CD25+ (20% de viabilité

post PDT), CD8+CD25+ (15% de viabilité post PDT) et les cellules B (5% de viabilité

post PDT).

En somme, cette série d’expériences évaluant l’effet de la PDT sur les

populations lymphoïdes nous a permis de constater que les lymphocytes activés

CD4+CD25+ et CD8+CD25+ sont très sensibles à la PDT. À l’opposé, les cellules aux

repos CD4+CD25- et CD8+CD25- sont très peu sensibles en la PDT. Les cellules

quiescentes B et NK sont aussi sensibles à la PDT. Toutefois, les lymphocytes B sont les

plus affectés et sont éliminés prioritairement par nécrose. Les cellules NK ont une

sensibilité intermédiaire et sont aussi éliminées prioritairement par nécrose.

Comme nous avons pu le constater, les conditions de PDT que nous avons utilisées (10

jiM TH9402, 40 minutes de coloration, 50 minutes d’extrusion, exposition à la lumière 5

j/cm2) épargnaient certaines populations lymphocytaires. Nous avons ensuite voulu

savoir si la fraction des cellules CD4+CD25+, qui était épargnée par la PDT, était des

cellules régulatrices. Pour atteindre cet objectif, des essais de prolifération ont été

effectués sur les splénocytes des souris GVHDc et traités ou non à la PDT.
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Figure 17 : Mécanisme de la mort cellulaire induite par la PDT, sur les cellules NK

Les splénocytes des souris GVHDc ont été traités à la PDT avec lO1iM de TH9402. Les
splénocytes ont été marqués avec les anticorps NK1 .1/AimV/7AAD. Les cellules viables
sont les cellules AnnV- / 7AAD-, les cellules AimV+ / 7AAD- sont celles qui sont mortes
par apoptose, les cellules AimV- / 7AAD+ sont mortes par nécrose alors que celles qui sont
AnnV+ / 7AAD+ sont mortes par apoptose et/ou nécrose. Les graphiques sont la
compilation de 3 expériences indépendantes. Les ban-es d’erreurs représentent l’erreur type de la
moyenne (S.E.M). L’évaluation a été réalisée dans un intervalle de 2 à 3 heures post PDT.
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3.2.3. Effet de la POT sur les lymphocytes T régulateurs

Dans le but d’évaluer l’effet de la PDT sur l’activité anti-proliférative médiée par

les cellules régulatrices, nous avons procédé à des essais de prolifération au succinimidyl

ester diacétate de carboxy fluorescine (CFSE pour “Carboxy-Fluoresceine diacetate

Succinimidyl Ester”). Le principe du test repose sur la capacité des cellules à incorporer

le CFSE dans le cytosquelette. La quantité de CFSE diminue de moitié suite à la division

de chaque cellule mère en 2 cellules filles. Par conséquent, en évaluant l’intensité de

fluorescence de chaque condition expérimentale, on peut déterminer le nombre de

divisions d’une population cellulaire. Pour ce faire, nous avons mis des splénocytes de

souris GVHDc, traités ou non à la PDT, en présence de splénocytes totaux de souris

GVHDc ayant incorporé le CFSE, ou dans d’autres expériences, en présence de cellules

naïves de souris donneuses B10.D2. Les résultats représentatifs des essais de

proliférations sont présentés à la figure 1$. Il en ressort que les cellules, lorsque mises en

présence de CFSE, l’incorporent effectivement comme on peut le constater avec 92.36%

de cellules qui sont positives (Figure 18.A3). À l’opposé, en absence de CFSE, l’auto

fluorescence est presque nulle pour les cellules non traitées à la PDT, 0.02% (Figure

ls.Al) et pour les cellules traitées à la PDT, 0.29% (Figure 18.A2). Lorsque les

populations de cellules Bl0.D2+CFSE sont mises en présence de cellules GVHDc

traitées ou non à la PDT, on constate une différence sur le plan de la division cellulaire.

Ainsi, en présence de cellules non traitées à la PDT, les cellules marquées au CFSE,

après 6 jours, se divisent à hauteur de 83.24%. Autrement dit, seulement 16.76% ne se

sont pas divisées (Figures 18.31). Lorsque ces mêmes cellules marquées au CFSE sont

mises en présence de cellules traitées à la PDT, on constate un taux de division qui est

de, 52.89% après 6 jours. Dans ce cas, 47.11% de cellules CFSE+ ne se sont pas divisées

(Figure 18.B2). Après 10 jours d’incubation, on constate qu’en présence de cellules non

traitées à la PDT, 15.77% de cellules CFSE+ ne se sont pas divisées (Figure 18.C1). Ce

taux est de 21.80%, lorsque les cellules CFSE+ sont mises en présence de cellules

traitées à la PDT (Figure 18.C2). Il ressort donc que la PDT, associée au TH9402, cause

un effet anti-prolifératif important sur les spiénocytes cibles.
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Figure 18 : Effet de la PDT sur les cellules ayant une fonction anti-proliférative

Les splénocytes des souris BiO.D2 ont été mis en présence de Cf SE. La fluorescence au
jour O est présentée en (A3). Les splénocytes provenant de souris GVHDc sont traités ou
non à la PDT et incubés seuls (Ai et A2) pour établir l’autofluorescence. Ces splénocytes
traités ou non à la PDT sont aussi mis en présence des cellules BiO.D2/CfSE+ afin d’établir
l’effet de la PDT sur les cellules ayant une fonction anti-proliférative au jour 6 (Bi, B2) et
au jour 10 (Ci, C2) post incubation. La figure ci-dessus est représentative de 3 trois
expériences différentes. Les acquisitions sont réalisées en cytométrie de flux
(FACSCalibur; Becton Dickinson, Mountain View, CA). Les analyses sont effectuées à
l’aide du logiciel Cdl Quest (Becton Dickinson).
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3.2.4. Traitement des souris GVHDc par injection de splénocytes

traités ou non à la PDT

Afin d’évaluer l’effet de la PDT sur le devenir clinique des souris avec la

GVHDc, nous avons injecté à ces dernières des splénocytes traités ou non à la PDT. Les

injections on été faites en plusieurs doses à des temps différents suivant l’induction de la

maladie. Le poids, le taux d’anticorps anti-ADNdb, la reconstitution immunologique et

la survie ont été évalués.

3.2.4.1. Effet du traitement sur le poids et la survie des souris

+ Injection tardive de lymphocytes (à partir du jour 55)

Au jour 55 post greffe (Figure 19), le poids moyen des souris (-2% à -4%), dans

les différents groupes, ne présentait aucune différence significative (p>0.05). Toutefois,

après injection des spiénocytes aux jours 55, 62 et 69 post greffe dans les groupes

«cellules +PDT» et «cellules —PDT », on observe un effet différent sur la chute de

poids des souris (Figure 19). Dans le groupe « cellules +PDT », la chute moyenne est de

l’ordre de -5% et cela jusqu’au jour 90 post greffe. À partir du jour 90, cette chute de

poids est plus accentuée et atteint -10% au jour 158. Dans le groupe « cellules -PDT », la

chute de poids est plus marquée et oscille en moyenne de -5% à-15%, du jour 55 au jour

15$ post greffe. Une chute de poids (-5% à plus de -10%) est aussi constatée dans le

groupe de souris n’ayant reçu aucune cellule «non traité ». Après la deuxième et la

troisième injection de splénocytes, on observe que le poids moyen des souris dans le

groupe «cellules —PDT », chute significativement en comparaison de celui du poids

moyen des souris non traitées (p<O.Ol). Cette chute du poids moyen des souris du

groupe -PDT est aussi significative en comparaison de celui des souris ayant reçu des

splénocytes traités à la PDT (p<O.001). Notons que la chute du poids de certaines souris

ayant reçu des splénocytes non traités à la PDT coïncide avec l’apparition d’une

GVHDc.
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Figure 19 : Effet de l’injection des spiénocytes traités ou non à la PDT sur le poids des souris
GVHDc traitées à partir du jour 55 post greffe

Les souris atteintes de la GVHDc ont reçu divers traitements aux jours 55, 62 et 69 post
greffe. Un groupe de souris (n=8), a reçu 25 x 106 splénocytes non traités à la PDT « cellules
—PDT ». Un autre groupe de souris (n 8), a plutôt reçu 25 x 106 splénocytes traités à la
PDT «cellules +PDT» alors qu’un autre groupe de souris (n8), n’a reçu aucune cellule
«groupe non traité ». Au total, 3 injections ont été faites. Les barres d’erreurs représentent
l’erreur type de la moyenne (S.E.M). Les valeurs «p» ont été calculées par le test de l’analyse de
variance à un facteur (ANOVA à mesures répétées) : les moyennes prises en compte ne concernent
que les valeurs à partir du jour 55 post greffe.
«Cellules —PDT » vs « Cellules +PDT» : p <0.001
«Cellules —PDT» vs «Non traité»: p <0.01
«Non traité » vs « Cellules +PDT» : p <0.01
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Fait intéressant, l’injection des splénocytes traités à la PDT à des souris ayant une

GVHDc a provoqué une stabilisation significative (p<O.001) du poids moyen de ces

souris en comparaison des souris des groupes « cellules -PDT» et «non traité ». En

effet, comme on peut le constater (Figure 19), le poids moyen de ces souris (-5% du

poids initial) est supérieur à celui des autres groupes (de -5% à -20% du poids initial).

Dans le but d’évaluer la capacité de la PDT, associée au TH9402, à moduler le

devenir clinique des souris atteintes de la GVHDc, nous avons aussi compilé la mortalité

dans les différents groupes afin d’établir des courbes de survie. La figure 20 montre la

survie des souris lorsque le traitement débute au jour 55 post greffe. On constate que

l’injection de spiénocytes syngéniques (25 x 106) traités à la PDT à d’autres souris

syngéniques n’a provoqué aucune mortalité dans ce groupe «syngénique +PDT ». En

effet, les souris (n=$) présentes dans ce groupe sont toutes vivantes au jour 140 post

greffe et indiquent l’absence de toxicité intrinsèque de la PDT au TH9402. À l’inverse,

une mortalité est observée dans les groupes de souris ayant une GVHDc « cellules -

PDT », «cellules +PDT» ou «non traité» (Figure 20). On observe que l’injection de

spiénocytes non traités à la PDT, groupe «cellules -PDT », a rapidement entraîné le

décès 50% des animaux de ce groupe. De plus, cette mortalité survient dès le jour 60

post greffe, soit seulement quelques jours après l’injection des splénocytes. La mortalité

dans les groupes « cellules +PDT» et « non traité » débute au jour $0 post greffe, soit 20

jours plus tard. Lorsque les souris atteintes de GVHDc ne subissent aucun traitement,

groupe «non traité », on constate (Figure 20) néanmoins que 50% des souris décèdent

aussi de GVHDc. Finalement, lorsque les souris ayant une GVHDc sont injectées avec

des spiénocytes traités à la PDT et provenant d’autres souris GVHDc, on constate que la

mortalité n’est que de 25%.

