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Résumé

La maladie du greffon contre I'héte aigie (GVHa) est une complication majeure de
I'allogreffe de cellules hématopoiétiques (alloCH) associée a une mortalité et une
morbidité importantes. Les lipopolysaccharides (LPS) sont des signaux de danger
impliqués dans I'activation des cellules présentatrices de I'antigéne (CPA), la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires et I'entretien des Iésions épithéliales intestinales.
Dans ce contexte, rompre la cascade inflammatoire initiée par les LPS semble étre
une approche originale pour prévenir le développement de la GVHa. Ainsi, notre
groupe se propose d’évaluer I'impact du Reverse LPS Transport (RLT) dans la
physiopathologie de la GVH. Le RLT est une voie analogue au transport inverse du
cholestérol qui correspond au transfert de molécules lipophiles vers les lipoprotéines
de haute densité (HDL) pour leur élimination biliaire.

En utilisant des modéles expérimentaux de GVHa, nous avons confirmé I'exposition

aux LPS des souris receveuses par une technique basée sur la spectrométrie de

masse. Nous avons ensuite exploré I'impact du RLT en modulant plusieurs effecteurs
ou régulateurs potentiels. Nos principaux résultats montrent que :

i) En absence totale de HDL (c.-a-d. des souris ApoA1im'Ync knock-out), la mortalité
et la sévérité de la GVHa sont augmentées chez les souris receveuses. Cette
aggravation est associée a une accélération de la maturation des APC et une
élévation des réponses lymphocytaires de type 1 dans la rate et le foie.

i) La concentration de HDL est effondrée dans le plasma des souris allogreffées, mais
elle peut étre corrigée par 'administration répétée de HDL isolées a partir de plasma
humain. La restauration du taux de HDL circulantes permet d’améliorer
significativement la survie et le score clinique des souris transplantées. De plus,
'administration de HDL réduit la concentration de LPS plasmatique et biliaire, la
capacité des splénocytes a activer des lymphocytes T allogéniques et la production
de cytokines pro-inflammatoires par les APC hépatiques.

L’ensemble de ces données suggeére que I'administration de HDL pourrait étre une

stratégie prophylactique pour prévenir la GVHa.

Mots-clés : allogreffe de cellules hématopoiétiques, maladie du greffon contre I'héte

aigue, lipopolysaccharides, lipoprotéines de haute densité, transport inverse



Abstract

Acute Graft-versus-Host Disease (aGVHD) remains an important cause of mortality
and morbidity after allogeneic hematopoietic cell transplantation (AHCT).
Lipopolysaccharides (LPS) are described as critical triggers of antigen-presenting cell
(APC) priming, cytokine release and intestinal mucosal damage sustainment. We
hypothesize that modulating the reverse LPS transport (RLT) is a potential approach
to mitigate aGVHD through the disruption of the inflammatory cascade initiated by LPS
signaling. The RLT is a counterpart of reverse cholesterol transport in which lipophilic

substances are integrated into high-density lipoproteins (HDL) for liver clearance.

Using validated AHCT mouse models, we have confirmed the systemic LPS exposure
by an innovative technique based on high performance liquid chromatography coupled
to mass spectrometry and investigated the role of RLT by modulating several effectors

or potential regulators. Our major findings show that:

i) In the complete absence of circulating HDL (i.e. in ApoA1imUnc knock-out mice),
recipient mice experienced a more severe GVHD associated with an increased APC

maturation and type 1 T cell responses in the spleen and the liver.

i) The level of circulating HDL is collapsed in GVHD mice but could be corrected by
repeated intravenous infusion of HDL isolated from human plasma. The restoration
of HDL pool leads to an increased survival and a decreased GVHD severity.
Furthermore, HDL infusion reduces the concentration of circulating and biliary LPS,
the capacity of splenocytes to sustain alloreactive responses and the production of
pro-inflammatory cytokines by liver APC (namely, Kipffer cells and non-resident

macrophages).

Taken together, these results suggest that HDL infusion may be a potential

prophylactic approach for aGVHD.

Keywords: hematopoietic cell transplantation, acute graft-versus-host disease,
lipopolysaccharides, lipid metabolism, high-density lipoproteins, reverse transport
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Introduction

. L’allogreffe de cellules hématopoiétiques

1. Principe

L’allogreffe de cellules hématopoiétiques (alloCH) est une approche thérapeutique
puissante qui vise a supprimer le systeme hématopoiétique d’'un patient atteint
d’hémopathie maligne et a le remplacer par un systéme complet reconstitué a partir
de cellules souches hématopoiétiques (CSH) d’'un donneur sain. Le principe
thérapeutique anti-leucémique de l'alloCH repose sur le concept d’alloréactivité
permettant [I'élimination des cellules cancéreuses résiduelles par les cellules
immunocompétentes du donneur. On parle alors d’effet « graft versus leukemia »
(GVL) ou « graft versus tumor ». L’alloCH est toujours précédée par un traitement qui
vise a assurer la prise de greffe. Cette procédure est appelée conditionnement et
combine une ou plusieurs molécules de chimiothérapie et/ou de la radiothérapie.

Le perfectionnement des pratiques cliniques ainsi que l'apport de la recherche
fondamentale ont permis d’étendre les indications et I'accés a l'alloCH (donneurs
alternatifs, prévention et traitement des complications immunologiques...). Ainsi, le
nombre de transplantations n’a cessé d’augmenter depuis les années 1980 et atteint
en 2017 plus de 18 000 allogreffes annuelles dans les centres européens (Figure A)

(1) dont un peu moins de 2000 dans les centres francgais (2).

25000 +
- Autologous = Allogeneic

20000

15000

HSCT

10000

5000

0
90 92 94 96 98 00 02 04 06 08 10 12 14
Year

Figure A — Le nombre annuel d’alloCH réalisées est en constante augmentation en Europe.
Source : Passweg et al., 2017 (3)
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Introduction

2. Indications

Les principales applications de l'alloCH concernent les hémopathies malignes a fort
risque de rechute. D’aprés I'étude du registre de I'European society for Blood and
Marrow Transplantation (1), I'indication majeure reste la leucémie aigué myéloide
(38,9% des alloCH européennes en 2017), suivie par les syndromes myéloprolifératifs
(16,1%) et la leucémie aigué lymphoblastique (15,6%). Dans de plus rares cas,
lalloCH peut étre indiquée dans les lymphomes (10%), les leucémies chroniques
(3,3%), les insuffisances médullaires (4,7%) ou les hémoglobinopathies (3,7%)
(Figure B).

Figure B — Les principales indications de
'alloCH en Europe en 2017 étaient les
leucémies aigués myéloides (LAM), les
syndromes myéloprolifératifs (SMP) et les

LAM leucémies aigués lymphoblastiques (LAL). Les
LH 2.6% 7 38,9% lymphomes de Hodgkin (LH), les lymphomes
LLC 1,3% non-hodgkiniens  (LNH), les leucémies
myéloides chroniques (LMC) et les leucémies
lymphoides chroniques (LLC) représentent
des indications plus rares. Adapté de : Rapport
d’activité de I'European society for Blood and
LMC 2% Marrow Transplantation — Passweg et al.,
2019 (1)

3. Procédure

a. Sources de cellules hématopoiétiques
Les cellules hématopoiétiques greffées sont issues d’'un donneur sain et peuvent
provenir de trois sources :
e la moelle osseuse (24,2% des alloCH en France en 2017 (2))
e les cellules souches périphériques mobilisées par du Granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) (71,8%)

e le sang placentaire ou « sang de cordon » (4%)
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Le type de greffon est choisi en fonction de plusieurs paramétres : la faisabilité du
prélevement chez le donneur, le statut de la maladie du receveur, leurs poids, le type

de conditionnement...

Le donneur est quant a lui choisi pour son histocompatibilité avec le receveur, c’est a
dire 'homologie de son complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Une identité pour
les deux alléles des génes HLA (Human Leucocyte Antigen) de classe | (HLA-A, HLA-
B et HLA-C) et de classe Il (HLA-DR, HLA-DQ - identité de 10/10 — et éventuellement
HLA-DP - identité de 12/12) vise a restreindre la réaction allogénique a la
reconnaissance des autres molécules HLA non compatibles (4) et des antigénes
mineurs d’histocompatibilité (miHA) (5). Les miHA sont des peptides présentés par les
molécules du CMH et codés par des génes pour lesquels il existe un polymorphisme

allélique.

Les donneurs sont recherchés dans la famille du patient en premier lieu. Au sein d’'une
fratrie, deux membres ont 25% de chance d’avoir regu les mémes alléles transmis « en
bloc » par leurs parents. On parle alors de greffe géno-identique (compatibilité de
12/12). Si un tel donneur n’est pas disponible, un donneur non-apparenté phéno-
identique (compatibilité de 10/10) sera recherché dans le registre mondial des
donneurs volontaires (World Marrow Donor Association). Dans certains cas, une
moindre compatibilité peut étre acceptée : le donneur et le receveur présentent une ou
plusieurs différences (on parle de disparité ou « mismatch ») de leurs alleles HLA. On
distingue les donneurs haplo-identiques et les donneurs dits mismatch. Les donneurs
haplo-identiques possédent un seul haplotype HLA en commun avec le receveur (en
général, il s’agit d'un ascendant ou descendant de celui-ci). Les donneurs dits
mismatch sont le plus souvent non-apparentés et présentent une compatibilité de 9/10.
D’autres critéres sont également pris en compte pour une sélection optimale tels que
'age, le sexe, le groupe sanguin ABO, le statut sérologique cytomegalovirus (CMV),

le poids et les comorbidités du donneur.
Ainsi en France, en 2017, les greffes apparentées HLA-identiques représentaient

27,4% des alloCH, les greffes non apparentées 52,4% (dont 3,9% de sang placentaire)

et les greffes apparentées avec disparité HLA 19,8% (2).
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b. Conditionnement du receveur
L’injection des cellules hématopoiétiques du donneur est précédée d’'une étape de
conditionnement par chimio- et/ou radiothérapie. L’objectif est d’induire une
immunosuppression chez le receveur pour prévenir le rejet du greffon et de libérer tout

ou partie de la niche hématopoiétique afin de favoriser la prise de greffe.

Les protocoles de conditionnement sont nombreux et adaptés au receveur et a sa
pathologie. Historiqguement, les conditionnements étaient tous myéloablatifs et
reposaient sur de fortes doses de chimiothérapie (agents alkylants tels que
cyclophosphamide et/ou busulfan) accompagnées éventuellement d’une irradiation
corporelle totale (ICT). Toutefois, ce type de protocole induit une forte toxicité sur les
organes sains, limitant son utilisation aux receveurs les plus jeunes. Les
conditionnements a intensité réduite et les conditionnements non-myéloablatifs ont été
développés au cours des vingt dernieres années pour étendre les indications
d’allogreffe, notamment aux receveurs plus agés. Ces protocoles reposent sur
I'utilisation de plus faibles doses d’agents alkylants en association avec des drogues
immunosuppressives (par exemple les analogues de purine comme la fludarabine), du

sérum anti-lymphocytaire et/ou de plus faibles doses d’ICT (6).

c. Prise de greffe et chimérisme
Trés précocement apres la greffe, les CSH rejoignent le compartiment médullaire,
mais leur activité d’hématopoiése et le retour a un nombre physiologique de cellules
circulantes sont des processus plus lents. La cinétique de repopulation est différente
selon les types cellulaires. Elle est de I'ordre de quelques semaines apres greffe pour
les cellules de I'immunité innée (monocytes, polynucléaires neutrophiles, cellules
Natural Killer [NK]) mais peut prendre plusieurs mois a plusieurs années pour les
cellules de 'immunité adaptative (lymphocytes B, lymphocytes T CD4*, lymphocytes
T CD8"). Le répertoire T peut étre reconstitué a partir de deux sources : (/) 'expansion
périphérique de lymphocytes T (LT) naifs et mémoires contenus dans le greffon et (ii)
la génération de novo a partir de progéniteurs hématopoiétiques du donneur. La
production de nouveaux LT naifs est plus longue car les précurseurs doivent passer

les étapes d’ontogénie et d’éducation dans le thymus allogénique (7).
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Cette repopulation du compartiment hématopoiétique conduit a un chimérisme post-
greffe, c’est-a-dire a la coexistence chez un méme individu de lignées cellulaires
d’origines génétiques différentes. Si les cellules du donneur représentent au moins
95% des cellules sanguines ou médullaires analysées, on parle de chimérisme total
ou complet, en deca, il s’agit d’'un chimérisme mixte ou partiel. L'analyse du
chimérisme aprées greffe est un outil important pour évaluer la prise de greffe et le

risque de rechute du patient, et ainsi orienter les décisions thérapeutiques (8).

4. Complications de I'allogreffe

L’alloCH est un traitement puissant associé a des effets indésirables graves tels que
i) la rechute de la maladie primaire liée a un effet GVL insuffisant, ii) les infections
favorisées par un défaut de reconstitution immunitaire, i) la toxicité directe du
conditionnement et des traitements immunosuppresseurs sur les organes ou iv) les
conflits immunologiques entre les cellules immunocompétentes du greffon et les

cellules saines du receveur.

Tout d’abord, le conditionnement pré-greffe induit le plus souvent une aplasie
profonde. L'anémie et la thrombopénie peuvent étre corrigées par des transfusions
mais il n’existe pas de moyen de pallier la leucopénie. Malgré des précautions
importantes (chambres a flux laminaires, traitements prophylactiques...), les déficits
de phagocytose (neutropénie), dimmunité humorale (hypo/asplénisme,
hypogammaglobulinémie) et d'immunité cellulaire (lympho/monocytopénie, réduction
du répertoire lymphocytaire T) augmentent durablement le risque infectieux, au-dela
de la seule période d’aplasie. Les infections représentent aujourd’hui la deuxiéme
cause de mortalité des patients allogreffés, aprés la rechute de la pathologie primaire
(9) (Figure C). Miller et son équipe ont déterminé dans une étude rétrospective nord-
américaine que 70% des patients développent une infection bactérienne dans la
premiére année post-greffe et 33% de ces infections présentent un risque vital ou sont
fatales pour le receveur (10). Les principaux agents infectieux bactériens rencontrés
sont des entérobactéries, des streptocoques, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium

difficile ou encore Staphylococcus aureus. Les infections peuvent également étre
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d’origine fongique (candidose, aspergillose, pneumocystose, mucormycose...), virale

(herpésvirus, adénovirus, influenzavirus...) ou parasitaire (toxoplasmose...) (11).

Figure C — Les principales causes de décés des patients
Maladie allogreffés (donneur non apparenté) dans les trois premieres
p’;’;‘ﬁ‘/ire années post-greffe sont la rechute de la maladie primaire, les

infections, la défaillance organique et la maladie du greffon
contre I'héte (GVH). Adapté de : Summary Slides of the Center
for International Blood and Marrow Transplant Research,
2018 (9)

Défaillance
organique
14%

Infection
17%

Par ailleurs, le conditionnement, selon son intensité et les comorbidités du receveur,
peut provoquer des lésions organiques plus ou moins graves et réversibles. Ces
atteintes peuvent notamment concerner I'appareil urinaire (insuffisance rénale aigué
ou chronique, cystite hémorragique...), le foie (syndrome d’obstruction sinusoidale ...),
le cceur (insuffisance cardiaque, coronopathie...), le tube digestif et/ou le systéme
endocrinien (dysthyroidie, diabéte, syndrome métabolique...). L'insuffisance rénale
chronique affecte environ 15% des patients allogreffés et est majoritairement causée
par les traitements immunosuppresseurs (inhibiteurs de calcineurine) et/ou I'lCT (12).
Les atteintes hépatiques touchent quant a elles environ 80% des transplantés et sont
souvent détectées lors de I'apparition d’un ictére. Le conditionnement pré-greffe est a
I'origine de |ésions des vaisseaux sinusoides provoquant I'obstruction progressive des
veines centrolobulaires du foie (maladie veino-occlusive), un dysfonctionnement
hépatique voire des nécroses hémorragiques. Les complications hépatiques peuvent
aussi comprendre les hépatotoxicités médicamenteuses, les réactivations des virus

herpés simplex et de I'hépatite B ou la maladie du greffon contre I'hote (13).

La maladie du greffon contre I'hnéte (GVH pour graft-versus-host disease) est la
troisieme grande cause de mortalité non associée a la rechute. La GVH est la réaction
immunologique des cellules du donneur contre les tissus sains du receveur.
Historiquement, on distinguait une forme aigué et une forme chronique en fonction du
délai d’apparition des signes cliniques (avant ou aprés le 100¢ jour post-greffe).
Toutefois, le développement des conditionnements a intensité réduite a mis en lumiéere

des GVH aigués d’apparition tardive et la notion d’overlap syndrom (coexistence des
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formes aigle et chronique) qui remettent en cause la classification de la GVH sur son
seul délai d’apparition. Aujourd’hui, les avancées dans la compréhension des
mécanismes mis en jeu lors de l'alloCH ont permis de préciser la sémiologie et la
cinétique de ces deux formes. Par exemple, les Iésions histologiques spécifiques sont
classiquement inflammatoires pour la GVH aigué et fibrosantes pour la GVH

chronique (14).
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Il. La maladie du greffon contre I’héte aigue (GVHa)

1. Définition

La GVH une complication fréquente et grave de [lallogreffe de cellules
hématopoiétiques. Elle est le versant néfaste de l'effet GVL et est associée a une
mortalité et une morbidité importantes. La GVH correspond a la réaction des cellules
immunocompétentes présentes dans le greffon contre les tissus du receveur suite a
des réactions inflammatoires en cascade initiées majoritairement lors du
conditionnement.