L’injection de splénocytes traités à la PDT semble donc induire une mortalité

retardée et diminuée par rapport aux 2 autres groupes « cellules-PDT » et « non traité ».
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Figure 20 Effet de la PDT sur la survie des souris GVHDc et syngéniques traitées à partir du
jour 55 post greffe.

Les souris atteintes de la GVHDc ont reçu divers traitements aux jours 55, 62 et 69 post
greffe. Le groupe de souris «cellules —PDT, 11=8 », a reçu 25 x 106 splénocytes non traités à
la PDT. Le groupe de souris «cellules +PDT, n=8» a plutôt reçu 25 x 106 splénocytes
traités à la PDT. Le groupe de souris «non traité, n=8 » n’a reçu aucun traitement. Le
groupe «syngénique +PDT, n=8» comprend des souris sans GVHDc qui ont reçu les
splénocytes, traités à la PDT, des autres souris syngéniques. Les souris étaient sacrifiées
lorsqu’elles avaient atteint l’un et/ou l’autre des points limites suivants perte de plus de
25% du poids initial, lésions sur la peau, perte marquée de la pilosité, enflures des pattes.
Les valeurs «p » ont été évaluées par le test de Logrank.

«Cellules -PDT » vs «Cellules +PDT» p= 0.2 15
«Cellules -PDT » vs «Non traité» p= 0.648
«Cellules +PDT » vs «Non traité» p= 0.333
«Non traité » vs « Syngénique +PDT» p 0.025
«Cellules -PDT » vs « Syngénique +PDT» p= 0.025
«Cellules +PDT » vs « Syngénique +PDT» p= 0.143
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+ Injection précoce de lymphocytes (à partir du jour 15)

Par ailleurs, lorsque le traitement est appliqué plus tôt, jour 15 post greffe, on

observe globalement la même tendance qu’au jour 55 post greffe. En effet, comme on

peut le constater (Figure 21), l’injection des splénocytes non traités à la PDT a entraîné

une chute de poids des souris de ce groupe. Cette chute de poids, observable à partir du

jour 25 post greffe, présente un maximum de -16% vers le jour 35 post greffe. Les souris

n’ayant reçu aucun traitement présentent aussi une chute de poids comparable (p>O.05) à

celle du poids des souris du groupe « cellules -PDT ». On peut en effet constater (Figure

21) que le poids moyen oscille de -10% à 20% à partir du jour 25 post greffe jusqu’à

environ au jour 120 post greffe (soit 105 jours après le premier traitement). Cette chute

de poids présente cependant une légère remontée (probablement due à la mortalité) à

partir du jour 120 pour atteindre une moyenne de -15% au jour 233. À l’opposé,

l’injection de splénocytes traités à la PDT « cellules +PDT » a limité la chute de poids

dans ce groupe qui semble se stabiliser en moyenne à -10% du poids initial. Cette

stabilisation du poids, dans le groupe « cellules +PDT », est significative en

comparaison du poids moyen des souris dans le groupe «cellules -PDT» (p < 0.00 1) et

du poids moyen des souris dans le groupe «non traité» (p < 0.001). Il est à noter que le

comportement des souris, lorsqu’elles sont injectées au jour 55 post greffe, est différent

de celui observé lorsque les souris sont injectées au jour 15 post greffe. En effet, on

constate que lorsque les souris sont injectées au jour 55 post greffe (Figure 19), la chute

de poids dans le groupe «cellules -PDT », fait suite à la première injection. Cette chute

est aussi observée dans le groupe non traité et dans le groupe «cellules +PDT », tandis

que cette chute se stabilise dans le groupe «cellules +PDT »; la chute progresse comme

nous nous y attendions dans les groupes non traité et «cellules -PDT ». À l’inverse,

l’injection au jour 15 post greffe (Figure 21), n’entraîne pas une chute instantanée du

poids dans le groupe « cellules -PDT ». Les groupes « cellules -PDT» et «non traité» ne

présentent pas non plus une chute de poids. Le poids dans les différents groupes sont

tous dans une phase ascendante jusqu’au jour 25 post greffe. Ce n’est qu’après ce temps

que les effets des injections se manifestent.
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Figure 21 Effet de l’injection des spiénocytes traités ou non à la PDT sur le poids des souris
GVHDc traitées à partir du jour 15 post greffe

Les souris atteintes de la GVHDc ont reçu divers traitements aux jours 15, 22 et 29 post
greffe. Un groupe de souris (n=8), a reçu 25 x 106 splénocytes non traités à la PDT « cellules
—PDT ». Un autre groupe de souris (n 8), a plutôt reçu 25 x 106 splénocytes traités à la
PDT «cellules +PDT» alors qu’un autre groupe de souris (n8), n’a reçu aucune cellule
«non traité ». Au total, 3 injections ont été faites. Les flèches noires indiquent les différents
jours auxquels les traitements ont été faits. Les barres d’erreurs représentent l’erreur type de
la moyenne (S.E.M). Les valeurs «p» ont été calculées par le test de l’analyse de variance à un
facteur (ANOVA à mesures répétées) : les moyennes prises en compte ne concernent que les valeurs
à partir du jour 25 post greffe.
«Non traité » vs « Cellules +PDT» p <0.001
«Non traité » vs « Cellules —PDT» p > 0.05
«Cellules —PDT » vs « Cellules +PDT» p <0.001

Jours post greffe

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

-1

—G. CeIIules -PDT

• 4 Cellules + PDT
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Lorsque les traitements sont effectués à partir du jour 15 post greffe, les effets sur la

survie sont similaires à ceux observés au jour 55. Comme on peut le constater (Figure

22), les souris du groupe syngéniques ne présentent aucune mortalité, ceci jusqu’à plus

de 200 jours post greffe. En revanche, les souris du groupe «non traité » présentent une

cinétique de mortalité plus rapide que celle survenant dans les groupes « cellules —

PDT» et «cellules +PDT ». Dans le groupe «cellules —PDT », la mortalité est de 75%

alors que dans les groupes « +PDT» et « non traité» la mortalité est de l’ordre de 50% à

200 jours post greffe. On peut conclure que l’injection des splénocytes non traités à la

PDT, à partir des jours 15 et 55 post greffe, a entraîné une forte mortalité qui survient tôt

dans le temps alors que l’injection des splénocytes traités à la PDT a réduit cette

mortalité tout en la retardant. Toutefois, bien qu’une tendance en faveur du traitement

soit observée, la différence entre le groupe traité «cellules +PDT» et les groupes

«cellules —PDT» et, «non traité» n’est pas significative (p= 0.432 et 0.211

respectivement, jour 15) et (p=O.2lS et 0.333 respectivement, jour 55).

3.2.4.2. Effet de la PDT sur le taux d’anticorps anti-ADNdb

La production d’auto anticorps, notamment d’anticorps anti-ADNdb, est associée

à la maladie du greffon contre l’hôte chronique. Dans le but d’évaluer l’impact de la

PDT sur cette production, nous avons quantifié, à l’aide d’un test ELISA, la présence

des ces auto anticorps dans les différents groupes avant et après le traitement. Ainsi,

dans les différents groupes et, avant le traitement au jour 54 (Figure 23), les valeurs dans

le groupe «cellules —PDT» est de 6 mg/mL en moyenne. Dans le groupe «cellules

+PDT », le taux d’anticorps avant le traitement est du même ordre que celui du groupe

«cellules —PDT» soit 6 mg/mL en moyenne. Dans le groupe de souris n’ayant reçu

aucun traitement, «Non traité », le taux au jour 54 est de 9 mg/mL en moyenne. Bien

que ce taux soit légèrement supérieur à ceux des groupes « cellules —PDT» et « cellules

+PDT », il n’existe aucune différence significative entre ces groupes en ce qui a trait à

leur taux d’anticorps anti-ADNdb de départ

(p

>0.05).



Jours post greffe

«Cellules -PDT » vs «Cellules +PDT»
« Cellules -PDT » vs «Non traité »
«Cellules +PDT » vs «Non traité»
«Non traité » vs « Syngénique +PDT»
«Cellules -PDT » vs « Syngénique +PDT»
«Cellules +PDT » vs « Syngénique +PDT»

p= 0.432
p= 0.65$
p=O.211
p= 0.085

p= 0.029

p=O.112

A na

101

G)
‘I-I

.D
(u
>
G)
.

75.

50•

25

n

• O cellules -PDT

-Ç—cellules +PDT
ê o

—* non traite

-- syngénique

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250o

Figure 22 t Effet de la PDT sur la survie des souris GVHDc et syngéniques traitées à partir du
jour 15 post greffe.

Les souris atteintes de la GVHDc ont reçu divers traitements aux jours 15, 22 et 29 post
greffe. Le groupe de souris «cellules —PDT, n=$ », a reçu 25 x 106 splénocytes non traités à
la PDT. Le groupe de souris «cellules +PDT, n=8» a plutôt reçu 25 x 106 spiénocytes
traités à la PDT. Le groupe de souris «non traité, n=$ » n’a reçu aucun traitement. Le
groupe «syngénique +PDT, n=4» comprend des souris sans GVHDc qui ont reçu les
splénocytes, traités à la PDT, des autres souris syngéniques. Les souris étaient sacrifiées
lorsqu’elles avaient atteints l’un et/ou l’autre des points limites suivants perte de plus de
25% du poids initial, lésions sur la peau, perte marquée de la pilosité, enflures des pattes.
Les valeurs «p » ont été évaluées par le test de Logrank.
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Après les trois injections dans les groupes respectifs, nous avons prélevé le sérum des

souris afin d’évaluer l’effet de la PDT sur la production d’anticorps anti-ADNdb. On

constate (Figure 23) que, dans le groupe «cellules -PDT », l’injection de spiénocytes

non traités à la PDT aboutit à une production moyenne de l’ordre de 6.5 mg/mL; en

comparaison du taux de départ qui était de l’ordre de 6 mg/rnL dans ce groupe.

Signalons tout de même la forte variation du taux d’anticorps anti-ADNdb dans ce

groupe (+1-5 mg/mL). Dans le groupe « cellules +PDT », l’injection de spiénocytes

traités à la PDT aboutit à une production moyenne de l’ordre de 4 mg/mL, par rapport au

taux de départ qui était de l’ordre de 6 mg/mL dans ce groupe. La tendance dans ce

groupe semble être à la baisse puisque l’on passe de 6 mg/mL à 4 mg/mL en moyenne.

Toutefois, cette baisse n’est pas significative (p>O.O5) par rapport au taux de départ.

Finalement, dans le groupe de souris ayant la GVHDc et n’ayant subi aucun traitement,

le taux d’anticorps au fil du temps montre une tendance à la hausse. Cette tendance n’est

pas non plus significative (p>O.O5) en comparaison du taux de départ dans le même

groupe. Il ressort que la PDT semble amener une baisse de la production d’anticorps

anti-ADNdb chez les souris ayant reçu un tel traitement.

3.3. Analyse de la reconstitution immunologique

La reconstitution immunitaire, après conditionnement immunoablatif, est d’une

importance capitale pour l’induction d’une tolérance contre des antigènes allogéniques

et autologues. Cette reconstitution est cruciale dans les nouvelles approches

thérapeutiques non seulement pour la reprogrammation du système immunitaire mais

encore pour promouvoir la capacité des patients à répondre à des agressions virales après

la transplantation. Le récepteur antigénique des lymphocytes T (1CR) est une protéine

hétérodimérique composée de deux chaînes transmembranaires appartenant à la

superfamille des immunoglobulines. Chaque chaîne comprend un domaine variable (V),

à l’extrémité NH2 terminale et un domaine constant (C). La région d’hypervariabilité,

appelée CDR3 (‘CompÏementai-itv Determining Region”), a un rôle important dans la

reconnaissance du peptide associé à la molécule du CMH.
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Figure 23: Taux d’anticorps anti-ADNdb avant et après traitement

Le sérum des souris, dans les groupes «cellules -PDT, n = 8), «cellules +PDT, n 8) et,
«non traité, n 8» a été prélevé au jour 54 post greffe et évalué par un test ELISA
quantitatif; c’est la période «Pré traitement ». Après trois traitements (jour 55, 62 et 69), le
sérum des souris dans le différents groupes, a été de nouveau évalué par un test ELISA
quantitatif; c’es la période «Post traitement». Les barres d’erreurs, représentent l’erreur
type de la moyenne (S.E.M). Les valeurs « p» ont été calculées par le test de l’analyse de variance
à un facteur. (f3 t p >0.05 «cellules -PDT » pré traitement (jour 54) vs «cellules -PDT » post
traitement (jour 75). (4: p >0.05 «cellules +PDT» pré traitement (jour 54) vs «cellules
+PDT » post traitement (jour 75), 0 t p>O.O5 «non traité, jour 54 » vs « non traité, jour 75).

EEI Pré traitement: jour 54

Post traitement: jour 75

1:

0 X

C,
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La technique immunoscope (“spectratyping”) permet d’analyser la distribution des

différentes tailles de CDR3 des chaînes a et f3 du TCR. Pour un réarrangement donné,

les profils obtenus se présentent sous la forme de six à huit pics séparés par trois

nucléotides et correspondent aux réarrangements en phase de lecture ouverte.203 La

distribution de ces différents pics suit une courbe en cloche caractéristique des

répertoires de lymphocytes T polyclonaux observés chez des animaux non immunisés.

En revanche, après immunisation, pour certains réarrangements, des expansions oligo ou

monoclonales qui altèrent le profil de la distribution en cloche ont pu être mises en

évidence. Cette méthode donne une représentation qualitative et quantitative du

répertoire mais n’apporte aucune indication sur le nombre de séquences différentes

contenues dans chaque pic de CDR3.

Afin d’évaluer l’effet du traitement sur la reconstitution immunologique des

souris traitées à la PDT, nous avons donc procédé à une étude prospective de segments

donnés du spectre V bêta ( VF3). L’analyse des résultats obtenus (Figure 24), montre un

profil polyclonal et gaussien des segments Vf31, Vf32, Vf33.1, Vf3$.1, Vf3$.2, Vf38.3 chez

les souris non malades ; un résultat auquel on s’attendait. Chez les souris malades et

traitées à la PDT à partir du jour 15 post greffe, on observe que les segments Vf31,

Vr3$.1, Vf38.2 et Vf38.3, ont un profil polyclonal et gaussien comme celui des souris

normales. Pour les segments Vf32 et Vf33.1, on observe une perturbation du spectre qui

se traduit par une expansion oligoclonale de 2 à 4 pics majeurs. Bien que nous n’ayons

pas pu analyser le spectre Vf3 des souris atteintes de la GVHDc et non traitées à la PDT,

par la méthode du spectratyping, cette perturbation du répertoire VJ32 et Vf33.1 est

confirmée par une analyse immunologique (figure 25) qui nous renseigne

sur l’implication de ces segments dans la pathologie de la GVHDc. En effet, on constate

que les clones portant le Vf32 sont présents à hauteur de 20.72% dans les souris GVHDc

alors que la normale est de 10.53% chez les souris contrôles. Cette approche

immunologique ne nous permet cependant pas de savoir si la perturbation affecte le

profil immunologique. Cependant, des données tirées de la littérature nous renseignent

que cette perturbation est une expansion oligoclonale des segments Vf32 et Vf33 chez les

souris atteintes de GVHDc.204
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Figure 24 : Analyse phénotypique du répertoire V bêta de souris traitées à la PDT
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CHAPITRE IV: DISCUSSION
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4. Discussion

La principale complication des greffes de CSHs allogéniques est la maladie du

greffon contre l’hôte (“Graft-Versus-Host-Disease” ou GVHD). La GVHD, dans sa

forme chronique (GVHDc), affecte environ 50% des patients greffés et peut être létale

pour 20% à 40% de ces derniers, cela en dépit des traitements intensifs.33’34 De ce fait, la

GVHDc est devenue la complication centrale des patients greffés survivant au-delà du

centième jour. Les approches thérapeutiques utilisées, à ce jour, se sont avérées peu

efficaces. Cela nous a amené à évaluer, comme objectif principal, le potentiel d’une

nouvelle approche thérapeutique : le traitement photodynamique (PDT) couplé à l’agent

photosensible 4,5-dibromorhodamine methyl ester (TH9402) de la maladie du greffon

contre l’hôte chronique. À cet effet, nous avons reproduit la maladie du greffon contre

l’hôte chronique dans un modèle murin. Nous avons ensuite évalué l’impact du

traitement par PDT sur des splénocytes et utilisé ces cellules traitées pour inhiber la

GVHD chronique. Comme dernier objectif, nous avons évalué la reconstitution

immunologique dans les groupes de souris traitées pour mesurer l’efficacité du

traitement à long terme.

4.1. Le model expérimental est-il représentatif de la

pathologie telle que observée chez l’humain?

Pour reproduire la maladie du greffon contre l’hôte chronique, nous avons opté

pour un modèle murin impliquant, comme donneurs les souris femelles Bi 0.D2-H2’ H2-

T]8e Hc’/nSnJ (B1O.D2) et, comme receveurs les souris femelles BALB/cJ-H2’

(Balb/c). Ces souris sont compatibles sur le plan de leurs antigènes d’histocompatibilité

majeurs (CMII), mais diffèrent par leurs multiples antigènes d’histocompatibilité

mineurs (miHA). Parmi les différences génétiques connues entre ces deux types de

souris, sur le plan des antigènes mineurs, on peut citer les antigènes H-1,-3,-4,-7,-8,-9,-

i3.205 Notons cependant que, cette différence peut toutefois atteindre une quarantaine
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d’antigènes, voire plus et que tous ne sont pas forcément impliqués dans l’induction de

la GVHDc.206’207 Pour parvenir à notre but, nous nous sommes appuyés sur le précepte

selon lequel toute transfusion de culots globulaires ou plaquettaires est susceptible

d’apporter des lymphocytes. Ainsi, dans le cas d’une transfusion allogénique, chez un

hôte normal ou faiblement immunodéprimé, les lymphocytes de ce dernier, qui ne sont

pas compatibles en terme de CMII avec ceux du donneur, élimineront les lymphocytes

résiduels du donneur présents dans la transfusion. Or, dans un organisme

particulièrement immunodéprimé, on observe l’effet inverse, à savoir les lymphocytes

du donneur s’activeront contre l’organisme du receveur. De ce fait, en induisant un état

immunodépressif par irradiation non létale (600 cGy) chez les souris Balb/c et en

injectant ces dernières avec les splénocytes des souris B10.D2 (différentes sur le plan du

complexe mineur d’histocompatibilité), l’on devrait s’attendre à ce que les lymphocytes

des souris donneuses B10.D2 s’attaquent aux antigènes des souris receveuses Balb/c et

produisent ainsi un effet GVH. Puisque la dose d’irradiation est non létale, l’évolution

de la GVHD devrait être progressive dans le temps et, par conséquent chronique. En

effet, en plus de la dose d’injection, cet état chronique serait fonction de l’ontogénie des

cellules B et T qui présente une cinétique de reconstitution lente après une greffe

allogénique.208 Le contexte non létal permettrait donc un état de chimérisme étalé sur

une plus grande période de temps, ce qui contribuerait à une stimulation soutenue entre

les cellules du donneur et du receveur aboutissant par exemple à une production d’auto-

anticorps non présents dans la GVIIDa.208’209 Bien qu’il existe des modèles murins dits

parentaux, où la GVIIDc est induite par injection de splénocytes parentaux (Pi) à la

lignée (Fi), nous avons opté pour le modèle B10.D2--Balb/c validé auparavant77’210

pour les raisons suivantes. Les modèles de transplantation parentaux aboutissent

généralement à une pathologie plus proche du lupus systémique érythémateux qu’à la

GVHD chronique.21’ Le modèle de GVHD chronique B10.D2 -BALB/c, CMII

compatible et incompatible sur le plan des antigènes d’histocompatibilités mineurs

partage des caractéristiques critiques avec la pathologie de GVIIDc, telle qu’elle a été

observée chez l’homme. Ces caractéristiques dominantes incluent la fibrose de la peau

(due à l’augmentation de dépôt de collagène) aussi bien que des infiltrations lichénoïdes,

la perte folliculaire, la perte de gras sous dermique et l’infiltration du derme par les
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mononucléaires.212 La maladie hépatique est caractérisée par l’infiltration lymphocytaire,

intra et extra hépatique, des canaux biliaires.213 La fibrose pulmonaire a été observée.214

En outre, dans ce modèle où le début des signes cliniques de GVHDc débute à peu près

vers le jour 21, plusieurs groupes y ont examiné les mécanismes de pathogenèse. On

peut entre autres mentionner le rôle joué par les sous populations des lymphocytes T, des

mastocytes, des molécules d’adhésion, des cytokines et chimiokines dans l’initiation de

la maladie.40’77’205’214’215 Ce modèle est vu comme un modèle de GVHDc induite de novo

et sa valeur tient en sa forte ressemblance clinico-pathologique trouvée tant dans la

GVHDc primaire que secondaire chez l’humain.216

4.1.1. Le poids et la survie

En injectant les splénocytes des souris B10.D2 aux souris Balb/c, nous avons en

effet observé (Figure 7) que les souris Balb/c perdaient du poids en comparaison des

souris du groupe syngénique. Fait intéressant, cette perte de poids moyenne n’excède

pas plus de 10% du poids initial de ces souris, ce qui est en accord avec les études ayant

utilisé ce modèle.217 Cependant, cette perte de poids était-elle vraiment due à l’injection

des splénocytes alloréactifs ? Pour répondre à cette préoccupation, nous avons injecté à

des souris B10.D2 les mêmes splénocytes injectés aux souris Balb/c. Dès lors, si la perte

de poids observée chez les souris Balb/c était due à d’autres facteurs (infections virales,

bactériennes...) que les splénocytes, alors on aurait aussi observé une perte de poids

chez les souris B10.D2. Or tel n’a pas été le cas. Cela nous amène donc à conclure que la

perte de poids observée chez les souris Balb/c était due à l’injection des splénocytes

alloréactifs B10.D2, reconnaissant les antigènes mineurs des souris Balb/c. Comme nous

avons pu le constater sur les coupes histologiques (Figure 9.B), la perte de tissu adipeux

à propos du derme des souris GVHDc corrobore nos observations. La perte de poids,

observée chez les souris du groupe GVHDc, étant un paramètre observable chez les

humains et réputé être un bon indicateur de la GVHD chronique,21° constitue donc un

signe de l’installation de la GVHDc. Cette perte de poids a eu un effet sur la mortalité

des souris.