Ce travail porte exclusivement sur la forme aigué de la GVH dont les signes cliniques
sont principalement cutanés (81% des patients), gastro-intestinaux (54%) et
hépatiques (50%) (15). Chez I'homme, la sévérité de la pathologie est évaluée pour
chaque organe, puis gradée en GVHa modérée (grades I-ll) ou sévére (grades IlI-IV)
selon la classification de Glucksberg modifiée (16) ou les critéres standardisés MAGIC
(Mount Sinai Acute GVHD International Consortium) (17) (Tables A et B).

A Peau Foie Tube digestif
Critére Etendue du rash maculo-papuleux gy hingmie (umol/L)  Volume journalier de selles (mL)
(% de surface corporelle)
Stade 1 < 25% 34a50 > 500
Stade 2 25 a50% 51a102 > 1000
Stade 3 > 50% 103 a 255 > 1500
. . > 2000 ou douleur abdominale
Stade 4 Géneralisée avec formation de > 255 sévére accompagnée Ou non
bulles et desquamation o
d’'un iléus
B Critéres de Glucksberg modifiés Critéres MAGIC
Grade | Peau = 1 ou 2 (absence de GVH hépatique ou digestive)
Grade Il Peau = 1 a 3 et/ou Foie = 1 et/ou Tube digestif = Peau =1 a 3 et/ou Foie = 1 et/ou Tube digestif
=1, altération Iégére de I'état général =1
Grade Il Foi€ =144, Peauetiou Tube digestif =1a3, 0 -5 5 3 eyou Tube digestif=2 4 3
altération marquée de I'état général
Grade IV Peau et/ou Tube digestif = 4, altération sévére Peau = 4 et/ou Foie =4 etlou Tube digestif = 4

de 'état général

Tables A et B — Le systéme de gradation de la sévérité de la GVHa chez ’homme (B) est basé sur
I'évaluation de l'atteinte de chaque organe cible (A). Adapté de : Przepiorka et al., 1994 (16) et Harris
et al., 2016 (17)
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2. Epidémiologies

Les statistiques concernant la GVH aigué varient entre les différents centres de greffe
(subjectivité de l'appréciation, hétérogénéité des pratiques de greffe). On estime
gu’environ 30 a 50 % des patients allogreffés développent une GVHa (grades I-1V) et

14% une forme sévere (grade IlI-1V) (18).

L’incidence de la GVHa est étroitement corrélée au degré de disparité HLA entre le
donneur et le receveur, ainsi qu’aux disparités des miHA. Toutefois, d’autres facteurs
sont significativement associés a sa survenue tels que les caractéristiques du donneur
(age, sexe, allo-immunisation préalable) et du receveur (dge, maladie primaire), le type
de greffon (risque accru avec I'utilisation de cellules souches périphériques) ou le type

de conditionnement (I'incidence augmente avec I'intensité de conditionnement) (19).

3. Physiopathologie

a. Postulats de Billingham
Les premiers essais d’alloCH chez 'lhomme sont rapportés dés le début des années
1960 et s’accompagnent des premiers cas de GVHa. Billingham en décrit les
caractéristiques (20) et énonce notamment trois criteres nécessaires au

développement d’'une réaction du greffon contre le receveur :

e Le greffon contient des cellules immunocompétentes.
e Le receveur exprime des antigénes majeurs ou mineurs absents chez le donneur.

e Le receveur est incapable de rejeter le greffon (insuffisance immunologique).
Il est désormais établi que les principales cellules immunocompétentes responsables

de la GVHa sont les LT présents dans le greffon (21,22) car leur déplétion ex vivo

diminue I'incidence de la GVHa mais altére également I'effet GVL (23).
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b. Modéle physiopathologique de Ferrara
Les postulats de Billingham ont été étayés par les travaux de I'équipe de Ferrara qui
ont permis de proposer un modéle de la physiopathologie de la GVHa a partir

d’expérimentations réalisées chez la souris (24) (Figure D).

Conditionnement pré-greffe

1) Activation des
cellules présentatrices
de l'antigéne

Lésions tissulaires

APC
receveur

N
. @
donneur

3) Action des
effecteurs cellulaires
et inflammatoires

2) Activation des
lymphocytes T
du donneur

Migration vers le

Figure D — Physiopathologie de la GVH aigué d’aprés Ferrara et al. Le conditionnement pré-greffe
provoque des lésions tissulaires et le relargage de signaux de danger et de cytokines inflammatoires
responsables de I'activation des CPA du receveur (1). Ces dernieres peuvent alors activer les
lymphocytes T allogéniques du greffon (2) et déclencher une cascade d’effecteurs cellulaires et
inflammatoires menant a I'altération des tissus cibles (3). Adapté de : Ferrara et al., 2009 (15)

i. Phase d’activation des CPA du receveur
La premiére phase, dite d’initiation, correspond au déclenchement de mécanismes
inflammatoires classiques par les dommages tissulaires causés par le
conditionnement pré-greffe, la pathologie primaire et/ou d’éventuelles infections. Les

cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) du receveur portent a leur surface les
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antigénes responsables de l'alloréactivité : les molécules du CMH et les peptides
gu’elles présentent (dans le cas des greffes avec disparité HLA) et/ou les antigénes
mineurs d’histocompatibilité (dans le cas des greffes avec disparité HLA ou HLA

appariées) (25).

Les CPA sont activées au cours de l'initiation par trois types de molécules :

e les signaux de danger associés aux dommages (DAMP pour damage-associated
molecular pattern) libérés au cours des lésions tissulaires, tels que I'adénosine
triphosphate (ATP), 'héparane sulfate ou HMGB1 (High-mobility group box 1)

e les signaux de danger exogenes (PAMP pour Pathogen-associated molecular-
pattern) libérés par des agents infectieux et/ou transférés a travers les épithéliums
intestinaux et cutanés endommagés, tels que le lipopolysaccharide (LPS), la
flagelline ou les motifs CpG non méthylés (26)

e les cytokines pro-inflammatoires de type Th1 (T helper type 1), telles que
I'interleukine-1B (IL-1B), linteurleukine-6 (IL-6) et le Tumor necrosis factor-a
(TNF-a), sécrétées par les tissus Iésés et les cellules immunitaires stimulées par
les PAMP et DAMP

Les CPA détectent les signaux de danger par lintermédiaire de récepteurs
spécifiques, les PRR (Pattern-recognition receptor) comme les Toll-like receptors
(TLR). L’activation s’accompagne de modifications phénotypiques qui aboutissent a
I'expression membranaire des molécules de costimulation et des molécules du CMH,

on parle de maturation des CPA.

ii. Phase d’activation des LT du donneur
La deuxiéme phase correspond a I'activation des cellules immunocompétentes du
donneur. Les LT naifs sont polarisés et activés par les CPA au sein des organes

lymphoides secondaires grace a la présence de 3 signaux activateurs concomitants :
e Le premier signal est I'interaction des protéines du CMH et/ou des antigénes

mineurs d’histocompatibilité présentés par les molécules du CMH (présentation

directe) sur les CPA avec le récepteur T (TCR pour T cell receptor).
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e Le deuxieme signal est produit par la liaison des molécules de costimulation
exprimées par les CPA activées (CD80/CD86, CD70, CD137L, OX40L, iCOS-L,
CD40) avec leurs récepteurs spécifiques situés a la surface des LT allogéniques
(respectivement CD28, CD27, CD137, OX40, iCOS, CD40L) (27).

e Le troisieme signal correspond aux cytokines nécessaires a la survie et a la
prolifération des LT telles que linterleukine-2 (IL-2), secrétée de fagon autocrine,

ou l'interleukine-12 (IL-12), secrétée de fagon paracrine par les CPA activées.

Par ailleurs, les LT naifs peuvent s’activer de la méme fagon dans les organes cibles
de la GVHa, particulierement au niveau du tractus digestif, au contact de CPA non
hématopoiétiques (fibroblastes, cellules épithéliales) activées par le conditionnement
(28). Les CPA du donneur peuvent quant a elles appréter et présenter des antigénes
issus du receveur (présentation indirecte), bien que des travaux expérimentaux de
Shlomchik aient montré que les CPA du receveur étaient nécessaires et suffisantes
pour déclencher une GVHa induite par les LT CD8* (29). L’activation des lymphocytes
provoque le relargage de cytokines inflammatoires telles que I'lL-2, I'interféron-y (IFN-
y) ou le TNF-a. Les quantités sécrétées sont telles que l'on parle d'« orage

cytokinique ».

iii. Phase effectrice
La troisieme phase correspond a la migration et a I'action des effecteurs cellulaires de
la GVHa, guidés jusqu’aux organes cibles par des gradients de chimiokines.
Notamment, le conditionnement pré-greffe induit la production de CCL3 et CCL4 par
les cellules cutanées et hépatiques qui vont attirer les LT surexprimant le récepteur
CCRS5 lorsqu’ils sont activés (30). Par ailleurs, I'lFN-y produit par les LT activés est
distribué dans la circulation générale et induit I'expression de CXCL9, CXCL10 et
CXCL11 dans les organes cibles de la GVHa, permettant la migration des cellules
effectrices exprimant le récepteur CXCR3 jusqu’a la peau, le tube digestif et le foie
(31). D’autres couples chimiokines/récepteurs peuvent étre impliqués en fonction du
contexte (notamment en fonction du type de conditionnement) et la complexité de ces

interactions n’est encore que partiellement élucidée.

Les principaux effecteurs cellulaires recrutés sont les lymphocytes T cytotoxiques

(CTL) CD8" et les cellules NK. Les voies effectrices prédominantes impliquent
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I'interaction Fas/FasL, la production de perforine et de granzymes ainsi que la
production de TNF-a (32,33). La voie cytotoxique Fas/FasL serait prédominante dans
le foie tandis que le systéme perforine/granzymes serait mis en jeu dans les Iésions
de la peau et du tube digestif (34). L’action des LT et des NK est majorée par d’autres
cellules infiltrant les tissus, par exemple, les polynucléaires neutrophiles (35) et les
monocytes (36) qui créent un stress oxydatif en produisant des espéces réactives de
'oxygéne (ROS).

Les lésions tissulaires entrainées par les réactions allogéniques fragilisent les
barriéres naturelles que sont les épithéliums cutané et digestif, favorisant le passage
de composés inflammatoires (DAMP, PAMP, cytokines) et d’agents infectieux vers la
circulation systémique. L’activation des cellules alloréactives est ainsi entretenue, on

parle de « boucle inflammatoire ».

Il faut toutefois noter que, si le modéle physiopathologique de la GVHa est bien décrit
et robuste chez la souris, de nombreux éléments doivent encore étre validés chez

’homme.

c. Quelques nouveaux concepts
De nombreuses recherches sont encore en cours pour préciser les mécanismes mis
en jeu au cours de la GVHa et élargir les options thérapeutiques. Notamment, le role
des différents effecteurs cellulaires s’est précisé et nuancé. Par exemple, si les LT
participent a la mise en place de la GVHa, ce sont également eux qui soutiennent
'effet GVL. Par ailleurs, les LT régulateurs (LTregs) sont capables de diminuer la
séveérité de la GVHa (37) et sont impliqués dans la mise en place de la tolérance a
long terme aprés la greffe (38). De la méme facon, les cellules NK participent aux
dommages tissulaires en secrétant du TNF-a et de I'lFN-y, mais peuvent également
participer a I'élimination des CPA du receveur et limiter la présentation des allo-
antigénes (via les voies Fas/FasL et perforine-granzyme notamment) (39). D’autres
cellules présentes dans le greffon hématopoiétique, comme les lymphocytes invariants
NKT, participent également a la modulation de la GVHa en limitant la maturation des

CPA et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les LT (40,41).

Il semble que l'activation des différentes cellules soit en grande partie influencée par

le contexte général. Par exemple, le type de greffon choisi peut favoriser la présence
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et l'action de certains types cellulaires. Des travaux ont notamment montré que la
mobilisation de cellules souches périphériques par le G-CSF participe a 'émergence
de cellules myéloides suppressives capables de limiter la réaction allogénique (42).
Le statut général est également influencé par la présence de signaux inflammatoires,
dont un grand réservoir est représenté par les microbiotes, c'est-a-dire les
microorganismes colonisant les épithéliums (gastro-intestinaux, cutanés,

pulmonaires...).

i. Influence du microbiote

Bien que le réle des bactéries et de leurs composés dérivés (PAMP) soit étudié dans
le contexte de la GVHa depuis les années 1970, le développement de nouvelles
techniques a permis une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu. Le
séquencage de I'ARN 16S bactérien a mis en évidence des modifications de
composition et un effondrement de la diversité du microbiote au cours de la GVHa
dans les modéles murins, mais aussi chez 'homme. Cette technologie permet de
s’affranchir des étapes de culture et d’identification in vitro qui limitaient jusqu’alors
I'étude du microbiote aux espéces cultivables et n’étaient pas représentatives de sa
complexité. Ces aspects seront détaillés dans la partie Il de ce travail. Toutefois, si
'importance du microbiote et de ses composés dérivés au cours de la GVHa est
admise, les interactions entre les bactéries et leur hbéte doivent étre précisées.

Aussi, un niveau de régulation supplémentaire est amené par le virome intestinal, dont
I'étude est encore naissante dans le contexte de la GVHa mais pourrait également

ouvrir la voie a de nouvelles avancées thérapeutiques (43).

ii. Biomarqueurs de GVHa
Les modifications du microbiote pourraient également étre analysées a des fins
prédictives. De nombreuses études s’attachent en effet a mettre en évidence des
biomarqueurs précoces de GVHa permettant de prédire sa sévérité, son caractére
cortico-sensible ou le risque de mortalité non liée a la rechute. L'objectif de ces
biomarqueurs est de guider les stratégies thérapeutiques. Aujourd’hui, il n’existe pas
de consensus sur les marqueurs qui peuvent étre utilisés en clinique (44). Toutefois,
les dosages plasmatiques des protéines REG3a (Regenerating islet-derived 3a) et

ST2 (Suppression of tumorigenicity 2) sont souvent cités car ils ont a la fois une valeur
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diagnostique, pronostique et prédictive en permettant d’évaluer la réponse au

traitement.

e REG3a est un peptide antimicrobien (AMP) secrété par les cellules de Paneth au
niveau de l'intestin gréle. Il a été montré que son taux plasmatique était trois fois
plus élevé chez les patients au début du déclenchement d’'une GVHa intestinale
par rapport aux patients avec une forme cutanée isolée ou sans GVHa. Ce dosage
précoce permet également de prédire la réponse au traitement et d’estimer la
mortalité a un an (45).

e ST2estun membre de la famille des récepteurs a I'interleukine-1 dont le seul ligand
connu est linterleukine-33 (IL-33). La présence de sa forme soluble dans le
plasma, au-dessus de valeurs seuils, est associée a une résistance aux
corticostéroides et son évaluation dans le premier mois suivant la greffe permet
d’apprécier le risque d’'une GVHa réfractaire ainsi que la mortalité non liée a la
rechute (46).

L’utilisation de panels de plusieurs biomarqueurs combinés en algorithme semble en
améliorer les propriétés prédictives (47). REG3a et ST2 peuvent y étre associés a des
parameétres définis au moment de la transplantation (e.g. ratio de LT CD4*/CD8*
présents dans le greffon), des paramétres dynamiques (e.g. cytokines associées a la
réponse T) ou des dosages de molécules libérées au cours des Iésions tissulaires (e.qg.
élafine secrétée par les kératinocytes lésés ou Hepatocyte Growth Factor [HGF] libéré
lors de la réparation des Iésions hépatiques). L’analyse de microARNSs circulants, de
vésicules extracellulaires ou du microbiote (séquencage de I'ARN 16S) sont
également des paramétres en développement pour lesquels une harmonisation des

techniques de quantification sera nécessaire avant la validation clinique (44).

4. Prophylaxie

La prise en charge courante de la GVHa chez les patients allogreffés est d’abord
prophylactique et vise a atténuer la réponse allogénique par une immunosuppression
systémique non spécifique. L’association d’inhibiteurs de calcineurine (ciclosporine ou

tacrolimus) avec le méthotrexate reste le traitement de référence dans les greffes avec
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conditionnement myéloablatif (48). En Europe, le mycophénolate mofétil et les sérums
anti-lymphocytaires sont largement utilisés en remplacement du méthotrexate. La
stratégie préventive est adaptée selon le type de donneur et le type de
conditionnement.

Les LT étant les principaux effecteurs de la GvH, des approches de déplétion (ex vivo
ou in vivo) ont également été évaluées. Sila GVHa était moins sévére, l'incidence des
retards de prise de greffe et des rechutes de la pathologie maligne était augmentée
avec une susceptibilité accrue aux infections (49).

Plus récemment, I'utilisation de fortes doses de cyclophosphamide aprés I'allogreffe a
montré un effet protecteur contre la GVHa. Cet agent alkylant serait fortement
cytotoxique pour les LT alloréactifs qui proliferent précocement aprés l'injection du
greffon. Les LTregs présenteraient quant a eux des mécanismes de résistance leur

permettant de persister chez le receveur (50).