111

En effet, on constate (Figure 12) qu’environ 20% des souris atteintes de GVHDc sont

mortes et que cette mortalité survient après le jour 50 post greffe. Cette tendance, à voir

les souris décéder après le jour 50 post greffe, était généralement observée tout au long

de nos expériences (Figures 12, 20 et 22), même s’il arrivait que certaines souris

décèdaient un peu plus tôt (jour 39 post greffe, figure 22). On remarque cependant que la

mortalité du groupe «non traité» passe de 20% (Figure 12) à environ 50% (Figures 20 et

22). Cette différence pourrait s’expliquer, en partie, par le fait que la figure 12 représente

les résultats de nos toutes premières expériences. Il est donc possible que les injections

de cellules réalisées au cours de ces expériences, en vue d’induire une GVHDc, étaient

incomplètes et ont abouti, chez certaines souris, à produire une GVHDc chronique

moins importante que celle induite plus tard lorsque l’expérimentateur avait plus

d’expérience et réalisait de meilleures injections. En effet, on peut remarquer que lors de

l’expérimentation avec la PDT (au moment où l’expérimentateur était plus familier avec

la technique d’injection) les résultats de survie présentent une concordance.

La perte de poids ne pouvant constituer, à elle toute seule, une preuve de

l’induction de la maladie chez les souris injectées avec les splénocytes alloréactifs,

d’autres paramètres ont alors été analysés pour consolider nos observations.

4.1.2. L’atteinte cutanée

L’analyse clinique et histologique de la peau nous a montré que l’infiltration

lymphocytaire des follicules pileux était accompagnée par une perte de poils observable

sur le corps des souris GVHDc. De plus, des atteintes cutanées proches de la

sciérodermie étaient observables sur les pattes de souris GVHDc qui, par endroits

présentaient des oedèmes. Une fois de plus, ces signes sont compatibles avec ceux

observés chez les patients atteints de la GVHDc. En effet, chez l’humain, la GVHD

chronique est associée à des atteintes cutanées de type lichenéeime avec parfois des

plaques d’alopécie et des télangiectasies évoquant la sclérodermie.4 La présence

d’oedème sur les pattes des souris du groupe GVHDc évoque la forme particulière

rapportée par Maraninchi et al. qui se manifeste par un oedème des membres et dont
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l’apparition brutale est associée à une éosinophilie et à des myalgies.218 Bien que, dans

le cadre de notre étude, nous n’ayons pas caractérisé de manière systématique le type de

lymphocytes qui infiltraient la peau et causaient la perte de poils, il est fort probable que

ce soit des lymphocytes T CD4+. En effet, les études ayant caractérisé ce modèle nous

révèlent que la nature chronique de la GVHD dans ce modèle est dépendante des

lymphocytes T CD4+.72u

4.1.3. Les auto-anticorps

Les similitudes entre la GVHD chronique et plusieurs maladies auto-immunes,

ont poussé de nombreuses équipes à s’intéresser à la présence d’auto-anticorps après

allogreffe de moelle. Les auto-anticorps, contre divers antigènes du soi, sont en effet

détectables chez les patients atteints de GVHD chronique.67’73’219 L’analyse de la

production d’auto-anticorps anti-ADNdb nous a montré (Figure 10) une différence

significative (p=O.0238) entre le groupe de souris GVHDc et le groupe de souris

syngénique. Le profil d’expression d’anticorps anti-ADNdb, marqué par un pic de

production observé aux alentours du jour 30 post greffe, suivi d’une baise qui se

stabilise, par la suite, tout au long de l’évolution de la maladie, est observé dans d’autres

études.22° La production d’anticorps anti-ADNUb peut s’expliquer par le fait que la

GVHDc est une maladie de type Th2. Autrement dit, les lymphocytes se trouvent dans

un complexe moins inflammatoire où la stimulation entre les lymphocytes T et B est

soutenue. Dès lors, les cellules T alloréactives du donneur, en association avec les

peptides dérivant ou non des auto-antigènes contre lesquels les lymphocytes B sont

censés réagir, vont reconnaître les molécules CMH de classe II des lymphocytes B. Il

s’ensuit donc un signal qui va pousser les lymphocytes B à produire des spécificités

inopportunes, c’est-à-dire des auto-anticorps. Cette activation des lymphocytes B semble

être de nature oligoclonale.22’ Cette présence d’auto-anticorps est observée chez

l’humain, même si leur signification pathologique n’est pas établie. Par ailleurs, d’autres

modèles de GVHDc présentant une production d’auto-anticorps, une splénomégalie, une

expansion de lymphocytes B avec une glomérulonéphrite, existent. Dans ces cas, la

pathologie est induite par la transplantation de cellules (Pi) parentales dans les lignées



113

Fi (Pi croisé avec P2) non irradiées. Cependant, la pertinence de ces modèles a été mise

en doute, car la splénomégalie et la glomérulonéphrite ne sont pas les composantes de la

GVHD chronique chez l’humain.66

En définitive, bien qu’il existe d’autres modèles de GVHD chronique dans la

littérature, il ressort clairement, qu’en injectant à des souris femelles BALB/cJ-H2’

(Balb/c), des splénocytes provenant de souris femelles Bl0.D2H2d H2T18c Hc’/nSnJ

(B1O.D2), nous avons induit une GVHD chronique semblable à celle qui a été observée

chez l’humain.

4.2. Nature du greffon injecté aux souris GVHDc

4.2.1. La PDT élimine sélectivement les lymphocytes T

alloréactifs

La chaîne cx du récepteur de l’IL-2 (CD25), lorsque exprimée de manière

inductible à la surface des lymphocytes, constitue un marqueur d’activation. Elle est, de

ce fait un indicateur du caractère alloréactif d’une population lymphocytaire.

L’évaluation par cytométrie en flux de l’effet de la PDT sur les cellules alloréactives

CD4+CD25+ et CD8+CD25+ nous a permis de constater que ces dernières étaient

fortement éliminées au point que seulement 20% des CD4+CD25+ survivait après la

PDT (Figure 14.A). Dans le cas des cellules CD8+CD25+, la viabilité passait de 50%

avant la PDT à 15% après la PDT (Figure 15.A). Les cellules non activées CD4+CD25-

et CD8+CD25-, quant à elles, présentaient une bonne viabilité avant et après la PDT,

soit en moyenne 80% avant et après la PDT (Figures 14.B et 15.B). Cette élimination

sélective peut s’expliquer par la rétention préférentielle du TH9402 dans les cellules

activées. En effet, le TH9402 pénètre dans toutes les cellules (activées et non activées) et

son extrusion est facilitée par la glycoprotéine P (Pgp), un produit du gène de résistance

aux médicaments 1 (MDR-1). La Pgp est exprimée à la surface des cellules et des

lymphocytes T222. Il est démontré que l’activation des cellules T conduit à l’inactivation

de la Pgp.195 Comme le rôle de la Pgp est de pomper, à l’extérieur de la cellule, les
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médicaments comme l’agent photosensible TH9402, il s’ensuit que les cellules T

activées vont retenir plus de TH9402. Au contraire, les cellules non activées, quant à

elles, vont réussir à l’exclure étant donné que la Pgp n’est pas inactivée. Toutefois, il est

possible que d’autres mécanismes soient aussi impliqués dans la rétention préférentielle

du TH9402 dans les cellules activées. En effet, les mitochondries dont la présence est

augmentée dans les cellules présentant un cycle cellulaire rapide et un potentiel

membranaire augmenté223’224 pourraient être une autre source de rétention de l’agent

photosensible. Durant l’activation des lymphocytes T, l’activation mitochondriale est

accrue dans le but de palier le besoin énergétique de la cellule. Il s’ensuit une

dépolarisation transmembranaire et une augmentation de la masse mitochondriale.

L’agent photosensible TH9402, qui est un dérivé de la rhodamine 123, est réputé

s’incorporer sélectivement sur le plan des mitochondries.185 Or il a été démontré que les

agents photosensibles dont la localisation se fait au niveau des mitochondries induisent

plus efficacement la mort cellulaire que les agents se localisant dans d’autres sites

cellulaire.225226 Cependant, bien que cela soit le cas, on observe tout de même une faible

mortalité, après la PDT, dans la population des cellules non activées. Cela pourrait être

dû au fait que certaines cellules non activées ont encore, dans leur milieu intérieur, une

quantité résiduelle de TH9402 capable de provoquer leur mort après exposition à la

lumière. Il est aussi possible que la concentration de 1119402 utilisée dans notre étude,

soit 10 iM, puisse être abaissée afin d’obtenir une rétention différentielle plus élevée

entre les cellules activées et non activées. Ce TH9402, résiduel, en plus de se trouver

dans les mitochondries, pourrait être présent dans la membrane cellulaire ou les

lysosomes et serait à l’origine de cette mortalité non spécifique. Un stress oxydatif subi

par les cellules non activées pourrait aussi expliquer leur élimination non spécifique.