5. Traitement

a. Premiére ligne : la corticothérapie
Lorsque la GvH survient malgré la prophylaxie, le traitement standard des GVH aigles
est 'administration de corticostéroides, sous la forme de topiques locaux pour les
formes cutanées restreintes ou par voie systémique pour les formes de plus haut
grade. Environ 50% des malades répondent favorablement a la méthylprednisolone
(51,52). La prise en charge inclut par ailleurs le traitement des infections opportunistes
et des symptébmes du prurit, des douleurs abdominales, des troubles digestifs... Le
recours a une nutrition adaptée (entérale ou parentérale) est fréquent en cas de GVH

gastro-intestinale.

b. Seconde ligne : ’'absence de consensus
Une partie des patients reste réfractaire ou dépendante a la corticothérapie,
nécessitant le recours a des protocoles de seconde ligne pour lesquels il n'existe pas
de standard défini. La Société Francophone de Greffe de Moelle et de Thérapie
Cellulaire indique qu’« il n’existe pas de consensus précis et de recommandations a
donner en dehors de protocoles d’évaluation, compte tenu de l'absence de

médicaments ayant une autorisation de mise sur le marché dans cette indication ».
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Aux Etats-Unis, la seule molécule approuvée par la Food and Drug Administration pour
le traitement des GVHa cortico-réfractaires est le ruxolitinib, un inhibiteur des Janus
kinases 1et 2 (63-55).

Les protocoles de thérapie de seconde ligne comprennent notamment les
combinaisons d’immunosuppresseurs (sirolimus, méthotrexate, mycophénolate
mofetil, tacrolimus), les sérums anti-lymphocytaires, la photophorése extracorporelle
(56), les anticorps monoclonaux (anti-CD25, -CD20, -CD52) ou les anti-TNF (57).

Le blocage des différents effecteurs cellulaires et moléculaires semble étre une piste
prometteuse, mais I'enjeu reste de diminuer la GVHa tout en préservant I'effet GVL, la
prise de greffe et la mise en place d’'une tolérance a long terme. Par exemple, la
production d’IL-2 par les lymphocytes au cours de leur activation est une cible majeure
de la prophylaxie et du traitement de la GVHa (cyclosporine, tacrolimus, anticorps anti-
IL-2 ou anti-IL-2R). Toutefois, des études récentes ont montré que cette cytokine était
également indispensable a la polarisation et au maintien des LTregs. Ce type de
traitement peut alors interférer avec la mise en place d’une tolérance a long terme (58).
De la méme fagon, le blocage du récepteur aux chimiokines CCRS5 limite la migration

dans les organes cibles des LT activés cytotoxiques mais aussi celle des LTregs (59).

L’avancée des connaissances sur le microbiote intestinal a mené les cliniciens a une
approche prophylactique et thérapeutique innovante : la transplantation de microbiote
fécal (FMT) qui vise a restaurer la diversité du microbiote des patients allogreffés a
partir du microbiote sain d'un donneur différent du donneur de cellules
hématopoiétiques (60). Ce type de protocole a montré des résultats prometteurs dans
les GVHa intestinales cortico-réfractaires (61) et doit étre confirmé par de plus larges

études prospectives.

Toutefois, les thérapies de seconde ligne ont une efficacité modérée et la GVHa
cortico-réfractaire reste associée a une morbidité importante, principalement a cause
des complications infectieuses. Des études cliniques prospectives randomisées
multicentriques et le développement de nouvelles approches apparaissent

nécessaires pour le traitement des GVHa réfractaires.
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6. Modeles expérimentaux de GVH aiglie

a. Principaux modeéles murins de GVHa

L’utilisation de modéles expérimentaux, principalement chez la souris, a permis
d’appréhender les mécanismes biologiques de la GVHa. Ces modéles sont encore
utilisés aujourd’hui pour affiner la connaissance des mécanismes impliqués et tester
de nouvelles approches thérapeutiques. Ils reposent généralement sur le
conditionnement des souris receveuses par ICT a dose létale ou sub-létale,
éventuellement fractionnée en plusieurs séances, suivi par I'administration d’'une
suspension de CSH (souvent issues de la moelle osseuse) additionnées de cellules
immunocompétentes (splénocytes ou LT triés). Le degré d’histocompatibilité entre les
donneuses et receveuses varie selon I'haplotype H-2 (systtme CMH murin) des
souches considérées. Par exemple, il existe une disparité majeure entre une souris
donneuse C57BI/6 (H-2°) et une souris receveuse BALB/c (H-29). D’autres types de
greffes expérimentales permettent de mimer la situation clinique comme la greffe
haplo-identique dite « parent-enfant » (par exemple : C57BIl/6 - B6D2F1) ou la greffe
H-2 identique avec disparité d’antigénes mineurs d’histocompatibilité (par exemple :
C57BI/6 > BALB/b).

Les résultats du groupe « allogénique/mismatch » sont généralement comparés a un
groupe « syngénique » ou les souris regoivent des cellules provenant de donneuses
de la méme souche. La validité de chaque expérience est contrdlée a I'aide d'un
groupe « conditionnement seul » (100% de mortalité attendue dans le cas des
conditionnements myéloablatifs) et d’'un groupe « moelle osseuse seule » (permettant

de vérifier la qualité du greffon et 'absence de mortalité liée a une infection).

L’injection des cellules immunocompétentes aboutit plus ou moins rapidement au
développement d’'une GVHa dont lintensité varie en fonction des paramétres
précédemment cités. L’apparition et I'évolution de la maladie sont appréciées en
fonction de la survie, du score clinique et des atteintes histologiques principalement.
Le score clinique de référence a été décrit par Ferrara et prend en compte 5
critéres (décrits dans la Table C) (62). La sévérité de la GVHa peut également étre
appréciée a l'aide des biomarqueurs plasmatiques REG3y (équivalent murin de
REG3a) (63) ou ST2 soluble (64).

36



Introduction

Critére Grade 0 Grade 1 Grade 2
Perte de poids <10% comprise entre 10 et 25% > 25%
courbure séveére perturbant les
Posture normale courbure au repos mouvements
Activité normale diminution Iégére a modérée immobile en absence de stimulation
Aspect de la normal poils légérement a modérément poils séverement ébouriffés / toilette
fourrure ébouriffés négligée
desquamation de la queue / des

Intégrité de la peau  normale zones évidentes de peau dénudée

pattes

Table C — La sévérité de la GVHa chez la souris est généralement appréciée a I'aide d’un score
clinique comprenant 5 critéres évalués de 0 a 2. Les critéres recouvrent |la perte de poids et 'aspect
général de I'animal. Adapté de : Cooke et al., 1996 (62).

b. Apports et limites des modéles expérimentaux
Les rongeurs représentent un bon modele pour I'étude de la GVHa car ils possédent
un systéme immunitaire proche de celui de ’'homme, avec des populations cellulaires
et des effecteurs moléculaires conservés entre les espéces. Par ailleurs, de nombreux
outils permettant d’apprécier la fonction du systéme immunitaire (tels quel les anticorps
monoclonaux) sont disponibles pour ces especes. Toutefois, plusieurs différences ont
déja été mises en évidence (65), par exemple :
e |’hématopoiéese splénique persiste a I'dge adulte chez la souris.
e Les polynucléaires neutrophiles sont les principaux leucocytes circulants chez
I'homme, alors qu’il s’agit des lymphocytes chez la souris.
e Les TLR ne sont pas exprimés par les mémes cellules et présentent des sensibilités
différentes vis-a-vis de leurs ligands (PAMP ou DAMP).

Le contexte est également un important facteur de variation car les animaux utilisés
dans les études précliniques sont élevés dans des conditions protégées afin de limiter
les biais expérimentaux tandis que la situation des patients est beaucoup plus

complexe (antécédents médicaux, maladie primaire, variabilité génétique...).

Socié et Blazar ont identifié cinq limites majeures des modéles expérimentaux de
GVHa (66) détaillées dans la Table D. Par ailleurs, il est admis que les associations
de souches donneuse - receveuse aboutissent a des réponses cellulaires différentes
(prédominance des LT CD4* ou des LT CD8*) (67).
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Limite Modéles précliniques Situation clinique usuelle
Conditionnement Souvent ICT seule Chimiothérapie £ ICT
Compa:::)égtigfnneur- Disparités majeures et/ou mineures Identité HLA + disparités mineures
Source du areffon Moelle osseuse (peu de LT) et Moelle osseuse (+ jusqu’'a 10% de LT
9 splénocytes circulants) ou sang périphérique
. . Souris élevées en absence d’agents Historique pouvant influencer le
Microbiote . g . h
pathogénes spécifiques microenvironnement
Age du receveur Souris jeunes adultes Patients agés de 50 ans et plus

Table D — Plusieurs différences entre les modéles établis au laboratoire et les situations
cliniques peuvent limiter la reproductibilité des études et leur application chez ’lhomme. Ces
divergences concernent principalement le protocole de greffe et les caractéristiques du receveur.
Adapté de : Socié et Blazar, 2009 (66).

Les modéles expérimentaux ne seront jamais des représentations parfaites de la
situation clinique. Toutefois, la description de ces modéles et la connaissance de leurs
limites respectives permettent de continuer a décrire les mécanismes
physiopathologiques et a évaluer des pistes pour la prophylaxie et le traitement de la
GVHa. Plusieurs modeéles se rapprochant de la situation clinique ont été décrits
(conditionnement par chimiothérapie, disparités mineures, greffons de cellules
périphériques mobilisées, xénogreffe) (68) et combiner plusieurs modéles
complémentaires permet certainement d’avoir la vision la plus précise possible de la

maladie chez ’hnomme.
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lll. Microbiote et perméabilité intestinale au cours de la
GVH aigue

1. La barriére intestinale : organisation et immunité

La paroi intestinale est constituée d’'un épithélium prismatique unistratifié qui assure
un réle de barriére sélective entre le contenu de la lumiére du tube digestif et le reste
de I'organisme. Elle assure, entre autres, I'absorption de I'eau, des nutriments et limite
la pénétration des microorganismes colonisant le tube digestif et de leurs métabolites.
Ce role de barriére sélective est assuré par les cellules, les jonctions intercellulaires,

le mucus et les cellules immunitaires associées a la muqueuse.

a. Barriére cellulaire : caractéristiques et fonctions des différentes
cellules intestinales
L’épithélium de l'intestin gréle présente des villosités et des invaginations appelées
cryptes intestinales. Le fond des cryptes est constitué par des cellules souches
intestinales qui vont progressivement remonter jusqu’au sommet des villosités au
cours de leur différenciation en cellules épithéliales ou sécrétrices. Ce mécanisme

assure le renouvellement complet de I'épithélium en 4 a 5 jours.

On distingue plusieurs types de cellules différenciées (Figure E, gauche) :

e Les entérocytes sont les principales cellules de structure et assurent 'absorption
des nutriments via leur bordure en brosse apicale.

e Les cellules de Paneth, situées au fond des cryptes, sécrétent des AMP régulant
la composition du microbiote.

e Les cellules caliciformes sécrétent le mucus qui tapisse I'épithélium.

e Les cellules entéro-endocrines régulent les fonctions digestives par la production
d’hormones.

e Les cellules M (pour microfold) sont des cellules épithéliales spécialisées dans la

capture et le transport des antigénes luminaux vers les cellules immunitaires.

Au niveau du colon, I'épithélium intestinal est dépourvu de villosités, de cellules entéro-

endocrines et de cellules de Paneth (Figure E, droite) (69).
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Figure E — L’épithélium intestinal posséde une structure en cryptes/villosités. Le fond des cryptes
de l'intestin gréle contient une niche de cellules souches (IESC pour intestinal epithelial stem cells)
assurant le renouvellement de I'épithélium constitué d’entérocytes, de cellules de Paneth, de cellules
caliciformes (goblet cells) et de cellules entéro-endocrines. L’épithélium du colon est dépourvu de
villosités et de cellules de Paneth. Source : Peterson et Artis, 2014 (69)

b. Barriére physique : les jonctions intercellulaires
Les cellules épithéliales intestinales (IEC) sont étroitement liées par des jonctions
intercellulaires sur leurs faces latérales: les jonctions serrées, les jonctions
adhérentes et les desmosomes. L’épithélium forme ainsi une barriére semi-perméable
sélective vis-a-vis de la lumiére intestinale. Les deux modalités de passage trans-
épithélial sont la voie intracellulaire qui met en jeu un transport actif via des
transporteurs spécifiques et la voie paracellulaire régulée principalement par les
jonctions serrées sensibles aux cytokines pro-inflammatoires, aux facteurs de

croissance, a certains pathogénes et a des éléments dérivés de I'alimentation (70).
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c. Barriére chimique : le mucus
Le mucus est un gel visqueux recouvrant la surface des IEC formé par 'assemblage
de longues glycoprotéines, telles que la mucine-2 secrétée par les cellules
caliciformes. |l participe a la compartimentation entre le contenu du tube digestif et
I'organisme. Le mucus assure une fonction de barriere physique car sa composition le
rend plus ou moins pénétrable, mais aussi de barriere chimique car il contient les

molécules antimicrobiennes sécrétées par les IECS.

L’intestin gréle est tapissé d'une fine monocouche de mucus, dont les
microorganismes sont exclus par des AMP produites par les cellules de Paneth
principalement. Les défensines (comme REG3a), les cathelicidines et les lysozymes
possédent des activités bactéricides, virucides et fongicides directes. Les AMP
induisent notamment la formation de pores dans la membrane des bactéries (71). Les
AMP contenus dans la couche de mucus limitent ainsi la colonisation bactérienne,
régulent la composition du microbiote intestinal en faveur des espéces commensales
et symbiotiques et limitent le passage des microorganismes vers les tissus de I'héte.

Au niveau du colon, I'absence de cellules de Paneth dans les cryptes limite la sécrétion
d’AMP. L’épithélium y est recouvert par deux couches distinctes de mucus. La couche
interne est ancrée aux cellules, elle est trés dense et peu perméable tandis que la
couche externe est plus lache. Cette seconde couche offre un substrat d’attache et de

nutrition pour les bactéries commensales (72).

d. Immunité associée a la muqueuse intestinale
L’épithélium intestinal participe a l'intégration des signaux du microenvironnement
pour assurer la régulation de la colonisation par les microorganismes, la fonction de
barriere et les réponses immunitaires muqueuses. Les cellules immunitaires
résidentes et circulantes assurent la détection et I'élimination des microorganismes
pathogénes qui auraient traversé la barriére intestinale. Elles participent également au
maintien de la tolérance vis-a-vis des bactéries commensales. Exposées en
permanence a des antigénes et des meétabolites provenant du microbiote, de
I'alimentation et du métabolisme, les cellules immunitaires doivent maintenir un
équilibre fragile (69). Cette balance immunitaire est complexe, dynamique et finement

régulée pour éliminer les agents infectieux tout en limitant I'inflammation.
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Des cellules de I'immunité innée (cellules épithéliales et CPA) et de l'immunité
adaptative (lymphocytes) sont associées a la muqueuse et distribuées tout au long de
I'intestin. Les cellules immunitaires coexistent sous deux formes : dispersées dans la
lamina propria (le tissu conjonctif qui soutient I'épithélium intestinal) ou organisées en
structures pluricellulaires. On distingue les structures macroscopiques, les plaques de
Peyer (PP), des structures microscopiques, les follicules lymphoides isolés (ILF) qui

comprennent notamment les cellules M (Figure F).

Par ailleurs, le tube digestif est amplement drainé par le systéme lymphatique,
notamment au niveau des ganglions lymphatiques mésentériques (MLN pour
mesenteric lymph nodes). Des travaux récents montrent que chaque région de
l'intestin (duodénum, jéjunum, iléon et colon) dispose d’'un drainage ganglionnaire
particulier qui entraine des réponses immunitaires spécifiques. Par exemple, les MLN
irriguant le duodénum favoriseraient I'induction de LTregs spécifiques des antigénes
alimentaires. Cette réponse serait régulée par le microbiote et les nombreuses cellules
dendritiques (DC) CD103*CD11b" présentes dans ces ganglions. A l'inverse, les MLN
irriguant le colon favoriseraient les réponses pro-inflammatoires Th17 via les DC
CD103*CD11b* (73).

Figure F — Les plaques de Peyer et les follicules lymphoides
isolés sont organisés autour des cellules M. Ces cellules
épithéliales sont spécialisées dans la capture et le transport des
antigénes luminaux vers les cellules immunitaires sous-jacentes.
Les APC ont aussi un réle de capture (via des prolongements

{i}b transépithéliaux) et de présentation des antigénes. Source :

Peterson et Artis, 2014 (69)
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i. Présentation des antigénes
La capture des antigenes de la lumiére intestinale peut impliquer (/) les cellules M des
PP et des ILF, (ii) les CPA émettant des prolongements dans la lumiére intestinale, ou
(iii) directement les cellules épithéliales. Les principales CPA impliquées sont les DC
CD103*, qui migrent ensuite vers les MLN pour relayer I'antigéne et le contexte
inflammatoire aux cellules effectrices, et les macrophages résidents CX3CR1M" qui
assurent la phagocytose des microorganismes et des IECs apoptotiques (74,75). Les
antigénes sont ensuite présentés sur place ou dans les MLN aux LT et aux

lymphocytes B (LB).

ii. Lymphocytes T
L’expression de l'intégrine asB7 et du récepteur aux chimiokines CCR9 permet la
domiciliation des LT dans le tube digestif en interagissant respectivement avec la
molécule d’adhérence MadCAM-1 et avec CCL25, toutes deux produites par les
cellules endothéliales intestinales. Les LT sont activés et polarisés en fonction du
contexte inflammatoire vers un phénotype pro-inflammatoire (effecteur) ou anti-

inflammatoire (régulateur) tels que décrits dans la Table E.

Phénotypes effecteurs Phénotypes régulateurs
&
. IL-6
Cytokines IL-12 IL-4 IL-23 TGF-B IL-10
polarisantes IFN-y TGF-g absence d'IL-6 IL-27
Facteurs de gt:u Stat6 Stat3 FoxP3 c-Maf
transcription Tbet Gata3 ROR-yt Blimp-1
Cytokines IL-2 :tg IL-17 TGF-B IL-10
synthétisées IFN-y IL-13 IL-6 IL-21

Table E - Les principaux types de LT activés dans la muqueuse intestinale sont effecteurs ou
régulateurs. Leur polarisation est dépendante de la présence de cytokines qui induisent I'expression
de facteurs de transcription spécifiques. Chaque type sécrete préférentiellement certaines cytokines qui
participent a leur action et amplifient la réponse immunitaire. TGF-f : Transforming growth factor-f.
D’aprés : Shale et al., 2013 (76) et Luu et al., 2017 (77)
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Ainsi, le phénotype Th1 participe a la réponse aux infections bactériennes
intracellulaires, le phénotype Th2 aux infections parasitaires et le phénotype Th17 aux
infections bactériennes extracellulaires et fongiques (76). Les LTregs retrouvés dans
la muqueuse intestinale sont principalement des LTregs induits (iTregs) parmi lesquels
on distingue les LTregs FoxP3* (Forkhead box P3) et les LTregs de type 1 (Tr1)
FoxP3-. Ces cellules participent au maintien de ’'homéostasie tissulaire en limitant les

réactions inflammatoires et en favorisant la résolution de l'inflammation (77).

iii. Lymphocytes B
Les LB naifs des centres germinatifs des PP et ILF peuvent se différencier en
plasmocytes sécréteurs d'immunoglobulines A (IgA) par l'action : des CPA, de la
molécule de costimulation CD40L présente a la surface des LT activés (78) et/ou des
cytokines APRIL (A proliferation-inducing ligand) et BAFF (B-cell activating factor)
(79,80) sécrétées par les CPA et par les IEC. Les IgA dimériques transitent ensuite a
travers les IEC et sont retenues dans la couche muqueuse ou elles peuvent capter les
antigénes et les toxines et empécher leur pénétration dans le tissu sous-jacent par

encombrement stérique.

iv. Innate lymphoid cells (ILC)
Les innate lymphoid cells (ILC) sont des cellules lymphoides dépourvues de récepteur
spécifique a I'antigéne décrites dans les années 2010 (81). Elles résident dans les
muqueuses telles que I'épithélium intestinal et sécrétent rapidement des cytokines
pour lutter contre les infections bactériennes, virales, fongiques et parasitaires. Elles
participent aussi a la régulation du microbiote et de la réparation tissulaire. Trois
groupes d’ILC sont décrits (82) :
e les ILC1 produisent des cytokines Th1 (et comprennent également les cellules NK)
e les ILC2 produisent des cytokines Th2
e les ILC3 produisent des cytokines Th17/22

Les ILC3 ont un rdle important dans le maintien de 'homéostasie car, lors de la

détection de certains pathogenes, elles produisent de I'lL-22 qui stimule la sécrétion
d’AMP par les cellules de Paneth (83).

44



Introduction

v. Régulation de I'immunité muqueuse

Les réponses immunitaires au niveau de I'épithélium intestinal doivent étre finement
régulées afin de garantir une réponse efficace contre les pathogénes provenant du
microbiote sans toutefois que la réaction inflammatoire soit disproportionnée ou
soutenue dans le temps. Pour atteindre cet équilibre dynamique, les IEC, les cellules
immunitaires et le microbiote communiquent continuellement pour établir une
régulation réciproque. Quelques exemples de ces interconnexions sont présentés
dans la Figure G et comprennent la régulation par les métabolites bactériens de la
production de mucus des cellules caliciformes (84) et de la production d’AMP des
cellules de Paneth (85).
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Phagocytose Nutriments
Cytokines | EC Vitamines

© TSLP, TGF-B, IL-23 ROS, AMP,
® DAMP Phagocytose

Immunité : .
Microbiote
mugqgueuse LU
Activation i::} f Commensales
Maturation o SCFA J Pathogénes
MemOIre w’ﬂp/
Phagocytose
Tolérance

Figure G — L’homéostasie intestinale est maintenue grace a une communication fine et
dynamique entre les IEC, 'immunité muqueuse et le microbiote. Chaque type de cellules ou de
microorganismes envoie des signaux dans I'environnement qui permettent de maintenir une harmonie
entre réponse immunitaire contre les pathogénes et tolérance envers les antigénes commensaux. Les
fonctions régulées sont indiquées en bleu et les signaux impliqués sont mentionnés au-dessus des
fleches. JS : Jonctions serrées, TSLP : thymic stromal lymphopoietin, SCFA : short chain fatty acid.
D’aprés : Peterson et Artis, 2014 (69)
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2. Composition et diversité du microbiote chez le sujet sain

Le microbiote intestinal est 'ensemble des microorganismes colonisant la partie distale
du tube digestif. Il représente les bactéries, virus, champignons et parasites non
pathogénes, dits « commensaux », qui évoluent dans la lumiére intestinale ou dans la
couche de mucus qui tapisse ['épithélium. Les microorganismes commensaux
entretiennent une relation symbiotique en soutenant les fonctions digestives
(fermentation et assimilation des nutriments, hydrolyse des polysaccharides, synthése
des vitamines K, B12 et B8, métabolisation des acides biliaires...). De plus, ils luttent
contre la colonisation de lintestin par des espéces pathogeénes (compétition et
production de lantibiotiques et bactériocines bactéricides) (86). Par ailleurs, les
bactéries intestinales produisent des métabolites tels que les acides gras a courte
chaine (SCFA pour short chain fatty acid) issus du catabolisme des polysaccharides
alimentaires. Les principaux SCFA sont l'acétate (2 carbones), le propionate (3
carbones) et le butyrate (4 carbones). En constituant des substrats énergétiques pour

les IEC, ils participent a 'homéostasie de la barriére intestinale.

Le microbiote intestinal sain d’'un individu adulte est caractérisé par sa grande diversité
et serait composé de plusieurs centaines d’espéces bactériennes différentes. Sa
composition est propre a chaque individu et dépend de I'age, de facteurs génétiques,
alimentaires et environnementaux (hygiéne, traitements médicaux...). Les projets de
séquengage du génome bactérien MetaHIT et Human Microbiome project ont mis en
évidence plus de 2000 espéeces bactériennes pouvant entrer dans la composition du
microbiote d’un individu. Elles sont principalement réparties dans les phyla
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et Bacteroidetes (87,88). La diversité du
microbiote peut étre quantifiée a l'aide des index de Shannon ou de Simpson. lls
mesurent le nombre d’espéces différentes (richesse) mais également leur
représentation (abondance relative) pour établir un tableau complet de la communauté

bactérienne.
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3. Perturbations de ’homéostasie intestinale au cours de la GVHa

La perte d’intégrité de la barriére intestinale, la diminution de la diversité bactérienne

ainsi

que

le phénomene de translocation sont au cceur des mécanismes

physiopathologiques de la GVHa résumés dans la Figure H.
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Figure H — Des événements précoces (gauche) et tardifs (droite) au sein du tube digestif
participent a la physiopathologie de la GVHa. Le conditionnement et les premiéres réactions
allogéniques de la GVHa détruisent les ILC2 de I'épithélium intestinal provoquant i) le relargage de
DAMP et ii) I'inhibition des mécanismes de tolérance impliquant les MDSC (Myeloid derived suppressor
cells) et les Tregs. Les LT alloréactifs ne sont plus réprimés, rejoignent le tissu épithélial et provoquent
les lésions plus tardives. lls éliminent d’autres cellules cruciales pour 'lhoméostasie intestinale : les
cellules de Paneth, les ILC3 et les cellules souches intestinales. L’épithélium se retrouve perméabilisé
et ne peut plus assurer sa fonction de barriére. Dans le méme temps, les bactéries commensales ne
sont plus prédominantes, ce qui favorise 'émergence de pathogénes pouvant pénétrer jusqu’a la
circulation sanguine. Les évenements tardifs de la physiopathologie de la GVHa intestinale provoquent
la libération de DAMP et de PAMP qui participent a I'entretien de la réaction inflammatoire. Source :
Ferrara et al., 2017 (89)

a. Perte d’intégrité épithéliale
L’homéostasie et lintégrité de la barriere intestinale sont compromises par le
développement de la GVHa. Dés le début des années 1990, des observations
cliniques ont montré que 'augmentation des doses d'ICT était associée a une hausse

de l'incidence de la GVHa et de la mortalité (90). La confirmation de ces données dans
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un modéle murin a mis en évidence que I'lCT et les réactions allogéniques précoces
de la GVHa ont un effet synergique sur les Iésions de I'épithélium intestinal (apoptose
des IEC, présence d'un infiltrat inflammatoire et désorganisation de la structure
cryptes/villosités de I'épithélium). Précocement, les ILC2 sont altérées et la tolérance
médiée par les MDSC (myeloid derived suppressor cells) et les Tregs (91) est rompue.
Les LT alloréactifs peuvent alors rejoindre le tissu épithélial et Iéser d’autres cellules
importantes pour 'homéostasie intestinale : les cellules de Paneth, les ILC3 et les
cellules souches intestinales. L’épithélium se retrouve perméabilisé et ne peut plus
assurer sa fonction de barriére. Par ailleurs, les macrophages activés par le
conditionnement sécrétent davantage de TNF-a et d’IL-18 qui ont des effets toxiques
directs et participent a I'entretien de la réponse inflammatoire (92). L’IL-22 pourrait
également jouer un réle majeur dans la rupture d’équilibre, car les effets de cette
cytokine sont pléiotropiques. L’IL-22 sécrétée par les ILC3 dans des conditions
physiologiques participe au renouvellement des cellules souches intestinales. A
'inverse, dans un contexte de GVHa intestinale, la majeure partie de I'lL-22 est
produite par les LT allogéniques et participe, en association avec les interférons de

classe |, au maintien de I'inflammation locale (93).

Les dommages tissulaires causés par le conditionnement et les réponses allogéniques
provoquent le relargage de signaux de danger par les IEC. Les DAMP sont des
éléments (molécules ou organites) intracellulaires qui deviennent pro-inflammatoires
en étant libérés dans le milieu extracellulaire a cause d’'un dommage infligé a une
cellule. Par exemple, 'ATP, I'acide urique, HMGB1, les mitochondries ou les histones
sont reconnus par des PRR spécifiques, tels que les TLR, a la surface des cellules
immunitaires. Cette liaison active les inflammasomes NLRP (NOD-, LRR-, and pyrin
domain-containing) -2, -3 et -6 et provoque la sécrétion d’'IL-13 et d’IL-18 qui participent
a I'entretien de I'orage cytokinique (89). Les CPA peuvent aussi étre activées par des
molécules de la matrice extracellulaire qui s’accumulent dans le plasma a la suite des
dommages épithéliaux. Par exemple, les taux d’héparane sulfate plasmatiques sont
augmentés au cours de la GVHa et ce DAMP peut étre reconnu par le TLR4 des

cellules dendritiques (94).

Les lésions macroscopiques, telles que les patchs de cellules apoptotiques et la

perturbation de la structure épithéliale, favorisent la perméabilité de l'intestin (on parle
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de « leaky barrier »). Une étude clinique pilote (95) a récemment suggéré que la
perméabilité paracellulaire était également amplifiée a cause d’'une désorganisation
des jonctions serrées, confirmant des données expérimentales (96). Il est aussi connu
que I'IFN-y, sécrété en grande quantité au cours de linitiation de la GVHa, peut
augmenter la perméabilité intercellulaire en induisant l'internalisation des jonctions
serrées (97) et que la GVHa induit la réorganisation des chaines de myosine
impliguées dans ces jonctions (98). La perméabilité transcellulaire aux
macromolécules semble également augmentée de fagon trés précoce. L'ensemble de
ces résultats convergent vers I'altération de I'épithélium intestinal et de sa fonction de

barriére au cours de la GVHa.

b. Dysbiose

Le role joué par le microbiote intestinal dans les complications de 'alloCH n’est pas un
concept nouveau. La décontamination partielle ou totale du tube digestif a l'aide
d’antibiotiques a longtemps été une approche prophylactique de la GVHa et des
infections (99). Toutefois, cette pratique montre des résultats mitigés entre les
différents centres de greffe et selon les antibiotiques utilisés. De plus, ces études du
microbiote dépendaient des techniques de culture in vitro et le plus vaste tableau offert
par le séquengage du génome bactérien incite plutot a préserver la diversité en limitant
I'utilisation d’antibiotiques a large spectre.

Il a été montré que la perte de diversité, ou dysbiose, était statistiquement associée a
une plus forte mortalité et que I'estimation de lI'index de Simpson a la prise de greffe
constituait un facteur indépendant et prédictif de la mortalité liee a la greffe. Les
auteurs ont mis en évidence la prépondérance des entérocoques, des streptocoques,
des entérobactéries (Escherichia et Kluyvera) et des lactobacilles chez les patients

atteints de GVHa et présentant une faible diversité (100).

Les travaux de I'équipe de Teshima sur des modéles expérimentaux (101,102) ont
montré que les réactions allogéniques, majorées par les effets du conditionnement,
détruisaient les cellules de Paneth. Ces cellules des cryptes intestinales sécrétent des
AMP (a-défensines) et régulent ainsi la composition du microbiote intestinal. Leur
disparition au cours de la GVHa entraine une dysbiose avec une prédominance de

bactéries a Gram négatif telles qu’Escherichia coli. En revanche, la persistance de
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certaines souches bactériennes, telles que Blautia luti (phylum Firmicutes, classe

Clostridia) est associée a une réduction du risque de mortalité liée a la GVHa (103).

Les métabolites produits par le microbiote semblent également avoir un impact notable
sur la sévérité de la maladie. Dans des modéles expérimentaux, il a été montré que la
GVHa est associée a la diminution du butyrate (SCFA produit exclusivement par les
bactéries intestinales du genre Clostridium) dans les IEC. L’administration d’'un cocktail
bactérien permettant de rétablir la concentration de butyrate diminue la sévérité de la
GVHa (104). D’autre part, les indoles issus de la métabolisation bactérienne du
tryptophane permettraient de controler la sévérité de la GVHa en protégeant les IEC

et en réduisant I'inflammation intestinale (105).

La dysbiose participe ainsi a I'entretien de la réponse inflammatoire intestinale mais il
reste a déterminer si elle est une cause ou une conséquence de la GVHa. Plusieurs
études cliniques suggérent de préserver la diversité microbienne en limitant la nutrition

parentérale (106,103) voire de corriger la dysbiose grace a une FMT (60,107).

c. Translocation de bactéries et de composés bactériens

Le défaut de fonction de la barriére intestinale associé a la modification de la
composition du microbiote intestinal comptent ainsi parmi les principaux facteurs qui
déclenchent et entretiennent 'orage cytokinique et la réaction inflammatoire au cours
de la GVHa. La combinaison de ces deux évenements augmente le passage de
bactéries et de composés bactériens a travers I'épithélium intestinal vers les ganglions
mésentériques, puis les organes distants via la circulation sanguine et lymphatique.
Ce phénomene, appelé translocation bactérienne digestive, a été décrit par Berg et
Garlington en 1979 (108).

La plupart des bactéries sont capables de traverser la barriére intestinale lorsqu’elle
est [ésée. Toutefois, les bactéries a Gram négatif aérobies ou anaérobies facultatives
semblent plus enclines a rejoindre la circulation générale (109). La lyse et la
multiplication des bactéries provoquent le relargage de composés membranaires qui
s’ajoutent a ceux directement transloqués a travers I'épithélium. Ces molécules
peuvent étre toxiques pour le fonctionnement cellulaire de I'hoéte (on parle

d’endotoxines) et sont plus ou moins immunogénes. En effet, elles font partie des
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PAMP reconnus par le systéme immunitaire. Leur accumulation peut provoquer un
syndrome inflammatoire systémique, appelé sepsis, pouvant entrainer des
complications potentiellement Iétales (choc septique et défaillances d’organes). Par
exemple, les LPS s’accumulent progressivement dans le foie, la rate puis la circulation
générale de souris atteintes de GVHa (110) et participent a lactivation des

macrophages (111) ainsi qu’au recrutement des polynucléaires neutrophiles (35).
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IV. Les lipopolysaccharides (LPS), signaux initiateurs de la
GVH aigue

1. Structure et propriétés des LPS

a. Définition et structure générale

Le terme « endotoxines » a été introduit par Richard Pfeiffer a la fin du XIX® siécle a
propos de substances produites par Vibrio cholerae conservant leurs propriétés
toxiques et pyrogénes méme apres la destruction thermique de la bactérie. Il oppose
ces composeés intrinséques aux exotoxines qui sont activement excrétées par les
bactéries vivantes. Il faut attendre les années 1930-1950 pour que ces molécules
soient purifiées et prennent le nom de lipopolysaccharides (112).

Les LPS sont des constituants de la membrane des bactéries a Gram négatif. Ces
bactéries présentent une double membrane cellulaire: le double feuillet
phospholipidique interne délimite le cytoplasme et le double feuillet externe permet
I'ancrage de protéines et de molécules nécessaires a l'interaction de la bactérie avec
le milieu extérieur. La couche externe contient ainsi de nombreuses molécules de LPS
qui participent a la stabilisation de la membrane et a la protection de la bactérie contre

les agressions extérieures (antibiotiques, détergents...) (113).