4.2.2. Les cellules T vivantes après la PDT pourraient être des

lymphocytes T régulateurs

Bien que les cellules activées retiennent plus de TH9402 que les cellules non

activées, on observe qu’après la PDT (f igures 14.A et 15.A), un faible pourcentage de
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cellules activées est préservé. Le fait que ces cellules CD4+CD25+ et CD$+CD25+

soient encore vivantes après la PDT indique effectivement qu’un certain nombre de

lymphocytes T activés a échappé à la PDT, a subi un dommage sub-létal induit par un

stress oxydatif dû à la PDT, mais cela n’a pas conduit à des dommages suffisamment

importants pour provoquer leur élimination. Il est aussi possible que ces cellules soient

des cellules mémoires/activées ayant des propriétés biologiques leur permettant

d’échapper à l’action de la PDT. Finalement, ces cellules pourraient être des cellules T

régulatrices qui expriment de manière constitutive le marqueur CD25. Alors qu’est-ce

qui pourrait donc expliquer que ces cellules, que nous croyons être des Tregs, soient

préservées. Il est possible que la Pgp dans ces cellules ne soit pas inactivée comme dans

le cas des autres cellules activées CD25+, ou alors ces cellules Tregs pourraient être

protégées par la présence d’un gène particulier. À cet effet, on sait qu’en plus du fait que

les cellules Tregs expriment le marqueur CD25 de manière constitutive, elles ont le gène

F oxp3 (encode pour le facteur de transcription Scurfin227) qui n’est pas exprimé chez les

CD4+CD25- même si ces dernières sont activées en CD4+CD25+.228 Est-il donc

possible que le FoxP3 soit à l’origine de la préservation des cellules CD4+CD25+ après

la PDT ? Signalons tout de même qu’à ce stade, rien ne nous permet de croire que ces

cellules sont exclusivement des Tregs. Il est en effet fort possible que des cellules T

alloréactives aient échappé à l’action de la PDT. Cependant, afin d’avoir une idée de la

fonction des cellules T qui échappent à la PDT, nous avons procédé à des essais de

prolifération. Comme il est démontré que les cellules Tregs ont une activité suppressive

envers les cellules T conventionnelles’56, si les cellules T qui sont préservées ont une

fonction suppressive, alors l’on devrait observer une activité anti proliférative au moins

égale à celle qui a été observée dans la population non traitée à la PDT. Les résultats

obtenus nous montrent que les cellules non traitées à la PDT, lorsqu’elles sont mises en

présence de cellules naïves à un ratio 1/1, bloquent la prolifération de 16.76% de ces

cellules après 6 jours (Figure l$.B1). Lorsque ces cellules sont traitées à la PDT et mises

en présence de cellules naïves ayant incorporé le CFSE à un ratio 1/1, on constate

qu’elles bloquent la prolifération de 47.11% de celles-ci (Figure 1$.B2). Au vu de ces

résultats, on peut affirmer que la PDT n’a pas éliminé les cellules ayant une fonction

suppressive. Mieux, la PDT n’a pas affecté la fonction anti-proliférative de ces cellules.
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Bien que ces résultats indiquent que des cellules régulatrices sont préservées après la

PDT, on ne peut conclure que ces cellules soient des cellules CD4+CD25+

exclusivement. En effet, l’approche méthodologique que nous avons employée ne nous

permet pas de donner une telle précision. Pour y parvenir, il aurait fallu que nous

procédions à un tri cellulaire pour isoler les cellules CD4+CD25+ et exposer une

fraction des cellules à la PDT. Cependant, au vu du profil des cellules après la PDT, on

peut affirmer que ces cellules peuvent être comprises dans la fraction des cellules

CD4+CD25±, CD8+CD25+ et NK ayant survécue à la PDT. En effet il est connu que les

cellules régulatrices peuvent être des cellules CD4+CD25+, CD$+CD25+ ou des

cellules partageant des marqueurs des cellules T et des cellules NK, ce sont les

NKT.22923° La préservation de ces cellules régulatrices constituerait un avantage non

négligeable dans le traitement photodynamique de la GVHDc.

4.2.3. Élimination totale des lymphocytes B: avantage ou

inconvénient pour le traitement?

L’effet de la PDT, associé à l’agent photosensible TH9402, nous a permis de voir

différents profils d’élimination des populations lymphoïdes. L’effet de la PDT sur les

cellules B nous montre que cette population est fortement sensible au traitement

appliqué. En effet, plus de 90% de celles-ci décèdent après la PDT, et ce majoritairement

par nécrose (Figure 16). Cette sensibilité des lymphocytes B à la PDT pourrait

s’expliquer par le fait que ces derniers n’arrivent pas à éliminer le TH9402 de leur

milieu intérieur. Toutefois, bien que les lymphocytes B expriment peu de Pgp à la

surface de leur membrane,23’ ce qui aurait, à priori, pour conséquence une rétention

accrue de TH9402, des expériences effectuées dans notre laboratoire ont révélé que les

lymphocytes B et T retenaient une quantité similaire de TH9402 (Nancy Dallaire et al.,

manuscrit soumis). De plus, au cours de ces mêmes études effectuées dans notre

laboratoire, il a été démontré que des cellules B normales ont été supprimées à des

niveaux semblables à ceux de cellules B malignes. Ces observations indiquent

clairement que la cytotoxicité n’est pas totalement dépendante des niveaux de TH9402
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et suggère que les propriétés biologiques intrinsèques de TH9402 soient extrêmement

efficaces à cibler une voie prédominante chez les cellules B. Comme autre explication, il

est fort probable que les lymphocytes B n’arrivent pas à réparer avec célérité les

dommages oxydatifs subits à la suite de la PDT, comme cela est proposé être le cas chez

les cellules non activées.232 Ou encore la PDT pourrait induire chez les lymphocytes B

une augmentation du récepteur de mort Fas (CD95).233 Cependant, une telle

augmentation de Fas se serait traduit par une mort cellulaire induite par apoptose telle

qu’on l’a observée dans les études faites dans notre laboratoire sur d’autres modèles.202

Or nos résultats présentent une mort cellulaire des lymphocytes B induite

majoritairement (plus de 90%) par nécrose. Est-il donc possible que les lymphocytes B,

provenant des souris atteintes de GVHDc, présentent des caractéristiques qui les

orientent vers une mort cellulaire par voie de nécrose? Une autre hypothèse serait que

l’apoptose survient rapidement (en moins d’une heure) chez ces lymphocytes après la

PDT. En étudiant la cinétique de mortalité, tout en analysant le type de mort cellulaire

qui en découle, ceci entre les lymphocytes B des souris GVHDc et ceux des souris

normales, on devrait être en mesure de savoir si l’apoptose survient tôt au point que nous

n’arrivons pas à la détecter au cours de nos analyses. L’étude des voies moléculaires

impliquées devrait aussi nous permettre de mieux comprendre la différence observée.

Finalement, le fait qu’après l’incubation prolongée à de hautes concentrations d’agents

photosensibles, des cellules non activées, comme les lymphocytes B, soient aussi

éliminées par la PDT, suggère que les différences de la sensibilité entre des cellules

activées et normales sont quantitatives plutôt que qualitatives.234

Cette élimination presque totale des lymphocytes B post PDT pourrait toutefois

constituer un avantage pour le traitement. Il y a de plus en plus d’évidences impliquant

les lymphocytes B dans la pathophysiologie de la GVHDc. Ainsi, à titre d’exemple, la

production d’anticorps anti-chromosome Y générés après une greffe allogénique entre

des individus de sexe différent est réputé corrélée avec la GVHDc.89 Une telle

corrélation entre la présence des lymphocytes B et la GVHDc génère donc l’hypothèse

selon laquelle une thérapie anti-B pourrait être une approche effective pour traiter la

GVHDc. Ainsi, l’utilisation du rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD2O, résulte

en une déplétion marquée des cellules B du sang périphérique et contribue en
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conséquence à améliorer le pronostic clinque des patients atteints de GVHDc.56’235 Dans

le cadre de notre étude, cette élimination des lymphocytes 3 a été observée après la

PDT.

Les cellules B peuvent jouer le rôle de cellules présentatrices d’antigènes

(APCs).236 Comme les APCs jouent un rôle important dans la médiation de la GVHD,

l’élimination d’un apport supplémentaire de ces cellules, lors du traitement, ne peut être

que bénéfique dans la mesure où le risque de présentation des antigènes mineurs du

receveur est réduit. De plus, il a été proposé que les APCs du dotmeur, quoique requis

pour l’induction de la GVHD, ne sont pas nécessaires pour la réponse GVL,’26 ce qui

confirme que l’élimination des cellules B par la PDT pourrait être bénéfique pour le

traitement de la GVHD. Aussi est-il clairement démontré que certaines formes de

GVHDc peuvent être traitées par déplétion de cellules B.56

Par ailleurs, les études de prolifération que nous avons effectuées tendent à

démontrer, à priori, que l’élimination des cellules B, par la PDT dans le greffon, limite la

prolifération des cellules alloréactives du donneur. Cet effet est bénéfique en ce sens que

les cellules alloréactives prolifèrent moins et sont donc par conséquent moins

susceptibles de causer des dommages à l’hôte. En effet, on constate (Figure 18) que les

splénocytes alloréactifs provenant des souris Bl0.D2 puis traités au CFSE et mis en

présence des splénocytes traités à la PDT (contenant très peu de lymphocytes B) et

provenant de souris GVHDc prolifèrent moins (52.89%, jour 6). Or on constate que ces

mêmes cellules alloréactives traitées au CFSE ont une prolifération accrue (83.24%, jour

6) lorsqu’elles sont mises en présence de splénocytes non traités à la PDT (contenant

plus de lymphocytes B) et provenant des mêmes souris GVHDc. Les lymphocytes B

étant une excellente source d’APCs, leur absence, en grande quantité (plus 90%

d’élimination), dans le greffon traité à la PDT, pourrait contribuer à la faible

prolifération des cellules alloréactives Bl0.D2 dommageables pour l’hôte. Cela à notre

avis, constitue un avantage considérable pour le traitement de la GVHDc. Cependant, il

ne nous est pas possible, à ce stade, d’affirmer que c’est cette absence, à elle seule, des

cellules B qui justifie une telle activité anti-proliférative. Pour y voir plus clair, il serait

intéressant de déterminer si la déplétion des lymphocytes B dans le greffon non traité à

la PDT aura le même effet que celui d’un greffon non traité à la PDT et contenant les
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lymphocytes B. Dans le cas du greffon traité à la PDT, l’ajout de lymphocytes B aura-t-

il le même effet que le greffon traité à la PDT et mis en présence des cellules

alloréactives B1O.D2 ? La réalisation de ces expériences serait intéressante afin de

permettre une meilleure compréhension du rôle de l’élimination des lymphocytes B dans

le traitement de la GVHDc par la PDT.

Il ressort donc que la déplétion des lymphocytes B par la PDT pourrait constituer

un avantage pour le traitement de la GVHDc. Les risques d’immunodéficience, dus à

l’absence de lymphocytes B, pourraient aboutir à une susceptibilité accrue aux agents

viraux et bactériens.237 Néanmoins, leur remplacement relativement rapide à partir de

cellules souches devrait limiter ce risque. De plus, il est connu que l’utilisation

d’anticorps anti-lymphocytes B (rituximab) n’est pas associée à une augmentation

significative des infections.

4.2.4. Élimination partielle des cellules NK: avantage ou

inconvénient pour le traitement?