Noyau  Noyau

Antigéne O externe interne Lipide A
Motif répété
o
~ Yoooron
B LN
..... S o
(I
n
Figure | — La structure générale des LPS se compose d’un lipide et d’une chaine

oligosaccharidique. Le lipide A est la partie intra-membranaire du LPS. |l s’agit d’'un dissacharide de
glucosamines phosphorylés et acylés par un nombre variable d’acides gras. Le noyau est divisé en
deux parties : le noyau interne largement conservé contient des résidus kéto-déoxyoctanate et heptose,
le noyau externe plus variable contient des hexoses. L’antigéne O est le fragment variant le plus
fortement entre les espéces. Il se compose de répétitions de plusieurs polysaccharides appelés chaines
O. Adapté de : Erridge et al., 2002 (114)
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La structure générale des LPS peut étre divisée en trois segments : le lipide A, le noyau

oligosaccharidique (ou « core ») et I'antigéne O (Figure 1) (115).

e Le lipide A est hydrophobe et assure I'ancrage de la molécule dans la membrane
bactérienne. Sa structure est conservée entre les différentes espéces a Gram
négatif et comprend généralement un disaccharide acylé par un nombre variable
de chaines d’acides gras. Le lipide A du LPS d’E. coli, le plus décrit, est constitué
de deux glucosamines phosphorylées et acylées par 4 chaines d’hydroxymyristate
(14 carbones, C14). Ces chaines primaires sont estérifiées de maniére asymétrique
par une chaine myristate (C14) et une chaine laurate (C12) (Figure J). Le lipide A
porte I'activité biologique du LPS, il est nécessaire et suffisant pour lui conférer son

immunogénicité (116).
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e Le noyau oligosaccharidique correspond a la jonction entre les parties intra-
membranaire et extra-membranaire. Ainsi, on peut distinguer un noyau interne,
plutét hydrophobe, et un noyau externe, plutét hydrophile. Le noyau interne est

composé d’un nombre variable de résidus kéto-déoxyoctanate (KDO) et d’'une
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chaine glucidique (généralement trois heptoses). Le noyau externe est plus
variable entre les espéces, il est la plupart du temps composé d’une chaine de

D-glucose, de D-galactose et/ou de D-glucosamine.

e L’antigéne O est la partie la plus externe du LPS et posséde un caractére
hydrophile. 1l est constitué par des répétitions (jusqu’a 50) de chaines
polysaccharidiques trés variables, tant en termes de longueur que de composition.
La couche de polysaccharides formée par les antigenes O a la surface de la
bactérie assure sa protection, a la maniére du glycocalix autour des cellules
eucaryotes. La composition de I'antigéne O varie en fonction de I'environnement
de la bactérie, c’est pourquoi on distingue plusieurs sérotypes pour une méme
espéce. On dénombre 180 sérotypes pour E. coli avec des différences entre les

souches entéro-pathogéniques et uro-pathogéniques par exemple (117).

b. Modifications de structure inter-bactériennes
La structure du LPS est plus ou moins conservée entre les espéces. En plus de la
variabilité introduite par les combinaisons de répétitions de I'antigéne O, des variations
légéres dans la structure du lipide A peuvent modifier 'immunogénicité du LPS. On
distingue les LPS agonistes, qui entrainent une forte réaction inflammatoire, les LPS
agonistes faibles, provoquant une réponse plus modérée et les LPS antagonistes qui
bloquent les effets des deux premiéres catégories en occupant leurs récepteurs de

signalisation (115).

Il a été montré que les variations de structures du lipide A des LPS de différentes
entérobactéries leur conféraient un pouvoir immunostimulant plus ou moins important.
Par exemple, la stimulation de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ou
de monocytes par les LPS d’E. coli ou d’Akkermansia mucinophila provoque un fort
relargage de cytokines pro-inflammatoires (IL-10, TNF-a, IL-18, IL-6) de maniére dose
dépendante, tandis que la stimulation par les LPS de Bacteroides dorei ou vulgatus ne
semble pas activer les cellules. De plus, lorsque les cellules sont prétraitées avec le
LPS de B. dorei, les réponses inflammatoires induites par le LPS d’E. coli sont inhibées
(118).
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Les variations de structure du lipide A concernent principalement le nombre et la
longueur des chaines acyles car elles influencent la fixation des LPS sur leur PRR
spécifique TLR4 (cf. § Détection par les TLR). La forme la plus couramment décrite
chez les entérobactéries est hexaacylée et posséde le plus haut potentiel
immunostimulant (119). Aussi, plus le nombre de groupes phosphates porté par le
disaccharide est faible, plus 'immunogénicité du LPS diminue et moins la bactérie est
sensible aux AMP (120). Les différences de structure du lipide A peuvent étre
introduites au moment de sa synthése dans le cytosol des bactéries ou par I'action
d’hydrolases et de phosphatases. Ces enzymes sont exprimées par I'héte (comme
I'acyloxyacyl hydrolase [AOAH] qui inactive les LPS en retirant les chaines acyles) ou
par les bactéries elles-mémes (comme la 1- et la 4'-lipid A phosphatase de
Porphyromonas gingivalis). Dans ce dernier cas, la modification de structure du lipide
A permet a la bactérie de s’adapter a son environnement et notamment d’échapper au

systéme immunitaire (121).

2. Techniques de quantification des LPS

A I'heure actuelle, aucune technique de détection des LPS ne permet de combiner la
mesure de leur quantité absolue et de leur activité endotoxinique, c’est-a-dire leur
capacité a activer les cellules immunitaires. Il n’existe pas de consensus pour la
quantification des LPS dans les fluides biologiques. Celle-ci nécessite des précautions
particulieres compte tenu de la labilité des LPS (capacités d’agrégations dépendantes
des conditions physico-chimiques, rétention dans les caillots sanguins...) et du risque
de contamination par des LPS de I'environnement ou par des agonistes non-LPS. La
Table F présente une liste non exhaustive des différentes techniques pouvant

permettre la quantification des LPS.
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Table F — Plusieurs techniques de quantification des LPS se basent sur la mesure de leur activité
(capacité a activer les cellules immunitaire) ou sur leur quantification absolue. Toutefois, aucune
technique n’est idéale pour rendre compte de la présence de LPS, c’est pourquoi I'utilisation de
plusieurs méthodes complémentaires est conseillée pour détecter les LPS dans les fluides biologiques.
D’aprés : Faraj et al., 2017 (124)
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3. Détection des LPS et activation de la réponse immunitaire

Les LPS peuvent se retrouver dans la circulation générale apres le franchissement des
barriéres épithéliales (soit directement sous forme de LPS, soit aprés lyse ou division
des bactéries transloquées). Les LPS peuvent étre reconnus directement au niveau
de la circulation générale par la voie alterne du complément ou au niveau cellulaire

par le TLR4 ou par certaines caspases.

a. Interaction des LPS avec le systéme du complément
Le systéme du complément est un mécanisme de défense de 'immunité innée contre
les infections. Il intervient dans I'élimination des agents pathogénes et des complexes
immuns, mais également dans le contrdle de la réponse inflammatoire. Le complément
est un ensemble de protéines synthétisées par le foie, circulant dans le plasma et

activées par des cascades de protéolyse.

Les LPS peuvent stimuler la voie dite alterne d’activation du complément et provoquer
'opsonisation, c’est-a-dire le recouvrement, de la bactérie. lls peuvent également
favoriser la formation d’'un pore a la surface de la cellule cible (complexe d’attaque
membranaire) et entrainer sa lyse osmotique. Les protéines du complément fixées sur
la bactérie participent aussi a la phagocytose, a la présentation de I'antigéne et a la
modulation de la réponse des cellules immunitaires. Ainsi, la reconnaissance des LPS
bactériens par le systeme du complément constitue une premiére ligne de
reconnaissance et de défense par le systéme immunitaire de I'héte. Les variations de
structures des LPS, notamment de lI'antigéne O, modifient la reconnaissance des

bactéries par le systéme du complément (125).

b. Détection par les TLR
Les LPS sont détectés au niveau cellulaire par leur PRR spécifique, TLR4, aprés avoir
été délivrés par une chaine de cofacteurs. Le complexe TLR4-MD2 ne peut reconnaitre
directement les LPS car, de par leur caractére amphiphile, ils circulent sous forme de
micelles ou de vésicules peu accessibles. Ainsi, les molécules de LPS doivent étre
individualisées et adressées par la LPS binding protein (LBP) et le cofacteur CD14
(Figure K).
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i. Transfert du LPS vers TLR4

La partie hydrophobe du LPS est ancrée dans la membrane bactérienne ou dissimulée
a l'intérieur de micelles. Elle doit étre transférée dans la poche hydrophobe de MD2
pour rester intacte. La LBP, une glycoprotéine sérique d’environ 60 kDa, est le premier
acteur de ce transfert. Elle forme un complexe de haute affinité avec une molécule de
LPS puis la délivre au cofacteur CD14. CD14 peut étre membranaire, ancré dans la
bicouche lipidique des cellules myéloides, ou soluble dans le plasma. Cette seconde
forme autorise les cellules dépourvues de CD14 membranaire (cellules non
immunitaires) a répondre au LPS (126). CD14 délivre ensuite la molécule de LPS au
complexe TLR4-MD2, exprimé a la surface des cellules myéloides et de cellules non
immunitaires (cellules endothéliales, cellules épithéliales...). La partie lipidique du LPS
est regue dans une poche hydrophobe de MD2 tandis que la partie hydrophile interagit
avec TLR4. Cette liaison provoque la dimérisation de deux molécules de TLR4 (127).
Les différentes structures de LPS n’activent pas avec la méme intensité cette cascade
et provoquent des réponses spécifiques. Toutefois, les mécanismes mis en jeu ne sont
pas entierement élucidés. La structure du LPS pourrait influencer 'affinité de la LBP et
de CD14, la capacité de transfert de CD14 vers MD2 ou encore la dimérisation de
TLR4-MD2 (128). Par exemple, il est connu que les LPS hexaacylés sont
particulierement immunogénes car I'une des chaines acyles reste a I'extérieur de la
poche hydrophobe de MD2 et interagit avec TLR4 (129).

ii. Signalisation intracellulaire

La dimérisation de TLR4 induit une cascade de signalisation en recrutant, via les
domaines TIR (Toll/interleukin-1 receptor) intracellulaires, deux protéines : MyD88
(Myeloid differenciation factor 88) et TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein
inducing interferon-f) ainsi que leurs adaptateurs spécifiques, respectivement TIRAP
(TIR-domain containing adaptor protein) et TRAM (TRIF-related adaptor molecule)
(130).

La fixation de MyD88 sur le complexe TLR4-TIRAP induit le recrutement des protéines
IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase) et TRAF (TNF receptor associated
factor). Ces effecteurs activent les facteurs de transcription NF-kB (Nuclear factor-kB)
et AP1 (Activator protein 1) par les cascades de phosphorylation dépendantes des IkB
kinases (IKK) et des mitogen-activated protein kinases (MAPK), respectivement. Le

complexe MyD88-TIRAP se dissocie ensuite du domaine TIR, provoquant
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linternalisation du complexe TLR4-MD2-LPS dans des endosomes. Des études
récentes suggeérent que la fixation de TRIF-TRAM se produirait exclusivement au
niveau de ces endosomes, apres la libération des domaines TIR (131). La fixation de
TRIF-TRAM entraine 'activation du facteur de transcription IRF3 (/Interferon regulatory
factor 3) (Figure K).

TLR4 MD2

Figure K — La liaison des LPS sur leur récepteur spécifique TLR4 se déroule en trois étapes :
i) Les molécules de LPS sont reconnues par la LPS Binding Protein (LBP) qui ii) assure leur transfert
vers le corécepteur CD14. jii) CD14 délivre ensuite le LPS a un complexe TLR4-MD2, provoquant sa
dimérisation et une cascade de signalisation intracellulaire. Le changement de conformation de TLR4
recrute deux protéines intracellulaires : MyD88 (Myeloid differenciation factor 88) et TRIF (TIR-domain-
containing adaptor protein inducing interferon-f) ainsi que leurs adaptateurs spécifiques, TIRAP (TIR-
domain containing adaptor protein) et TRAM (TRIF-related adaptor molecule), respectivement. Les
voies de signalisation sous-jacentes aboutissent a I'activation des facteurs de transcription NF-kB
(Nuclear factor-kB) et AP1 (Activator protein 1) pour la voie MyD88/MAL et IRF3 (Interferon regulatory
factor 3) pour la voie TRIF/TRAM. Source : Nijland et al., 2014 (130)
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NF-kB et AP1 induisent I'expression des genes codant pour les cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, IL-18 ou IL-6 tandis qu’'IRF3 induit 'expression du géne codant
I'interféron- (IFN-B) (131). L’activation de TLR4 peut également induire la production
de ROS, d’'oxyde nitrique (NO) et ’AMP en fonction du type cellulaire impliqué (115).
Ces composés participent aux meécanismes de défense contre les infections

bactériennes.

c. Détection par les caspases

Une autre voie de détection du LPS par les cellules de I'h6te a été mise en évidence
dans les années 2000, principalement dans les macrophages. Cette voie met en jeu
les caspases inflammatoires 4 et 5 chez 'lhomme et 1, 4, 5 et 11 chez la souris. Ces
enzymes sont synthétisées comme des zymogenes et activées par un clivage
protéolytique. La cascade de signalisation aboutit a la formation et a I'activation de
'inflammasome, complexe multi-protéique impliqué dans la réponse inflammatoire
(132).

La détection du LPS fait intervenir la voie non-canonique d’activation et nécessite un
premier signal. Cet événement initiateur peut étre la détection de LPS extracellulaire
par le TLR4, mais aussi l'activation des TLR2, 3 ou 7 par d’autres composants
bactériens (133). L’expression des composants de l'inflammasome caspase-1,
NRLP3, ASC (Apoptosis-associated speck like protein containing a caspase
recruitment domain) et caspase-11 est alors amplifiée. Le LPS cytoplasmique peut
étre détecté directement par la caspase-11 et induire la formation et I'activation de
I'inflammasome (134). L'inflammasome clive et active les pro-cytokines IL-133 et IL-18
et/ou entraine la mort de la cellule par pyroptose. Les composants cellulaires sont
libérés dans le milieu extracellulaire aprés perforation de la membrane plasmique par
la gasdermine D. Ainsi, cette mort cellulaire, bien que « programmeée », est
extrémement immunogéne (libération de DAMP). La pyroptose des phagocytes
participe a la mise en place de linflammation permettant de lutter contre les

pathogénes (135).

Les voies par lesquelles le LPS est exposé a la caspase-11 dans le cytoplasme restent
a déterminer. Si le LPS peut entrer directement dans les cellules avec le reste de la

bactérie dans le cas des souches intracellulaires, il pourrait s’agir de l'internalisation
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de vésicules bactériennes ou de l'intervention de la LBP dans le cas des souches
extracellulaires (136). Il semblerait par ailleurs que cette voie de détection ne soit pas
seulement une alternative a la signalisation par le TLR4, mais qu’elle constitue un
mécanisme de modulation des réponses immunitaires. La détection par les caspases

limite notamment 'échappement des bactéries.

4. LPS et GVHa

a. Exposition au LPS au cours de la GVHa

Le LPS franchissant les barriéres intestinales |ésées a été rapidement incriminé dans
les mécanismes physiopathologiques de la GVHa. Dés les années 1990, plusieurs
équipes ont en effet démontré 'accumulation de LPS dans l'organisme de souris
allogreffées (92,110). Dans ces travaux, 'augmentation du taux de LPS est détectée
dans le foie, la rate et la circulation générale a I'aide de la technique LAL. Cette
exposition participe a linitiation et a I'entretien de I'orage cytokinique caractéristique
de la GVHa en provoquant le relargage de grandes quantités de TNF-a et d’IL-13
(137).

Les travaux de I'équipe de Lapp démontrent par ailleurs que la GVHa favorise la
réponse des macrophages a l'injection de LPS : les macrophages issus de souris
allogreffées sécrétent davantage de TNF-a en réponse a une stimulation LPS par
rapport a des macrophages issus de souris naives (138). Il est possible que ce
mécanisme mette en jeu la notion d’amorgage du LPS : une premiére stimulation par
le LPS (particuliérement une faible dose) peut potentialiser la réponse lors d’'une
seconde rencontre et provoquer une réponse inflammatoire trés puissante (139).
Néanmoins, ce mécanisme n’est pas formellement décrit au cours de la GVHa et il
reste a déterminer si le premier stimulus résulte de I'exposition préalable du donneur
de cellules hématopoiétiques (111) ou d’évenements précoces de perméabilisation de

I'épithélium intestinal chez le receveur.

D’autre part, le LPS pourrait intervenir dans le recrutement et I'activation des

neutrophiles en réponse a la translocation bactérienne au cours de la GVHa
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intestinale. Les polynucléaires neutrophiles contribuent aux Iésions tissulaires en
libérant des ROS et en participant a l'activation des LT alloréactifs. Lorsque les
neutrophiles greffés aux souris receveuses sont dépourvus de TLR4 (TLR4 KO pour

knock-out), la sévérité de la maladie est diminuée (35).

b. Approches thérapeutiques
La découverte du role du LPS dans l'initiation et le maintien des réponses allogéniques
a encouragé la recherche de stratégies pour limiter son impact. Ainsi, I'équipe de
Ferrara a démontré que l'utilisation d’'un antagoniste synthétique du lipide A (le
composeé B975) permettait de réduire la sévérité de la GVHa au regard de la mortalité,
du score clinique et des Iésions histologiques des souris traitées (140). Plus
récemment, I'équipe d’Ellison s’est intéressé a la modulation de la sensibilité au LPS
en réintroduisant le microARN-146a chez les souris receveuses. Ce microARN, sous-
exprimé au cours de la GVHa, est notamment impliqué dans la régulation et la
résolution de I'inflammation aprés exposition au LPS. Toutefois, cette stratégie n’offre

gu’une protection trés partielle (141).

Par ailleurs, il apparait que tant la voie du TLR4 que la voie de la caspase-11 sont
impliquées dans la détection du LPS au cours de la GVHa, car leur inactivation par KO
atténue la sévérité de la maladie dans des modéles murins (142,143). De la méme
facon, 'absence ou l'inhibition de MyD88, qui est I'un des effecteurs intracellulaires de
TLR4, limite I'évolution de la GVHa tout en préservant l'effet GVL (144,145). La
coexistence de ces deux voies pourrait expliquer les résultats partiels observés. Des
données obtenues dans une petite cohorte de patients montrent que les
polymorphismes (SNP, single nucleotide polymorphisms) de TLR4 présentes chez le
donneur ou le receveur semblent protéger les patients allogreffés du développement
d’'une GVHa, mais qu’elles favorisent la susceptibilité aux infections bactériennes
(146).

Ainsi, si I'implication du LPS dans la physiopathologie de la GVHa est bien décrite,
aucune approche thérapeutique translationnelle n’a découlé de ces travaux a ce jour.
Par ailleurs, si le blocage ou l'inhibition d’'une des voies de détection du LPS peut
apporter une solution partielle, il semble que la neutralisation totale de l'activité

endotoxinique puisse mener a de meilleurs résultats.
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V. Inactivation et élimination des LPS circulants

Les organismes susceptibles aux infections par des bactéries a Gram négatif ont
développé des mécanismes de défense spécifiques. Les voies de détection décrites
dans la section précédente permettent d’enclencher la réponse du systéeme
immunitaire et d’engager les mécanismes de lutte contre le pathogéne. Toutefois,
d’autres mécanismes sont essentiels pour assurer sa neutralisation et son élimination,
et ainsi permettre la résolution de I'inflammation. L’'un de ces processus fait intervenir

le métabolisme des lipides.

Des liens entre métabolisme des lipides et immunité innée ont été recemment mis en
évidence. Les mécanismes de prise en charge des lipides dérivés des
microorganismes semblent indissociables de ceux des lipides endogénes. Cette
similitude est sans doute due a une évolution commune (147). La structure et le
caractére amphipathique des LPS sont similaires a certains phospholipides humains
(comme l'acide phosphatidique ou les céramides) et des analogies dans la liaison et
la circulation de ces molécules ont été décrites (148). Ainsi, il existe un chevauchement
des voies de transport des LPS avec les voies métaboliques du cholestérol impliquant

les lipoprotéines circulantes.

1. Métabolisme des lipoprotéines circulantes

a. Différentes classes de lipoprotéines

Les lipides sont transportés dans I'organisme par des lipoprotéines circulantes : les
chylomicrons, les VLDL (Very light density lipoproteins), les IDL (Intermediate density
lipoproteins), les LDL (Light density lipoprotein) et les HDL (High density lipoproteins).
Ces lipoprotéines sont des complexes globulaires hydrosolubles de protéines et de
lipides permettant d’émulsifier ces derniers dans les fluides biologiques. La couche
externe est composée de phospholipides et de cholestérol libre, dont les portions les
plus hydrophobes sont orientées vers l'intérieur de la structure. La couche externe

contient également les apolipoprotéines spécifiques de chaque type de transporteurs.
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Elles organisent et stabilisent I'agencement des lipides et conférent une identité
fonctionnelle aux particules, permettant leur adressage dans I'organisme. Le cceur des
lipoprotéines contient des triglycérides, des esters de cholestérol et des molécules

hydrophobes (comme les vitamines liposolubles) en petite quantité (Figure L).

Apolipoprotein

Figure L — La structure générale des lipoprotéines
s’organise autour d’une apolipoprotéine. La couche
externe est composée de phospholipides amphipatiques

Phospholipid et de cholestérol libre. Le cceur de la particule contient
Triglyceride des triglycérides, des esters de cholestérol et
éventuellement d’autres molécules hydrophobes
_*—— Cholesterol (vitamines liposolubles). Source : Genest et al., 2003
: (149)
. m Cholesteryl ester

On distingue les différentes lipoprotéines en fonction de leur densité, mais elles
présentent également des compositions, des tailles et des réles différents (150)

résumés dans la Table G.

e Les chylomicrons transportent principalement des triglycérides exogénes de
I'intestin vers les tissus périphériques de stockage (tissu adipeux) ou de
consommation (muscles, myocarde). lls assurent également le transport du
cholestérol alimentaire sous forme estérifiée de l'intestin vers le foie.

e Les VLDL sont sécrétées par les hépatocytes a partir des acides gras libres de la
circulation et des acides gras synthétisés de novo par le foie. Elles contiennent
principalement des triglycérides et des esters de cholestérol qui sont distribués aux
tissus périphériques. Les particules sont progressivement déchargées de leurs
lipides et passent au statut d’IDL puis de LDL (augmentation de la densité). Ces
derniéres sont ensuite captées de nouveau par le foie pour étre rechargées en
lipides.

e L’enveloppe des HDL est riche en phosphatidylcholine et elles transportent
principalement du cholestérol sous forme estérifiée des tissus périphériques vers

le foie. On parle de transport inverse du cholestérol.
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Taille  Apolipoprotéines

Lipoprotéine  Densité Réle majeur

(nm) principales
Chylomicron <0,95 80 — 1200 B-48, A-l, A-ll,C, E Transport des lipides alimentaires
VLDL 0,95 - 1,006 35-80 B-100, C, E Transport des lipides depuis le foie
IDL 1,006 — 1,019 27 -30 B-100,C, E Transport des lipides depuis le foie
LDL 1019-1,063 22-27 B-100 Tra”ﬁggfsd:;i'g‘é’ﬁza’:f les
Extraction et transport des lipides
HDL 1,063 - 1,25 7-13 A-l, A-ll, C, E des tissus périphériques vers le

foie

Table G — Les différentes classes de lipoprotéines se distinguent par leur densité, leur taille, leur
apolipoprotéine principale et leur réle. D’aprés : Thaxton et al., 2016 (151)

b. Focus sur les HDL et le transport inverse du cholestérol
L’élimination du cholestérol périphérique excédentaire est assurée par le transport
inverse du cholestérol (RCT pour Reverse cholesterol transport). Le cholestérol est
mobilisé des tissus périphériques, passe dans la circulation générale (via les
lipoprotéines) pour atteindre le foie et étre éliminé par voie biliaire dans les feces. Le

transport sanguin du cholestérol est assuré principalement par les HDL.

La forme naissante discoidale des HDL (préBHDL) est composée d’apolipoprotéine
A-l1 (APOA-I) produite par le foie et de quelques phospholipides. Les particules sont
ensuite libérées dans la circulation générale. L’efflux du cholestérol des cellules
périphériques ou des macrophages spumeux vers les HDL pauvres en lipides fait
intervenir les ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), G1 (ABCG1) et le
scavenger receptor class B type 1 (SR-Bl). Ces protéines, enchassées dans la
membrane plasmique des cellules donneuses, assurent le rapprochement des HDL et

le transfert de cholestérol libre (non estérifié) (152).

La maturation des HDL est assurée par I'action de la LCAT (lecithin-cholesterol
acyltransferase) plasmatique qui transfére un acide gras sur une molécule de
cholestérol en présence de APOA-I. Devenu totalement insoluble, le cholestérol
estérifié migre vers le cceur de la particule qui devient une HDL mature sphérique
(aHDL2) (153).
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Les HDL matures sont ensuite remodelées par différentes enzymes :

La CETP (Cholesteryl ester transfer protein) catalyse le transfert d’esters de
cholestérol des aHDL vers les particules riches en APOB (VLDL, IDL et LDL) en
échange de triglycérides (154). Cette enzyme est absente chez les rongeurs.

La lipase hépatique hydrolyse les triglycérides du coeur des aHDL2 et la lipase
endothéliale hydrolyse quant a elle les phospholipides de surface. Ces réactions
déstabilisent la particule qui se dissocie en HDL mature de plus petite taille
(aHDL3) et en préeHDL (153).

La PLTP (Phospholipid transfer protein) peut assurer le transfert de phospholipides
entre différents types de lipoprotéines, mais elle semble surtout impliquée dans
I'intégration de composés amphipatiques dans les HDL. Ainsi, des activités de
transfert de la vitamine E (155) ou des LPS (156) lui ont été attribuées.

Les HDL sont finalement captées par le foie, ce qui constitue l'ultime étape du RCT.

La

voie principale fait intervenir le récepteur SR-Bl hépatique qui transfere le

cholestérol libre ou estérifié aux hépatocytes. Une autre voie indépendante de SR-BI,

plus récemment décrite, implique la fixation d’APOA-I a la surface des cellules

hépatiques exprimant une forme ectopique de la chaine B de 'ATP synthase (157).

Cette liaison entraine 'endocytose de la particule. Ses composants, principalement le

cholestérol, peuvent étre recyclés par la voie ABCA1 pour redonner de nouvelles

lipoprotéines ou étre secrétés dans la bile. Les molécules d’APOA-I non chargées en

lipides sont éliminées par voie rénale (152) (Figure M).
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Absorption des lipides

alimentaires

Autres
lipoprotéines

CETP
PLTP

ApoA-|

LCAT
PréHDL ———p

T

ABCA1 / ABCG1 / SR-B1
|
PL et FC

Tissus périphériques et macrophages

Figure M — La voie (simplifiée) de transport inverse du cholestérol (RCT) est représentée par les
fleches rouges. Elle correspond au prélevement des lipides (phospholipides [PL] et cholestérol libre
[FC]) des tissus périphériques et des macrophages spumeux par la forme naissante des HDL riches en
APOA-I : les préBHDL. Ces particules sont ensuite remodelées en HDL matures qui sont captées de
nouveau par le foie. Le RCT est connecté au reste du métabolisme des lipides, notamment avec les
autres lipoprotéines via I'action de la CETP et de la PLTP. D’aprés : Murch et al., 2007 (158)

2. Neutralisation par le transport inverse des LPS

La structure amphipatique des LPS est homologue a celle des lipides endogénes, ce
qui leur confére la capacité de se lier a toutes les lipoprotéines. Toutefois, ils se fixent
principalement sur les HDL. Ainsi, I'incubation d’une concentration connue de LPS
avec du sang humain total aboutit a la complexation d’environ 60% du LPS avec les
HDL (159). Cette liaison fait intervenir la famille des protéines de transfert de lipides et
de liaison au LPS (LT/LBP pour lipid transfer/lipopolysaccharide binding proteins). Le
LPS complexé est moins immunogene et il est véhiculé vers le foie par la voie du

transport inverse du LPS (RLT pour reverse LPS transport) (160) (Figure N).
a. Prise en charge par la famille des LT/LBP

De la méme fagon que pour les lipides endogénes, le transfert du LPS a partir de

micelles circulantes, de la surface des bactéries ou de la membrane des monocytes
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activés nécessite l'intervention de navettes de la famille des LT/LBP. Ce groupe
comprend la CETP, la PLTP, la LBP et la BPI (bactericidal permeability increasing
protein). Ces membres partagent une homologie de structure et une capacité de

transfert des molécules lipidiques (161).

e La CETP etla PLTP participent au RLT et catalysent I'’échange entre lipoprotéines
de cholestérol estérifié et de phospholipides, respectivement (cf. § V.1.b.).

e La LBP participe a la cascade de transfert du LPS jusqu’au TLR4 (cf. § IV.3.c.).

e La BPI posséde une forte affinité pour le lipide A du LPS et exerce une action
directe sur la bactérie (162). Le lipide A étant enchassé dans la membrane, la
simple liaison de la BPI déstabilise la bicouche lipidique et stoppe la croissance
bactérienne. Elle forme ensuite des pores qui induisent la lyse osmotique de la
bactérie (163).

Tous les membres de la famille LT/LBP ne semblent pas impliqués dans le RLT. Ainsi,
aucune liaison de la CETP au LPS et aucune activité de transfert des LPS sur les
lipoprotéines par la BPI n’ont été rapportées a ce jour. La LBP et la PLTP semblent

donc étre les seules protéines a participer activement au RLT.

La LBP peut ainsi, en plus de son activité pro-inflammatoire de délivrance du LPS au
CD14, favoriser sa fixation sur les lipoprotéines. L’équipe de Wright a démontré que la
LBP pouvait étre portée par les HDL et qu’elle agirait alors comme un cofacteur de
neutralisation des LPS (164). Par ailleurs, il a été suggéré que la forme soluble de
CD14 puisse également participer a ce transfert, permettant notamment I'extraction de
LPS présenté a la surface des monocytes activés vers les lipoprotéines (165,166).

Les deux fonctions contradictoires de la LBP, pro- et anti-inflammatoires, semblent
dépendre de sa concentration plasmatique. En effet, la LBP est une protéine de la
phase aigué de I'inflammation, c’est-a-dire que sa synthése hépatique est augmentée
en réponse a une inflammation. On peut ainsi doser jusqu'a 12 fois plus de LBP
circulante en cas d’infection bactérienne par exemple (164). La concentration de LBP
dans le plasma influence sa cinétique d’interaction avec les LPS, CD14 et les cellules

de 'immunité innée et détermine le devenir du LPS auquel elle est complexée (167).

68



Introduction

La PLTP participe également au transfert des LPS vers les lipoprotéines mais,
contrairement a la BPI, elle n'est pas capable de les adresser au CD14. Son action
serait donc uniquement anti-inflammatoire (156). In vivo, le défaut d’activité PLTP
accroit la susceptibilité au sepsis. L'injection de LPS chez des souris PLTP KO
provoque une augmentation de la sécrétion de cytokines inflammatoires et une hausse
de la mortalité, associées a une diminution du transfert des LPS vers les lipoprotéines
(168). A linverse, le renforcement de l'activité par I'injection de PLTP recombinante
protége les souris de l'injection de LPS et du sepsis induit par ligature-ponction du

caecum (169).

b. Neutralisation de I’activité endotoxinique par les HDL

La liaison du LPS aux lipoprotéines entraine une neutralisation de son activité
endotoxinique (170). Le LPS complexé a ainsi une capacité d’activation des
monocytes 20 a 1000 fois inférieure a celle de la forme libre, limitant la production
d’IL-1B, d’IL-6 et de TNF-a. Liés aux lipoprotéines, les LPS sont moins aptes a se lier
a la surface des monocytes et donc a leur récepteur TLR4 (171).

Le masquage de I'activité endotoxinique pourrait s’expliquer par la dissimulation du
lipide A ou par la rigidification de ces chaines acyles lorsque le LPS est complexé aux
HDL (172). Ainsi, la liaison du LPS le rendrait inaccessible aux cellules immunitaires
ou modifierait ses capacités de liaison dépendantes des chaines acyles. C’est
principalement la structure du lipide A qui module le pouvoir de neutralisation en
modifiant les cinétiques d’interaction avec les lipoprotéines (159). Par exemple, a
concentrations égales, les LPS issus de méningocoques sont moins bien neutralisés

in vitro que les LPS issus d’E. coli (173).

Il est par ailleurs important de relever que les capacités de masquage de I'activité des
endotoxines par les lipoprotéines sont fortement diminuées au cours des syndromes
inflammatoires. Levels et son équipe ont ainsi montré que la composition des
lipoprotéines était modifiée par le syndrome de réponse inflammatoire systémique
(SIRS). Les concentrations plasmatiques et lymphatiques en APOA-I, APOB et
cholestérol total sont effondrées chez les patients présentant un SIRS par rapport au
groupe contrdle. De plus, la capacité de neutralisation des LPS semble altérée chez
ces patients et les LPS se retrouvent majoritairement liés aux LDL plutét qu’aux HDL
(174).
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Deux voies de prise en charge des LPS coexistent ainsi dans I'organisme et sont
schématisées dans la Figure N. Plusieurs acteurs sont communs entre les deux voies
(LBP, CD14...) et favorisent tantdt une signalisation pro-inflammatoire via le TLR4 des
monocytes/macrophages, tantét une neutralisation anti-inflammatoire par les
lipoprotéines circulantes. Lors d’'une réponse immunitaire normale a une infection,
cette balance participe a la mise en place d’'une réaction inflammatoire suffisante a
I'élimination du pathogéne, puis a un retour a ’'homéostasie. En revanche, lors d’'une
hyper-activation du systéme immunitaire, comme cela peut étre le cas au cours de la
GVHa, il est possible que ces mécanismes soient perturbés et produisent une réponse

inflammatoire soutenue et pathologique.
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Figure N- Les LPS circulants peuvent étre pris en charge par deux voies antagonistes et
interconnectées. Leur détection par le PRR spécifique TLR4 couplé a MD2 a la surface des cellules
myéloides — mais également de quelques cellules lymphoides — entraine une cascade de signalisation.
Elle aboutit a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui participent a I'entretien de la réponse
immunitaire. D’autre part, les LPS peuvent étre incorporés dans les lipoprotéines, particulierement les
HDL, pour étre transportés vers le foie par le transport inverse du LPS. Les LPS sont ensuite excrétés
dans la bile. D’apres : Murch et al., 2007 (158), Gautier et Lagrost, 2011 (160)
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3. Clairance hépatobiliaire des LPS

a. Le foie, site majeur de prise en charge des LPS
Les transports inverses du cholestérol et des LPS s’achévent au niveau hépatique.
Chez le lapin, linjection de LPS radio-marqués montre qu’ils sont rapidement
transportés vers le foie quand ils sont complexés a des lipoprotéines (175). Cette
liaison diminue la durée pendant laquelle il est possible de détecter une activité

endotoxinique dans le plasma et favorise I'élimination des LPS dans la bile (176,177).

Les principales cellules impliquées dans 'assimilation du LPS sont les hépatocytes et
les macrophages résidents du foie, les cellules de Kipffer (KC). Le mécanisme de
prise en charge par les hépatocytes est dépendant de TLR4 alors qu'il est permis par
SR-BIl dans les KC (178,179). Il est par ailleurs suggéré que c’est principalement le
défaut de clairance des LPS par les hépatocytes qui aboutit a une forte réaction
inflammatoire. Ainsi, il semblerait que les petites quantités de LPS circulants soient
prises en charge par les KC et que les hépatocytes interviennent lorsque leur
concentration est plus importante.