L’effet de la PDT, sur les cellules NK, nous a montré que cette population

présentait une sensibilité intermédiaire. En effet, environ 37% de cellules survivent après

la PDT sur les 87% de départ (Figure 17). Cette sensibilité pourrait, une fois de plus, être

due à un stress oxydatif causé par la PDT. Par ailleurs, il est aussi probable que la

concentration de TH9402, utilisée, 10 j.iM, ne permet pas aux cellules un efflux complet

du colorant causant ainsi leur mort. La sensibilité intermédiaire observée, pourrait être

due aussi à l’existence d’une sous population des cellules NK présentant une sensibilité

différente à la PDT. En effet, l’existence de sous populations de cellules NK exprimant

ou non la Pgp a été mentionnée chez des patients atteints du désordre lympho-prolifératif

granulaire.238 Il serait intéressant de voir si une telle sous population de cellules NK est

présente dans la pathologie de la GVHDc. Toutefois, la préservation d’une partie des

cellules NK pourrait être un avantage pour le traitement. En effet, cette préservation des

cellules NK pourrait avoir une activité anti-virale et anti-tumorale.239
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43. Traitement de la GVHDc par injection de

spiénocytes

4.3.1. L’injection des spiénocytes traités à la PDT améliore le devenir

clinique des souris GVHDc: Effet sur le poids et la survie

L’objectif de cette étude était d’évaluer l’effet de l’injection répétitive de

spiénocytes traités ou non à la PDT à des souris ayant une GVHD chronique. Il en est

ressorti que l’injection de splénocytes traités à la PDT à des souris atteintes de la

GVHDc a entraîné, chez ces dernières, diverses améliorations en comparaison des souris

atteintes de GVHDc non traitées ou celles injectées avec des splénocytes non traités à la

PDT. En effet, l’évaluation du poids qui est un indicateur de la GVHDc, nous a montré

que, dans le groupe injecté avec des spiénocytes traités à la PDT, la chute du poids était

freinée et stabilisée tout au long du traitement (Figures 19 et 21). À l’inverse, les souris

du groupe «non traité» ou celles du groupe injecté avec des splénocytes non traités à la

PDT perdaient du poids. Fait marquant, lorsque les souris étaient injectées avec des

spiénocytes non traités à la PDT, elles perdaient davantage du poids que les souris

atteintes de GVHDc n’ayant reçu aucun traitement. Cette amélioration de l’état clinique

des souris pourrait s’expliquer par une amélioration des fonctions hépatiques et

digestives chez les souris injectées avec les splénocytes traités à la PDT. En effet,

comme nous le savons, les canaux biliaires comme dans la GVHD aigu sont la cible de

la GVH chronique dans $0 % des cas. La destruction de ces canaux biliaires associe une

perte de poids qui peut être due à une mauvaise assimilation des lipides, elle-même due

à un mauvais acheminement de la bile chargée de l’assimilation des lipides. Le mauvais

acheminement est la conséquence logique de la destruction des canaux biliaires. Par

ailleurs, l’atteinte digestive, bien que plus rare qu’à la phase aigu et touchant surtout

l’oesophage dans sa partie supérieure avec une inflammation diffuse source de dysphagie

et de reflux, pourrait être moins grave chez les souris injectées avec les splénocytes

traités à la PDT que chez les souris du groupe —PDT et celles du groupe «non traité».
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Cette observation confirme que la PDT a éliminé la majeure partie des

splénocytes alloréactifs présents dans le greffon, et qu’une fois injectés, ces derniers ne

contribuent pas à aggraver la maladie. Au contraire, l’ajout de spiénocytes alloréactifs

aggrave la maladie et confirme le fait qu’ils sont à la base de l’induction de la GVHDc.

Cependant, cet effet sur le poids ne s’est pas traduit par une différence significative sur

le plan de la mortalité, même si une tendance en faveur du traitement est observée

(Figures 20 et 22). Cette différence pourrait être expliquée par le nombre de souris dans

les différents groupes (n =8) qui ne serait pas assez grand pour déceler, à ce stade, une

telle différence significative. Par conséquent, le nombre de souris dans les différents

groupes devrait être augmenté dans les expériences à venir. Par ailleurs, on a aussi

observé que les souris recevant un traitement précoce au jour 15 post greffe, donc à

priori, sont moins malades que celles ayant reçu un traitement au jour 55 post greffe,

n’étaient pas plus avantagées. Il est possible que le traitement appliqué, «cellules —PDT»

et «cellules +PDT», soit noyé par le désordre homéostasique causé par la maladie

fraîchement induite. En effet, on observe (Figure 21) que les souris sont dans une phase

(ascendante) de récupération, à la suite du régime de conditionnement (irradiation), au

moment où elles reçoivent les deux premières doses de cellules jours 15 et 22. À ce

stade, on devrait s’attendre à voir les souris ayant reçu un apport supplémentaire de

cellules alloréactives «cellules —PDT» perdre plus de poids que celles des groupes

«cellules +PDT» et «non traité». Tel n’est pas le cas. La perte de poids, post traitement,

survient lorsque la récupération post conditionnement atteint un plateau, généralement

entre les jours 25 et 30 post greffe (Figures 7, 19 et 21). La présence d’une grande

quantité d’auto-anticorps anti-ADNdb durant cette phase ascendante pourrait-elle

expliquer, en partie, l’atténuation de l’effet de traitement? En effet, on constate (f igure

10) que ce taux est à son maximum dans l’intervalle qui va du jour 21 (38 mg/mL) au

jour 30 (42 mg/mL). Ce maximum peut, chez certaines souris, atteindre un pic de 50

mg/mL d’anticorps anti-ADNdb. Cependant, une fois que ce taux d’anticorps anti

ADNdb baisse (à partir du jour 30 post greffe) et atteint une phase de plateau (à partir du

jour 40 post greffe), l’effet du traitement se fait ressentir. Cet effet est observable

particulièrement lorsque le traitement est appliqué à partir du jour 55 post greffe, où

l’apport supplémentaire de cellules alloréactives «cellules -PDT» accentue la perte de
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poids (de -5% à près de -15%) dans ce groupe de souris (f igure 19). La présence d’IL-4,

qui favorise la production d’auto-anticorps, l’augmentation d’IL-10, du TNf-a, et de

l’LNf-y qui stimule la prolifération des fibroblastes et la synthèse de collagène, pourrait

aussi expliquer le fait que l’action du traitement soit masqué lorsque les souris sont

traitées plus tôt. Ces résultats suggèrent que le fait d’appliquer le traitement 15 jours

après la greffe, au moment où les souris GVHDc subissent une déferlante de cytokines

et, par conséquent, un déséquilibre homéostasique majeur, ne constitue pas un avantage

important. Un traitement tardif, au jour 55 post greffe (figure 20), ne présente pas non

plus une différence significative (p=O.21S) en terme de survie entre le groupe «cellules

+PDT» et le groupe «cellules -PDT». Cependant, dans ce cas, une tendance plus

marquée en faveur du traitement est observée. La mortalité est en effet plus décalée dans

ce cas. En effet, elle survient 20 jours plus tard dans le groupe «cellules +PDT» en

comparaison du groupe «cellules -PDT». Traiter au jour 55 post greffe, quand l’équilibre

homéostasique semble être installé, pourrait être plus avantageux que de le faire au jour

15 post greffe.

4.3.2. L’injection des spiénocytes traités à la PDT améliore le devenir

clinique des souris GVHDc: Effet sur les auto-anticorps

L’effet bénéfique de la PDT sur le devenir clinique des souris atteintes de

GVHDc, s’est aussi traduit par une tendance à la baisse du taux d’anticorps anti-ADNdb.

Les anticorps anti-ADNdb, au cours de la GVHDc, présentent une cinétique de

production particulière. Après des pics de production aux alentours du jour 30, il y a une

baisse de production suivie d’une phase de plateau. Nous avons choisi d’exploiter cette

cinétique, présentant une phase de plateau, pour évaluer l’effet du traitement que nous

appliquons aux souris. Autrement dit, si l’injection de splénocytes alloréactifs non traités

à la PDT accentue la maladie, le taux d’anticorps anti-ADNdb dans cette phase se verra

augmenter. À l’inverse, si l’injection de splénocytes alloréactifs traités à la PDT aboutit

à une amélioration de l’état clinique des souris malades, alors l’on devrait s’attendre à

voir le taux d’anticorps anti-ADNdb diminuer. Bien que la signification clinique de la
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présence de ces auto-anticorps ne soit pas encore bien comprise, il y a des évidences

entre leur présence et le développement d’une GVHDc.240241 Ainsi, comme nous avons

pu le constater (Figure 23), les souris injectées avec des spiénocytes traités à la PDT

avaient un profil moyen du taux d’anticorps anti-ADNdb à la baisse. Ceci pourrait

s’expliquer par le fait que le greffon ayant servi à injecter ces souris était dépourvu de

cellules B éliminées par la PDT. De plus, le fait que ce greffon ne contenait plus une

grande population de spiénocytes alloréactifs a diminué la capacité d’interaction entre

les cellules T et les lymphocytes B. En effet, les cellules T helper du donneur exprimant

les récepteurs spécifiques pour les antigènes du receveur apportent leur aide aux cellules

B quiescentes du receveur, stimulant ainsi la production d’auto-anticorps.242’243 Bien que

le rôle pathologique des auto-anticorps ne soit pas clairement défini dans la pathologie

de la GVHD chronique, il n’en demeure pas moins que leur diminution était associée à

une survie améliorée dans le groupe traité à la PDT. À l’inverse, un taux d’anticorps

accru était associé à une survie altérée dans le groupe non traité et dans le groupe traité

avec les cellules —PDT. Il serait intéressant d’évaluer la corrélation entre ces deux

paramètres dans les études à venir.

4.3.3. Mécanismes immunobiologiques de la thérapie photodynamique

Comme il a été mentionné plus haut, l’effet physicochimique de la PDT est fondé

non seulement sur la génération des radicaux libres et des singulets d’oxygènes, mais

aussi sur la rétention préférentielle et sélective de l’agent photosensible dans les cellules

anormales ou hyper prolifératives. Dans le cadre de notre étude, l’injection de cellules

alloréactives traitées à la PDT provenant des souris ayant la GVHDc à d’autres souris

souffrant de cette pathologie a démontré un effet bénéfique chez ces dernières. Il

apparaft que l’effet physicochimique ne saurait expliquer, à lui tout seul, les

changements observés tant sur le plan clinique que biologique. Dans le cas de la

GVHDc, la PDT pourrait exercer son action par divers mécanismes biologiques et

immunologiques. En effet, il a été suggéré que l’effet immuno-modulatoire de la PDT

résulterait, entre autres, d’une induction de l’apoptose des cellules T et d’une hypo
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régulation de l’alloréactivité induisant une tolérance immunologique due à des

mécanismes tels l’anergie, l’ignorance, la délétion et la suppression.244 Une réponse

vaccinale de type T pourrait être impliquée ainsi que la mise en place d’une réponse

immune régulatrice et la stimulation de la sécrétion de certaines cytokines. Il est aussi à

noter que l’impact de certains paramètres sur la réponse clinique tels la composition de

la suspension cellulaire, la bio distribution (durée de vie, circulation, élimination) des

cellules après réinjection n’est pas clairement défini. Discutons, plus en détails, des

mécanismes qui pourraient expliquer les effets observés.