Les travaux de Yao et son équipe précisent que I'élimination rapide des LPS
transportés par les HDL ferait intervenir les cellules sinusoidales endothéliales du foie
par un mécanisme dépendant de SR-Bl. De plus, ils confirment que les KC

interviendraient plus tardivement et dans une moindre mesure (180).

b. Détoxification et élimination biliaire
La liaison des LPS aux lipoprotéines est un mécanisme réversible (181). Pour
neutraliser définitivement 'activité endotoxinique, ils doivent étre détoxifiés et éliminés

dans la bile. La prise en charge par le foie constitue ainsi une réelle voie de clairance.

Dans un premier temps, la structure du lipide A est modifiée par I'action d’enzymes,
ce qui réduit irremédiablement son immunogénicité. Dans les KC, les lipides A sont
déacylés par 'AOAH (182) alors que I'argininosuccinate synthase semble impliquée
dans la détoxification par les hépatocytes (183). Les LPS modifiés sont ensuite
excrétés dans la bile qui est I'accepteur final du RLT. Le processus par lequel les

cellules du foie transportent le LPS n’est que partiellement élucidé. Au sein des
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hépatocytes, il a été proposé qu’'un mécanisme vésiculaire dépendant des
microtubules permettrait d’acheminer les LPS jusqu’aux canalicules biliaires (184). Les
acides biliaires concourent également a linactivation des LPS par leur action
détergente (185).
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Le role péjoratif des LPS circulants dans la physiopathologie de la GVHa a été bien
décrit. La plupart des travaux participant a ce constat sont basés sur des tests LAL
pour quantifier I'activité endotoxinique dans les échantillons biologiques. Toutefois,
cette technique n’offre qu’une représentation partielle des LPS circulants. C’est
pourquoi nous proposons de réévaluer leur role dans la GVHa a l'aide de techniques
innovantes permettant de rendre compte de leur diversité de structure et de leur

neutralisation par les lipoprotéines.

De plus, si les mécanismes de perte d’intégrité de la barriére intestinale et de
translocation bactérienne provoquant I'élévation des LPS plasmatiques au cours de la
GVHa ont été étudiés, aucune donnée n’a été rapportée sur leur devenir dans
'organisme et sur leur prise en charge par les lipoprotéines. Un des objectifs de ces
travaux est donc d’explorer le métabolisme des LPS, notamment leur transport

inverse, dans le contexte de la GVHa.

Enfin, cibler la cascade inflammatoire initiée par les LPS apparait comme une
approche potentielle de prévention et de traitement de la GVHa. La modulation de
différents effecteurs du transport inverse des LPS a montré des résultats
encourageants dans le traitement des chocs septiques. Par exemple, 'augmentation
du taux de HDL circulantes (186) ou I'administration de PLTP recombinante (169)
permettent de limiter les complications et/ou d’améliorer la survie dans des modéles
de sepsis et de choc septique chez le rongeur. Nous proposons d’évaluer I'intérét
thérapeutique de la modulation du transport inverse des LPS sur la sévérité de la
GVHa.
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.  Modéles expérimentaux de GVHa

Souris

Les souris C57BI/6J (H-2°), BALB/cByJ (H-29) et C3H/HeN (H-2%) ont été acquises
auprés de Charles River ou Janvier Labs. Les souris C57BI/6J PLTP knock-out
(PLTP-/") nous ont été gracieusement fournies par I'équipe du docteur Laurent Lagrost
(UMR1231, Dijon, France). Les souris C57BI/6J APOA1 knock-out (Apoa1tm'Unc) ont
été acquises auprées de Jackson Laboratories et avaient un fond génétique C57BI/6
homogéne depuis au moins 10 générations. Nous avons ensuite maintenu un élevage
au sein de notre animalerie.

Toutes les souris ont été hébergées dans des cages filtrées avec un acces libre a la
nourriture et a I'eau supplémentée en néomycine (1,1 g/L, Sigma-Aldrich) dans
'animalerie de I'UMR1098 sous des conditions « dépourvues de pathogénes
spécifiques ». Quand les conditions expérimentales le permettaient, les souris d’'une
méme cage ont été aléatoirement réparties dans les différents groupes de greffe et/ou
de traitement. Toutes les expériences ont été approuvées par le comité d’éthique local

« Comité d’éthique bisontin en expérimentation animale » (projet #08010R).

Procédure de greffe de cellules hématopoiétiques

Tous les animaux utilisés étaient des males agés de 7 a 12 semaines au début des
expérimentations. A J-1, les souris receveuses ont recu une dose létale unique d’ICT
de 8,5 Gy (BALB/c) ou 10 Gy (C57BI/6) a I'aide d’'un cabinet MultiRad 160 (Faxitron).
Pour induire la survenue d’'une GVHa chez les souris receveuses BALB/c, elles ont
recu a JO, par voie intraveineuse, une suspension cellulaire contenant 5.10° cellules
de moelle osseuse déplétée en LT et 1.108 LT spléniques provenant de souris
donneuses C57BI/6 (groupe allogénique « allo ») ou BALB/c (groupe syngénique
« syng »). Les fractions ont été déplétées ou enrichies en LT CD3* grace a des tris
immuno-magnétiques avec les kits CD3 MicroBead Kit et Pan T Cell Isolation Kit I
(Miltenyi Biotec), respectivement et selon les instructions du fournisseur. La pureté

moyenne des tris était de 90,5 + 6,7%.
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Pour induire la survenue d’'une GVHa chez les souris receveuses C57BI/6, elles ont
recu a JO, par voie intraveineuse, une suspension cellulaire contenant 20.10° cellules
de moelle osseuse et 2-5.10° LT spléniques provenant de souris donneuses C3H/HeN
(allo) ou C57BI/6 (syng). La fraction splénique a été enrichie en LT CD3* par un ftri
immuno-magnétique avec le kit EasySep T Cell Isolation Kit (Stemcell), selon les

instructions du fournisseur. La pureté moyenne était de 91,6 + 3%.

Evaluation de la GVHa

La survie aprés la greffe a été suivie quotidiennement et I'apparition d’'une GVHa
systémique a été évaluée trois fois par semaine a l'aide d’un score décrit par I'équipe
de Ferrara (62). Ce score associe 5 criteres (évalués de 0 a 2 pour un total maximal
de 10): la perte de poids, la courbure de I'animal, son activité, 'apparence de sa
fourrure et la présence de lésions cutanées. Les animaux présentant une GVHa
sévere (score > 6/10) ont été euthanasiés dans le respect des recommandations
éthiques.

L’intégrité de la barriére intestinale a été évaluée grace a un test in vivo au FITC-
Dextran 4 kDa administré per os (16 mg par souris, Sigma-Aldrich). Quatre heures
plus tard, le plasma des souris a été prélevé et la concentration en FITC-Dextran a été
estimée a partir d'une gamme étalon sur un spectrophotometre PerkinElmer
(ex/em = 485/535 nm).

Les dommages de I'épithélium intestinal ont été appréciés par I'analyse histologique
de coupes minces d’intestin gréle et de colon des souris receveuses colorées a
I’'hématoxyline/éosine. Le score histopathologique a été déterminé par deux personnes
dont un anatomopathologiste (Pr. S. Valmary-Degano, CHU de Besangon) et prend
en compte quatre criteres : la présence de corps apoptotiques, la modification de
I'architecture épithéliale, la présence d’abcés cryptiques et la présence d’un infiltrat
inflammatoire. Un score de 0 a 3 a été attribué a chacun de ces critéres en fonction de

leur sévérité pour un total maximal de 12 (187).
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Préléevement sanguin

Apres 4 heures de mise a jeun, des échantillons de sang ont été collectés aux temps
indiqués  par voie rétro-orbitale dans des tubes EDTA (acide
éthylenediaminetétraacétique). Le plasma a été séparé des cellules sanguines par
centrifugation (20 min, 1300 x g, 4°C). Pour certaines expériences, les plasmas ont
été séparés par ultracentrifugations successives en fraction associée aux HDL

(1,063 < d < 1,21) et en fraction libre (non associée aux lipoprotéines, d > 1,21) (168).

II. Modalités de traitement des souris

Administration d’acide ursodésoxycholique (UDCA)

Les souris allogreffées ont regu de 'UDCA (CHU de Besangon) par (i) voie
intrapéritonéale (25 mg ou 50 mg/kg en NaCl 0,05% Tween-20) a J+4, J+6 et J+8
apres la greffe ou (ii) par administration quotidienne per os entre JO et J+9 (50 ou 100
mg/kg en NaCl 2% Glycérol) ou (iii) par 3 administrations hebdomadaires per os entre
J-1 et J+24 (750 mg/kg en NaCl 2% Glycérol).

Isolement et administration des iHDL (HDL isolées)

Le plasma utilisé pour lisolement des iHDL provenait de donneurs sains de
I'Etablissement Francais du Sang de Bourgogne Franche-Comté aprés signature d’un
consentement éclairé (autorisation AC-2015-2408). Les iHDL ont été séparées par
ultracentrifugations successives sur gradient de bromure de potassium
(1,063 < d < 1,21). La fraction isolée a été dialysée contre du PBS 1X pendant 24h,
puis la concentration protéique a été mesurée a I'aide d’un kit de dosage BCA (Pierce)
selon les recommandations du fournisseur.

Les iHDL ont été administrées 3 fois par semaine par voie intraveineuse aux souris
receveuses entre J-1 et J+24 autour de la transplantation. Les souris ont regu un total

de 12 injections de 20 mg de protéines/kg (300 uL par injection, véhicule : NaCl).
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lll. Dosages et expérimentations ex vivo et in vitro

Dosages immuno-enzymatiques des biomarqueurs de GVHa, de sCD14 et de
cytokines circulantes

Des échantillons de plasmas des souris receveuses ont été prélevés 6 ou 15 jours
aprés la transplantation. Les concentrations circulantes de REG3y (Cloud-Clone),
ST2, CD14 (R&D Systems), IL-6 et TNF-a (Biolegend) ont été mesurées par technique
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) a I'aide de kits commerciaux, selon les

recommandations des fournisseurs.

Quantification des LPS

Tout le matériel utilisé était apyrogéne ou décontaminé par autoclavage a 250°C et les
réactifs utilisés étaient de grade « endotoxin-free ». La concentration des LPS totaux
a été déterminée dans les échantillons de plasma et de bile par quantification directe
des chaines acyles caractéristiques du lipide A des LPS : 'hydroxylaurate (C12:0),
I’hydroxymyristate (ou 3HM, C14:0), I'hydroxypalmitate (C16:0) et I’hydroxystéarate
(C18:0). La technique Endoquant® développée par 'TUMR1231 (Dijon, France (123))
repose sur I'hydrolyse des échantillons, I'extraction des acides gras libres par la
méthode « water/hexane » et leur séparation par chromatographie en phase liquide a
haute performance (Infinity 1200 HPLC binary system, Agilent). La détection est
assurée par spectrométrie de masse en tandem (QQQ 6460 triple quadruple masse
spectometer, Agilent).

L’activité endotoxinique dans les échantillons de plasma dilués au 1:20¢ a été mesurée
a laide d'un test chromogénique au Limulus Amebocyte Lysate (LAL) selon les

instructions du fournisseur (QCL-1000, Lonza).

Test de neutralisation des LPS par le plasma

Des cellules HEK-Blue exprimant de fagon stable TLR4, CD14, MD2 et un géne
rapporteur sous la dépendance de NF-kB (InvivoGen) ont été cultivées en plaques 96
puits selon les recommandations du fournisseur. Les cellules ont été traitées avec
0,01 EU/mL de LPS standard pendant 21h en absence ou en présence de 2,5% de
plasma provenant des souris receveuses. Le surnageant de culture a ensuite été

mélangé au milieu de détection chromogénique. L'induction de NF-kB par la liaison du
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LPS a TLR4/CD14/MD2 a été quantifié¢e en mesurant I'absorbance a 635 nm
(PerkinElmer). Les résultats sont présentés comme un index de neutralisation dont la

référence est la densité optique obtenue avec du plasma de souris naive.

Mesure de I’activité PLTP

L’activité PLTP a été quantifiée a I'aide d’un kit commercial (Roar Biomedical) selon
les instructions du fournisseur. Brievement, le plasma des souris receveuses (prélevé
aprés une période de mise a jeun de 4h) a été incubé avec des liposomes donneurs
contenant des phospholipides fluorescents et des liposomes accepteurs. Le transfert
des phospholipides marqués a été suivi a l'aide d’'un spectrophotométre Victor

multilabel counter (ex/em = 465/535 nm, PerkinElmer).

Dosage des HDL circulantes
Le HDL-cholestérol a été mesuré dans le plasma des souris receveuses (prélevé aprés
une période de mise a jeun de 4h) a l'aide d’'un automate Indiko et de kits commerciaux

spécifiques (Thermo Scientific).

Extraction des cellules immunitaires de la rate et du foie

Les splénocytes des souris ont été obtenus par dissociation manuelle des rates. Les
cellules de l'infiltrat immunitaire hépatique ont été obtenues par dissociation manuelle
des foies suivie d’'un isolement sur gradient de Percoll selon une méthode décrite par
Blom et al. (188). Les suspensions cellulaires obtenues étaient constituées a 98,4 +
0,85% de leucocytes CD45*. Les globules rouges ont été éliminés par incubation avec
une solution de lyse osmotique (NH4+Cl 41.45 g/L, EDTA 0.185 g/L, KHCO3 5 g/L, H20).

Analyse de la polarisation des LT et de la maturation/activation des CPA par
cytométrie en flux

Pour I'analyse de la polarisation des LT, un million de cellules a été stimulé pendant
4h avec 50 g/mL de phorbol-myristate-acétate, 1 yg/mL de ionomycine (Sigma-
Aldrich) et 1 uL/mL de bréfeldine A (Golgi Plug, BD Bioscience) avant le marquage.
Pour 'analyse de la maturation des DC, un million de cellules fraiches a été utilisé.
Pour I'analyse de I'activation des CPA (sécrétion de cytokines), un million de cellules
a été stimulé pendant 4h avec 1 ug/mL de LPS (E. coli serotype 055:B5, Sigma-
Aldrich) et 1ug/mL de bréfeldine A (Golgi Plug, BD Bioscience) avant le marquage.
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Les cellules ont été marquées avec un marqueur de viabilitt Zombie Aqua dye
(Biolegend), selon les instructions du fournisseur, puis avec les anticorps de marquage
membranaire décrits dans la Table H. Pour I'analyse de la sécrétion de cytokines, les
cellules ont été fixées et perméabilisées avec le kit FoxP3/transcription factor buffer
set (Invitrogen) avant le marquage intracellulaire avec les anticorps décrits dans la
Table I. Les différents marquages ont été analysés par cytométrie en flux (BD
LSRFortessa X-20, BD Biosciences) et les données ont été compilées a l'aide du
logiciel FlowJo 10 (FlowdJo, LLC).

Table H — Références des anticorps utilisés pour les marquages membranaires :

Cible — Fluorophore Référence Cible — Fluorophore Référence
CD3 - PerCP BD Biosciences #553067 CD19 - V450 BD Biosciences #560375
CD3 - APC-Vio770 Miltenyi #130-109-840 CD25 — PE-Vio770 Miltenyi #130-108-998

CD4 - V450 BD Biosciences #560468 CD80 - BV605 BD Biosciences #563052
CD8 - PerCP BD Biosciences #553036 CD86 — BV711 BD Biosciences #740688

CD11b - FITC BD Biosciences #553310 F4/80 — BV421 BD Biosciences #565411

CD11c - APC BD Biosciences #550261 IA/IE — PE-Cy7 Biolegend #107630

CD11c-BV711 BD Biosciences 563048

Table | — Références des anticorps utilisés pour les marquages intracellulaires :

Cible — Fluorophore Référence Cible — Fluorophore Référence
FoxP3 - PE Biolegend #126404 IL-12 — APC BD Biosciences #554480
IFN-y - FITC Miltenyi #130-109-721 TNF-a — PerCP-Cy5.5 BD Biosciences #560659
IL-6 — PE Biolegend #504503

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

Afin d’apprécier la capacité des CPA spléniques des souris receveuses a promouvoir
des réactions allogéniques, une MLR a été réalisée 6 jours apres la greffe. Brievement,
des LT provenant de souris C57Bl/6 naives ont été marqués au CFSE
(carboxyfluorescein succinimidyl ester) et mis en culture avec des splénocytes issus
de souris allogreffées traités a la mitomycine C (rapport : 1 LT pour 3 splénocytes). A
'issue de 5 jours de co-culture, la dilution du marquage CFSE a été analysée par
cytométrie en flux aprés marquage des cellules avec un marqueur de viabilité Zombie
Aqua dye (Biolegend) et un anticorps anti-CD3 couplé a 'APC (BD Biosciences
#553066) (acquisition : BD LSRFortessa X-20, BD Biosciences, analyse : logiciel
FlowJo 10, FlowdJo, LLC).
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Cultures bactériennes et extraction des LPS par méthode « hot phenol-water »

Les souches bactériennes Escherichia coli (CIP7624), Bacteroides dorei (JCM13471)
et Bacteroides caccae (ATCC43185) ont été acquises auprés de I'American Type
Culture Collection. Les LPS ont été extraits des culots bactériens selon la technique
« hot phenol-water » décrite par Davis et Goldberg (189). Les produits d’extraction ont

ensuite été analysés par Endoquant® comme décrit ci-dessus.