4.3.4. Mécanismes immunobiologiques de la thérapie

photodynamique: importance de l’apoptose

L’efficacité de la photophérèse extracorporelle dans le traitement de la GVHD

résulterait de l’induction de Ï’apoptose des cellules T activées et potentiellement d’autres

cellules immunes.245 Ces cellules T apoptotiques seraient par la suite phagocytées par les

macrophages, ce qui aurait pour conséquence de faciliter la génération d’une réponse

immune anti-T. Une telle action pourrait être impliquée dans le mécanisme d’action de

la PDT. En effet, il a été démontré que la PDT associée au TH9402 induisait une mort

cellulaire par apoptose. La conséquence directe d’une telle action est l’élimination

physique des cellules alloréactives du greffon. De ce fait, la baisse du nombre de cellules

alloréactives du greffon, induite par la PDT, serait donc un moyen de contrôler la

GVHDc. Le fait que cette élimination de cellules alloréactives se fasse par apoptose,

constituerait un avantage pour la génération d’une réponse immune robuste.246 En effet,

une cellule apoptotique est moins endommagée qu’une cellules nécrotique, ce qui rend

la présentation des récepteurs cellulaires T (TCR) par les cellules dendritiques plus

efficace. Le rôle de l’apoptose est d’autant plus important que, plusieurs études

suggèrent qu’elle joue un rôle dans le mécanisme d’action de la PDT que ce soit dans les

lymphomes T cutanés ou la GVHD.145’246 Cependant, il est à noter qu’au cours de nos

études, nous avons constaté que la PDT associée au TH9402 induisait une mort

cellulaire majoritairement due par nécrose. En effet, dans le cas de cellules provenant
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des souris GVHDc, la mort cellulaire induite chez les cellules NK était par voie de

nécrose (près de 60%). Cette tendance a aussi été observée chez les lymphocytes B

(90%). Pour le cas des cellules T CD4+CD25+ (Figure 14), nous avons constaté qu’une

proportion de 60% est AnnV+/7AAD+, alors que moins de 5% de cellules mortes sont

éliminées directement par apoptose (AnnV+/7AAD-) et sensiblement 10% directement

par nécrose (AnnV-/7AAD+). Ce profil d’élimination est le même dans le cas des

cellules T CD8+CD25+ (Figure 15). Notons que les cellules AnnV+/7AAD+ sont soit

dans une phase avancée d’apoptose, soit déjà mortes. L’approche méthodologique que

nous avons utilisée ne distingue donc pas, en soi, entre les cellules dont le processus de

mort implique l’apoptose et celles qui sont mortes par voie nécrotique parce que dans

l’un ou l’autre des cas, les cellules mortes se teinteront tant avec l’AnnV qu’avec le 7-

AAD.24725° Cette induction préférentielle de la nécrose dans les cellules NK et B par le

TH9402 qui se localise presque exclusivement, dans les mitochondries est inhabituelle.

En effet, les agents photosensibles se localisant dans les mitochondries comme le

TH9402 sont réputés induire la mort cellulaire par apoptose.225’226’251 Il est donc fort

probable que les conditions de traitement utilisées (lOjiM TH9402, 40 minutes

d’incubation, 50 minutes d’extrusion, exposition à la lumière 5 J/cm2) soient très

intenses pour les cellules provenant des souris atteintes de GVHDc. Comme il n’est pas

possible de savoir, en se référant aux conditions expérimentales utilisées, si les cellules

T sont mortes par apoptose ou pas, il nous est difficile d’évaluer leur influence sur la

qualité de la réponse immune engendrée in vivo. Toutefois, il est à noter que ces mêmes

conditions ont induit une mort cellulaire par apoptose des cellules T et B lors des études

impliquant des lignées cellulaires dans notre laboratoire. L’apoptose, comme mode

d’action de la PDT, est donc à considérer car ce phénomène permet non seulement une

élimination des cellules alloréactives du greffon (au même titre que la nécrose) mais

aurait aussi un avantage considérable dans l’induction d’une réponse immune robuste.
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43.5. La réponse vaccinale T comme mécanisme immunobiologique

de la thérapie photodynamique?

Dans plusieurs modèles de maladies auto-immunes, les cellules régulatrices

responsables de la résistance à l’auto-immunité sont les cellules T anti-idiotype.252’253

Ces cellules reconnaissent les épitopes du récepteur des cellules T (TCR). La réponse

immune qui en résulte fait référence au concept de la vaccination T décrit par Irun

R. Cohen.254’255 Ce système régulateur dépend de facteurs différents comme la présence

de clones de lymphocytes T dont l’activité est dirigée contre les lymphocytes T

autoréactifs. Le concept de vaccination de cellules T est aussi valable pour tous les

lymphocytes T activés incluant les cellules T alloréactives. De telles réactions “d’anti-

auto-immunité” peuvent être initiées in vitro et in vivo par la manipulation de

lymphocytes autoréactifs et/ou alloréactifs par photophérèse extracorporelle ou par

thérapie photodynamique. En effet, les expérimentations animales consistant à traiter les

lymphocytes T pathogènes à l’aide du 8-MOP avec des UVA suggèrent que la

photophérèse extracorporelle induit une réaction immunitaire de type «vaccine like»

dirigée contre les cellules pathogènes.256’257 Cette hypothèse du développement d’une

réponse immunitaire vis-à-vis des clones T pathogènes au cours de la photophérèse

extracorporelle pourrait être initiée au cours de la PDT et se présenter comme suit: les

clones T alloréactifs responsables de la GVHDc, traités par la PDT en association avec

le TH9402 sont phagocytés par des cellules dendritiques qui, en présence d’un signal de

danger, arrivent à maturité et migrent vers les organes lymphoïdes. Les cellules

dendritiques vont digérer les clones T pathogènes et présenter, par l’intermédiaire des

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité, des antigènes modifiés par la PDT

à des lymphocytes T régulateurs. Ces lymphocytes reconnaissent par leur récepteur

spécifique de l’antigène (TCR) ces antigènes modifiés et s’activent en présence de

molécules de costimulation exprimées par les cellules dendritiques. Il s’ensuit une

prolifération de lymphocytes T régulateurs activés. Ces Tregs vont se différencier en

effecteurs et patrouiller l’organisme à la recherche des clones pathogènes non traités par

la PDT pour inhiber leur fonction, leur prolifération ou encore pour les détruire. Comme

il n’est pas possible, dans le cadre de notre étude, de savoir quels sont spécifiquement les
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antigènes impliqués, il ne nous est pas possible de mettre en évidence cette réponse

vaccinale. Toutefois, des indications récentes suggèrent que, dans le modèle que nous

avons utilisé (Bl0.D2- Balb/c), les clones de cellules T exprimant le récepteur de

cellules T Vf32 et V f33, montrent une activation oligoclonale.204 Cela voudrait dire que

ces clones reconnaissent un nombre restreint d’antigènes mineurs et seraient les plus

impliqués dans la pathologie de la GVHDc dans ce modèle. En tirant donc avantage de

l’expansion oligoclonale de ces deux clones, l’on pourrait identifier les antigènes

mineurs qu’ils reconnaissent et ainsi mettre en évidence la présence d’anticorps anti

idiotypique générées à la suite de l’injection de ces clones traités à la PDT à des souris

GVHDc. Cet effet anti-idiotypique, déjà démontré dans le cas de traitement par

photophérèse extracorporelle associé au 8-MOP de lymphome cutané,258 pourrait donc

constituer un des modes d’action de la PDT dans le traitement de la GVHDc.

4.3.6. La réponse vaccinale T comme mécanisme immunobiologïque

de la PDT: importance de la dose d’injection

Dans le cadre de note étude, nous avons injecté à des souris GVHDc à trois

reprises, 25 x 106 splénocytes alloréactifs traités ou non traités à la PDT, pour un total de

75 x 10 splénocytes. De ce fait, il est donc fort probable que les lymphocytes T,

spécifiques de certains antigènes mineurs, aient initié une réponse immune de type

«vaccine like ». La qualité de la réponse serait tributaire du nombre de cellules

injectées. En effet, il a été démontré que l’injection de quantités sous pathogéniques ou

atténuées de cellules T autoréactives prévient l’auto-immunité induite par de telles

cellules.254’259261 En injectant un total de 75 x 106 splénocytes non traités à la PDT, nous

avons plutôt aggravé la GVHDc telle qu’on a observée par une perte de poids accélérée

et une mortalité plus accentuée (Figures 19, 20 et 21). Cela voudrait donc dire que cette

quantité totale de 75 x 106 splénocytes alloréactifs non traités à la PDT n’a pas induit

une réponse vaccinale. Des quantités plus modestes de cellules alloréactives non traitées

à la PDT auraient-elles pu produire un effet vaccinal? Une telle issue est probable. En

effet, les études de Josée A.M. Borghans et al. suggèrent que pour protéger des animaux
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contre l’auto-immunité en injectant des cellules T autoréactives normales sans inciter la

maladie, on devrait atteindre l’état vaccinal en donnant une faible dose de cellules

autoréactives. Par contre, une trop petite dose de cellules autoréactives échoue à amorcer

les boucles de réactions. En donnant une dose des cellules autoréactives qui est petite,

mais suffisante, les auteurs ont observé que la réaction s’approchait de l’état vaccinal

tandis qu’aucune maladie autoimmune n’était initiée.262 Ceci pouvant s’expliquer par le

fait que la prolifération de cellules autoréactives est si lente que les cellules régulatrices

peuvent se maintenir à leur niveau et contrôler les cellules autoréactives du début. Ceci

est aussi valable pour les cellules alloréactives. Au cours d’une de nos expériences

(résultat non présenté), nous avons constaté que trois injections de 15 x 106 splénocytes

non traités à la PDT, pour un total de 45 x 106 spiénocytes non traités, n’ont pas entraîné

une chute de poids chez les souris GVHDc. Le poids moyen de ces souris a montré un

gain transitoire avant de se stabiliser. Cette observation était la même chez les souris

ayant reçu le même nombre de cellules totales traitées à la PDT. Dès lors, l’on pourrait

logiquement penser qu’il serait plus facile d’injecter de petites quantités de cellules

alloréactives non traitées à la PDT. Toutefois, cette approche souffre d’une insuffisance

étant donné que l’effet observé est transitoire. Ce qui voudrait dire que pour le

maintenir, il faudrait injecter continuellement plusieurs doses de petites quantités de

cellules non traités à la PDT. Le risque d’une telle approche serait l’accumulation de ces

cellules alloréactives avec pour conséquence l’aggravation de la GVHDc. L’injection de

cellules traitées (atténuées) à la PDT semble donc être plus avantageuse. Puisque la PDT

élimine une forte proportion de cellules alloréactives, le risque d’aggraver la GVHDc en

injectant des doses répétitives de cellules traitées à la PDT est faible. Dans la littérature,

il ressort que la vaccination T a aussi été réalisée avec de grandes doses de cellules

autoréactives atténuées.259’261 Parce que l’atténuation bloque la division de cellules,

l’effet ultime d’une injection de cellules autoréactives atténuées est une stimulation des

cellules régulatrices. Cela mènera évidemment à la protection contre la maladie c’est

une façon de stimuler la boucle de réactions régulatrice sans stimuler la boucle de

réactions positive causant la maladie.
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4.3.7. Mécanisme immunobiologique de la thérapie photodynamique:

impact des lymphocytes T régulateurs

La population de lymphocytes T CD4+CD25+, caractérisée par une expression

constitutive de la chaîne a du récepteur de l’interleukine-2 (CD25) (soit 7-10 % des

lymphocytes T CD4+) joue un rôle important dans la régulation de nombreuses maladies

auto-immunes. Ces lymphocytes semblent agir par inhibition de l’activation des cellules

T CD4+ et T CD8+. Fait intéressant, les lymphocytes T régulateurs ont un potentiel

thérapeutique dans le traitement de la maladie du greffon contre l’hôte. En effet,

l’infusion de ces cellules Tregs CD4+CD25+ est réputé inhiber la GVHD tout en

préservant l’effet contre les cellules cancéreuses (effet GVL).’63”64 L’importance de ces

lymphocytes Tregs étant démontré dans le contrôle de plusieurs pathologies, il était

important, pour nous, de savoir si la PDT les éliminait ou pas. Les résultats obtenus

suggèrent que cette souspopulation est préservée par la PDT. Dès lors, comment la PDT

pourrait-elle tirer avantage de la présence de ces Tregs qui sont déjà présents chez les

souris malades ? Le fait que la PDT épargne les Tregs constitue à coup sûr un avantage.

En effet, ces cellules sont impliquées dans l’initiation d’une réponse de type vaccinale

en reconnaissant les épitopes du TCR. Dans le cas de la prévention d’une maladie

autoimmune, Josée A.M. Borghans suggère que, si le nombre de cellules régulatrices

stimulées par les cellules autoréactives atténuées est élevé quand des cellules auto-

immunes viables sont introduites, ces dernières vont proliférer moins vigoureusement et

s’approcher de l’état vaccinal sans atteindre les hauts nombres exigés pour l’auto-

immunité.262 En projetant cette hypothèse à notre approche de traitement de la GVHDc

par PDT, cela pourrait expliquer le mode d’action des Tregs et le pourquoi de

l’importance de la préservation de ces Tregs par la PDT. En effet, ces cellules sont

présentes dans les souris atteintes de GVHDc, pourtant elles n’arrivent pas à contrôler la

GVHDc. Cette situation peut être due au fait que le nombre de cellules alloréactives est

plus élevé que les cellules Tregs. De ce fait, elles sont incapables, à elles toutes seules,

de limiter leur prolifération. Par contre, lorsque ces mêmes cellules alloréactives sont

atténuées par la PDT et injectées aux souris, les cellules Tregs préservées par la PDT,
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peuvent alors initier une réponse vaccinale anti-idiotypique. Bien que les mécanismes

par lesquels les lymphocytes Tregs contrôlent l’émergence de maladies autoimmunes

soient très mal connus, des expériences réalisées in vivo montrent que ces cellules

pourraient bloquer l’activation des lymphocytes T autoréactifs et inhiber ainsi leur

prolifération et/ou leur différenciation en cellules effectrices pathogènes.263’264 Cette

inhibition de l’activation et/ou de la prolifération peut se faire par contact direct avec les

cellules alloréactives ou par le biais des APCs.265’266 Par conséquent, la préservation des

lymphocytes Tregs post PDT serait un mode d’action par lequel, la PDT exerce son

action dans le traitement de la GVHDc.

4.4. Le traitement de la GVHDc par injection de

splénocytes traités à la POT améliore-t-il la

reconstitution immunologique?

Au cours de notre étude, nous avons utilisé le modèle de souris B10.D2-Balb/c.

Les souris donneuses (B10.D2) et receveuses (Balb/c) présentent des différences sur le

plan des antigènes mineurs d’histocompatibilité (miHA). Les souris Balb/c expriment

aussi le stimulateur mineur de lymphocyte-3 (Mls)-3, un super antigène rétroviral

endogène (VSAg) qui est codé par le virus de tumeur mammaire 6 (VSAg-6) de souris et

reconnu par la chaîne variable VF33 du TCR. L’expression du VSAg-6 pendant le

développement néonatal cause la délétion des cellules T Vf33 positives dans les souris

Balb/c. Au contraire, les souris B10.D2 n’expriment pas le VSAg-6 et ont par

conséquent des cellules T Vf33 qui sont capables de reconnaître ce VSAg in vivo.204

Comme nous l’avons mentionné plus haut, les clones Vf32 et V33 présentent une

expansion oligoclonale dans le modèle murin de GVHDc que nous avons utilisé.

L’évaluation de la reconstitution immunologique chez les souris traitées à la PDT

(Figure 24), nous montre un profil hétéroclite. Nous avons observé un profil oligoclonal

pour le segment V33, ce qui ne suggère, à priori, aucune amélioration pour ce segment

chez la souris traitée à la PDT. Toutefois, le segment Vf32 montre un profil polyclonal
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même s’il n’est pas gaussien. Rappelons une fois de plus que ce segment est réputé avoir

un profil oligoclonal.204 L’apparition d’un profil polyclonal suggère donc une

amélioration de la reconstitution immunologique, du moins, pour ce qui est de ce clone.

En l’état actuel des résultats obtenus, il ne nous est pas possible d’affirmer que la

reconstitution immunologique est meilleure chez les souris traitées à la PDT que chez

celles non traitées. Pour ce faire, une analyse complète de tout le répertoire tant chez les

souris traitées que non traitées à la PDT, nous aiderait à tirer une conclusion précise.

Nous avons aussi observé que les clones VF38.1, V8.2 et Vf38.3 ont un profil polyclonal

au même titre que celui des souris non atteintes de GVHDc. Cette observation laisse

sous entendre que ces segments ne sont pas impliqués dans l’induction de la GVHD

chronique ou qu’il y a une reconstitution adéquate de ces derniers après le traitement au

cas ou ces segments seraient impliqués dans l’induction de la GVHDc. En observant la

Figure 25, on constate que le pourcentage de ces clones est quasi identique tant chez les

souris normales (32.51%) que chez les souris atteintes de GVHDc (28%). Ce fait tend à

démontrer que ces clones ne sont pas impliqués dans la pathologie de la GVHDc en

référence au modèle utilisé. En effet, il est suggéré que ces clones reconnaissent plutôt

des antigènes d’histocompatibilité mineurs exprimés de façon ubiquitaire tant chez les

souris normales que chez les souris atteintes de GVHDc.267 Par conséquent, le profil

gaussien observé n’est pas le résultat d’une amélioration due au traitement à la PDT.

Toutefois, le fait que ce profil normal n’ait pas été altéré par le traitement suggère que la

PDT associée au TH9402 n’est pas néfaste pour la diversité du répertoire

immunologique. Des études plus poussées du répertoire VJ3 devraient permettre de

clarifier le rôle de la PDT sur la reconstitution immunitaire.
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Conclusions et Perspectives

La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) demeure la principale complication

après les greffes allogéniques de cellules souches hématopoïétiques. L’incidence de cette

pathologie, notamment dans sa forme chronique, ne cesse de s’accroître du fait de l’âge

du receveur et du donneur, du haut degré d’incompatibilité sur le plan des antigènes

HLA, du recours à un donneur non apparenté ou non, un historique d’infection au

cytomégalovirus ainsi que de l’utilisation d’un donneur de sexe féminin.

Malheureusement, il n’existe pas un agent pharmacologique spécifique pour le

traitement de cette pathologie. Les approches classiques utilisées sont associées à de

nombreux effets secondaires.

Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes proposés d’évaluer l’efficacité

d’une nouvelle approche thérapeutique de la forme chronique de la GVHD la thérapie

photodynamique (PDT) associée à l’agent photosensibilisateur 4,5 -dibromorhodamine

methyl ester (TH9402).

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps reproduit la GVHDc dans un

modèle murin largement utilisé dans littérature. Les résultats obtenus nous ont permis de

constater que la pathologie induite chez ces souris était semblable à celle observée chez

l’homme; faisant du modèle de souris (BlO.D2-Balb/c) un excellent support pour

l’évaluation de l’efficacité de notre traitement.

Les travaux réalisés nous ont permis de montrer que la PDT associée au TH9402,

éliminait les lymphocytes T alloréactifs responsable de la GVHDc. Cette élimination

était cependant spécifique puisque que la PDT/TH9402 épargnait les lymphocytes T non

activés responsables de monter une réponse immune contre les cellules cancéreuses et

les virus. Fait intéressant, la PDT éliminait en grande partie les cellules B. Étant donné

que ces cellules peuvent jouer le rôle de cellules présentatrices d’antigènes et avoir un

impact important dans la médiation de la GVHD, l’élimination d’un apport

supplémentaire de ces cellules lors du traitement ne pouvait être que bénéfique même si

un risque d’immunodéficience était présent. Nous avons aussi observé que la PDT avait

une activité intermédiaire sur les cellules tueuses naturelles (NK). La préservation de ces
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cellules est importante car les NK ont une activité anti-virale et anti-tumorale. Les

résultats obtenus suggéraient aussi que la PDT préservait la population des lymphocytes

T régulateurs (CD4±CD25+). Dans les études avenir, il serait intéressant d’évaluer

directement l’effet de la PDT sur une population pure de cellules CD4+CD25±. De plus,

l’effet de la PDT sur les cellules dendritiques devrait aussi être évalué étant donné que

ces cellules jouent un rôle important dans l’initiation d’une réponse immune.

En injectant les souris atteintes de GVHDc avec les splénocytes alloréactifs non

traités à la PDT, nous avons observé une aggravation de l’état de ces dernières. Au

contraire, lorsque ces souris étaient injectées avec des splénocytes traités à la PDT, on

observait une stabilisation du poids accompagnée d’une baisse du taux d’anticorps anti

ADNdb. Tous ces effets on eu pour conséquence une amélioration de la survie des souris

atteintes de la GVHDc et injectées avec des splénocytes traités à la PDT. Les études à

venir devraient nous permettre d’évaluer l’impact du nombre de spiénocytes injectés sur

la qualité du traitement. L’effet de la fréquence d’injection serait aussi un paramètre

important à évaluer. Par ailleurs, une comparaison histologique entre les souris traitées à

la PDT et celles non traitées devrait être réalisée afin d’établir un score histologique

entre ces différents groupes de souris. Aussi, nous avons globalement observé une

tendance vers un effet positif de la PDT sur le devenir clinique des souris. Toutefois, la

différence entre nos différents groupes (en terme de survie) n’étant pas significative, il

serait judicieux dans les expériences à venir d’utiliser un plus grand nombre de souris.

En conclusion, au vu et au su des résultats obtenus, il ressort que l’injection

additionnelle de cellules exposées à un traitement photodynamique associé au TH9402

sans enlever de cellules du receveur pourrait avoir une activité anti-GVHD et

potentiellement améliorer le devenir clinique des sujets présentant une GVHD

chronique.
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