IV. Représentation et analyse statistique des résultats

Les résultats ont été représentés par la moyenne plus ou moins I'erreur a la moyenne
(SEM) des données. Les valeurs aberrantes ont été éliminées par la méthode ROUT
(a =0,1%) et la distribution des données a été examinée grace au test de normalité de
D’Agostino et Pearson. Les groupes ont ensuite été comparés a l'aide de tests
paramétriques (ANOVA et post-test de Bonferroni ou test t non appari€) ou de leurs
équivalents non paramétriques (test de Kruskal-Wallis et post-test de Dunn ou test de
Mann-Whitney) si les données ne suivaient pas une distribution gaussienne. Les
corrélations ont été évaluées a l'aide du test non paramétrique de Spearman. Les
courbes de survie ont été comparées en utilisant un test de Mantel-cox (log-rank). Une
valeur de p inférieure a 0,05 a été considérée comme statistiquement significative pour
chacune des expériences. Les données ont été représentées et analysées a 'aide du

logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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Résultats

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont fait I'objet du dép6t d’'une demande de
brevet sous le numéro FR1910075 (Annexe 1) et seront synthétisés dans une

publication scientifique (en cours de préparation).

l. Etude du métabolisme des LPS dans un modéle murin
de GVHa

Le réle des LPS comme signaux de danger initiateurs de la GVHa et l'identification
des bactéries intestinales comme leur source principale ont été décrit dés les années
1990 (92,110,138). Toutefois, I'ensemble de ces travaux fondateurs repose sur une
quantification de I'activité biologique des LPS, via des tests au LAL, et n’informe pas
sur le devenir des LPS circulants. Ici, nous avons utilisé des modéles expérimentaux
afin d’explorer le métabolisme des LPS dans le contexte de la GVHa a l'aide d’'une
technique innovante de détection des LPS par chromatographie en phase liquide a
haute performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem (technologie
Endoquant® (123)).

Nous devions disposer d’'un modéle expérimental de GVHa robuste. Dans le modéle
C57BIl/6 - BALB/c, des souris receveuses BALB/c (H-2% ont regu une dose létale
d’ICT (8,5 Gy) puis une suspension cellulaire par voie intraveineuse de 5.10° cellules
de moelle osseuse déplétée en LT et 1.108 LT spléniques provenant de souris
donneuses C57BI/6 (H-2°, groupe allogénique «allo») ou BALB/c (controle
syngeénique « syng ») (Figure 1A). L’apparition et le développement de la pathologie
ont été suivis tout au long des expérimentations en évaluant la survie
(quotidiennement) et le score clinique (3 fois par semaine). La médiane de survie des
souris allogreffées est de 25 jours aprés la greffe et toutes les souris décedent au plus
tard aprés 42 jours (Figure 1B). Les souris des groupes contrbles (syngénique ou
moelle osseuse seule « MO ») présentent quant a elles une survie de 91,7% et 100%

respectivement. La dose d'ICT employée est Iétale pour 'ensemble des souris non
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greffées (« ICT ») avec une médiane de survie de 13 jours. La masse corporelle et le
score clinique spécifique ont également été mesurés afin d’évaluer le développement
de la GVHa (Figure 1B). Une perte de poids et les premiers signes appréciables
(courbure dorsale, négligence du toilettage, inflammation de la muqueuse oculaire)
apparaissent dés les premiers jours suivant la greffe et persistent tout au long des
expérimentations. Environ 40% des souris allogreffées ne survivent pas a ce premier
pic inflammatoire (J+10) et les survivantes développent d’autres signes évaluables tels
gu’'une sécheresse cutanée allant jusqu’a I'alopécie. Par ailleurs, la concentration
circulante de la forme soluble de ST2 (sST2) a été dosée dans le plasma des souris
receveuses 15 jours aprés la transplantation (Figure 1C). Ce biomarqueur spécifique
de la GVHa (64) est significativement plus élevé pour les souris ayant regu des LT
allogéniques (150,8 + 12,5 ng/mL) par rapport a celles ayant regu des LT syngéniques
(58 + 6,2 ng/mL). Ainsi, le suivi du développement de la GVHa a I'aide d’un score
clinique et d’'un biomarqueur spécifiques assure la validité du modele expérimental
C57Bl/6 - BALB/c, précédemment décrit dans la littérature (190) pour la suite de ces

travaux.
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Figure 1 — La greffe allogénique de cellules de moelle osseuse et de LT C57BI/6 provoque une
GVHa chez les souris receveuses BALB/c. (A) Des souris BALB/c irradiées (8,5 Gy) ont été
transplantées avec 5.108 cellules de moelle osseuse déplétée des cellules CD3* et 1.10° LT provenant
de souris BALB/c (Syng) ou C57BI/6 (Allo) (modéle C57BI/6 - BALB/c). (B) La survie, la masse
corporelle et le score clinique ont été suivis pendant 60 jours aprés la greffe (n=12-20 souris/groupe, 2
expériences indépendantes, * p < 0,05, **** p < 0,0001, test de Mantel-Cox ou test t non apparié sur les
aires sous la courbe). (C) La concentration de la forme soluble de la protéine ST2 (sST2) a été dosée
par méthode immuno-enzymatique dans le plasma des souris 15 jours aprés la transplantation (n=8-17
souris/groupe, 2 expériences indépendantes, **** p < 0,0001, test t non apparié).
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La voie d’entrée supposée principale des LPS dans I'organisme aprés une alloCH est
la translocation intestinale. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a I'intégrité
de I'épithélium digestif dans le modéle C57Bl/6 - BALB/c. Tout d’abord, un
biomarqueur plasmatique spécifique de la GVHa intestinale (63), REG3y (équivalent
de REG3a chez 'lhomme), a été dosé 15 jours aprés la transplantation (Figure 2A). Si
REG3y est quasiment absent du plasma des souris syngéniques (0,6 + 0,1 pyg/mL),
une élévation significative est détectée pour les souris allogreffées (3,3 £ 0,5 pg/mL).
Par ailleurs, la perméabilité de I'intestin gréle des souris receveuses a été évaluée in
vivo a l'aide d'un test de translocation de billes de dextran (4 kDa) couplées a un
fluorophore (FITC) administrées per os 3 et 8 jours apres la greffe (Figure 2B). La
fluorescence a ensuite été mesurée dans le plasma 4h aprés I'administration (191). Si
la perméabilité de I'intestin des souris naives est pratiquement nulle (0,4 £ 0,1 pg/mL),
elle augmente lIégérement a J+3 pour les souris ayant regu une ICT (1,3 £ 0,5 pg/mL
pour le groupe syngénique, 1,9 + 0,4 pg/mL pour le groupe allogénique). De fagon plus
remarquable, la perméabilité intestinale des souris syngéniques revient a une valeur
proche des souris naives (0,6 + 0,2 ug/mL) dés J+8 tandis que la translocation des

billes de dextran continue d’augmenter chez les souris allogéniques (5,2 £ 0,8 ug/mL).

Ces données suggeérent que rapidement apres la transplantation, les réactions
allogéniques fragilisent I'épithélium intestinal et augmentent sa perméabilité a des
composés normalement séquestrés dans la lumiére intestinale. Enfin, I'altération de
I'épithélium intestinal a été confirmée par I'analyse histopathologique de coupes
minces d’intestin gréle et de colon colorées a I’hématoxyline/éosine (Figure 2C).
L’appréciation a J+15 des modifications de I'architecture épithéliale et de la présence
de corps apoptotiques, d’infiltrat inflammatoire et de micro-abcés cryptiques confirme
I'atteinte intestinale dans le modéle C57BI/6 - BALB/c, particulierement au niveau du
colon. Ainsi, il apparait que I'épithélium intestinal est rapidement Iésé a cause du
conditionnement par ICT (J+3) et que les Iésions sont majorées dans les jours suivants

par les réactions allogéniques (J+8 et J+15).
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Figure 2 — Le conditionnement pré-greffe et la réaction allogénique altérent I'intégrité de
I’épithélium intestinal. Dans le modéle C57BIl/6 - BALBI/c, (A) la concentration de la protéine REG3y
a été dosée par méthode immuno-enzymatique dans le plasma des souris 15 jours aprés la
transplantation. La présence de cet AMP dans la circulation générale des souris allogéniques reflete
une altération de I'épithélium intestinal et plus particulierement des cellules de Paneth (n=8-22
souris/groupe, 2 expériences indépendantes, **** p < 0,0001, test de Mann-Whitney). (B) La
perméabilité intestinale a été évaluée in vivo par administration per os de 16 mg de FITC-Dextran
(4 kDa) suivie d’'une mesure de la fluorescence a 535 nm dans le plasma des souris receveuses, 3 et 8
jours aprés la transplantation (n=3-11 souris/groupe, 3 expériences indépendantes, **** p < 0,0001 7-
way ANOVA et post-test de Bonferroni). (C) Quinze jours aprés la greffe, les dommages de I'épithélium
digestif ont été appréciés par I'analyse histologique de coupes minces d’intestin gréle et de colon des
souris receveuses colorées a 'hématoxyline/éosine. Le score histopathologique a été déterminé par
deux personnes dont un anatomopathologiste et prend en compte la modification de I'architecture
épithéliale, la présence de corps apoptotiques, d’infiltrat inflammatoire et de micro-abcés cryptiques
(n=3 souris/groupe, 1 expérience, ** p < 0,01, 2-way ANOVA).

91



Résultats

Il semble ainsi que I'épithélium intestinal soit trés vite perméabilisé aprés I'alloCH, c’est
pourquoi nous avons estimé la translocation de LPS a travers celui-ci précocement
aprés la greffe dans le plasma et dans la bile des souris receveuses (J+3 et J+6)
(Figure 3A). La technique Endoquant® (123) repose sur la quantification absolue des
chaines acyles des LPS par chromatographie en phase liquide a haute performance
couplée a la spectrométrie de masse. Le 3-hydroxymyristate (3HM) correspond aux
chaines de 14 carbones, largement représentées dans les LPS de différentes souches
d’entérobactéries (notamment E. coli). De plus, cet acide gras hydroxylé est spécifique
des bactéries et n’est retrouvé qu’a I'état de traces chez les vertébrés. Ainsi, il constitue
un marqueur de choix pour estimer la quantité de LPS total dans des échantillons
biologiques. Le dosage Endoquant® du 3HM dans le plasma des souris ayant regu un
conditionnement par ICT montre une légére augmentation des LPS circulants dés J+3
(126,4 + 13,9 pmol/mL pour le groupe syngénique et 129 + 11,4 pmol/mL pour le
groupe allogénique) par rapport a des souris naives (77,5 + 6,6 pmol/mL). Rapidement
(J+6), les taux de 3HM tendent a se normaliser dans le plasma des souris syngéniques
(89,5 £ 7,5 pmol/mL) tandis que les réactions allogéniques semblent participer a une
trés forte élévation des LPS circulants chez les souris allogreffées (314,3 + 42,3
pmol/mL). La méme cinétique est observée dans la bile des souris receveuses, qui
constitue I'accepteur final du métabolisme du LPS. Six jours aprés la transplantation,
les taux de 3HM biliaires sont ainsi multipliés par 5 pour les souris ayant recu des LT
allogéniques par rapport aux souris naives (4,3 + 0,6 et 0,8 + 0,2 nmol/mL,
respectivement). Afin de valider le dosage des LPS par Endoquant®, nous avons dosé
I'activité endotoxinique par la technique historique utilisant le LAL (Figure 3B). Bien
que préliminaires, les résultats corroborent I'élévation précoce des LPS actifs dans le
plasma des souris allogéniques (3,4 + 1,3 EU/mL) par rapport aux souris syngéniques
(1 £ 0,4 EU/mL). Le dosage de la forme soluble de CD14 (sCD14), qui participe a la
délivrance des LPS a son récepteur spécifique TLR4, permet d’estimer I'exposition aux
LPS (Figure 3C). En effet, une corrélation entre le taux de sCD14 plasmatique et la
réponse aux LPS circulants a été établie expérimentalement chez 'homme (192).
Dans le plasma des souris allogreffées, la concentration de sCD14 est triplée par
rapport a celle de souris naives ou syngéniques, suggeérant que les effets
inflammatoires des LPS circulants persistent au moins 15 jours aprés la

transplantation.
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Figure 3 — La GVHa augmente I'activité du LPS circulant. (A) Le 3-hydroxymyristate (3HM) est un
acide gras hydroxylé a 14 carbones (C14:0) dérivé du LPS. Il a été dosé dans le plasma et dans la bile
des souris receveuses (modéle C57BI/6 - BALB/c) par chromatographie en phase liquide a haute
performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem (HPLC-MS/MS, Endoquant®) 3 et 6 jours
aprés la transplantation (n=10-33 souris/groupe, 5 [plasma] ou 3 [bile] expériences indépendantes,
* p <0,05, ™ p<0,01, **** p <0,0001, test de Kruskal-Wallis et post-test de Dunn ou 7-way ANOVA
et post-test de Bonferroni). (B) L’activité du LPS dans le plasma des souris a été estimée a 'aide d’'un
dosage LAL 6 jours apres la greffe (EU : unité d’endotoxines, unité arbitraire) (n=9 souris/groupe, 3
expériences indépendantes). (C) La concentration circulante de la forme soluble du corécepteur de
TLR4, CD14 (sCD14) a été dosée par méthode immuno-enzymatique dans le plasma des souris 15
jours aprés la transplantation (n=6-15 souris/groupe, ** p < 0,01, test de Kruskal-Wallis et post-test de
Dunn). (D) La capacité de neutralisation de I'activité endotoxinique du plasma des souris receveuses a
été mesurée in vitro 3 et 6 jours aprés la greffe. Brievement, des cellules reportrices HEK-Blue
TLR4/CD14/MD2 ont été cultivées en présence de 2,5% de plasma et de 0,01 EU/mL de LPS standard.
Le masquage de I'activité du LPS a été indexé sur des plasmas issus de souris naives controles (n=11-
16 souris/groupe, 2 expériences indépendantes, ** p < 0,01, 7-way ANOVA et post-test de Bonferroni).
(E) Le plasma de souris receveuses a été soumis a des ultracentrifugations séquentielles afin de
séparer une fraction libre (non liée aux lipoprotéines) et une fraction liée aux HDL. Le 3HM a été dosé
dans les différentes fractions a I'aide de la technique Endoquant® (n=3-4 souris/groupe, *** p < 0,001,
2-way ANOVA).
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Une hypothése pour expliquer 'accumulation de LPS immunologiquement actifs dans
le plasma des souris allogreffées est la moindre efficacité d’élimination des LPS par
des composants plasmatiques. Pour étudier cette hypothése, nous avons réalisé des
tests in vitro de neutralisation de I'activité endotoxinique. Brievement, des cellules HEK
reportrices de I'activation de TLR4 ont été traitées avec une concentration connue de
LPS activateur en présence de plasma de souris receveuses (Figure 3D). En
rapportant l'intensité d’activation de TLR4 a I'intensité mesurée en présence de plasma
de souris naives (0,99 + 0,02), ce test permet d’évaluer la faculté des composants
plasmatiques a masquer I'activité endotoxinique d’'une dose de LPS connue. Ainsi, la
capacité de neutralisation de I'activité des LPS par le plasma est significativement
altérée par I'allogreffe, rapidement apres la transplantation (J+3, 0,78 + 0,05). Si cette
diminution tend a se corriger par la suite, le plasma des souris allogreffées reste moins
apte a neutraliser I'activité endotoxinique a J+6 (0,86 + 0,04). L'incorporation des LPS
dans les lipoprotéines circulantes limite I'interaction des LPS avec TLR4 et constitue
donc une voie potentielle de neutralisation par les composants plasmatiques. Le
dosage du 3HM dans différentes fractions de plasma séparées par ultracentrifugations
séquentielles réveéle que la majeure partie de I'élévation des LPS circulants est
imputable aux LPS libres (non associés aux lipoprotéines) chez les souris allogreffées
(169,5 £ 26,8 pmol/mL de LPS libres contre 38,5 + 0,7 pmol/mL pour le groupe
syngénique) (Figure 3E). L’ensemble de ces données laisse penser que les LPS actifs
s’accumulent dans le plasma des souris allogéniques car ils sont moins efficacement
neutralisés par les lipoprotéines circulantes. Un des mécanismes principaux
permettant le chargement des LPS dans les lipoprotéines, notamment les HDL, est la
voie dite « du transport inverse » (RLT pour Reverse LPS transport) : les LPS sont pris
en charge par les lipoprotéines grace a I'action d’enzymes telles que la PLTP. Les LPS

intégrés aux lipoprotéines sont ensuite acheminés vers le foie et éliminés dans la bile.
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Il. Modulation des effecteurs du transport inverse des LPS

Afin d’explorer les effets réciproques de la GVHa et du transport inverse des LPS sur
la physiopathologie de la maladie, nous avons modulé lactivité de différents
composants présumés du RLT dans nos modéles expérimentaux : le flux biliaire,

I'activité enzymatique PLTP et la présence de HDL circulantes.
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Figure 4 — L’administration d’UDCA ne diminue pas la sévérité de la GVHa. (A) Les souris
receveuses (modele C57BI/6 - BALB/c) ont recu de 'UDCA (i) par voie intrapéritonéale (IP) a J+4, J+6
et J+8 apres la greffe (25 ou 50 mg/kg, NaCl 0,05% Tween-20), (i) par administration quotidienne per
os de JO a J+9 (50 ou 100 mg/kg, NaCl 0,05% Tween-20) ou (iii) par 3 administrations per os/semaine
entre J-1 et J+24 (750 mg/kg, NaCl 2% Glycérol). Les différentes modalités de traitement ne semblent
pas améliorer ni la survie ni la sévérité de la GVHa des souris allogreffées (n=6-24 souris/groupe, 3
expériences indépendantes, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, test de Mantel-Cox ou test t non apparié sur
les aires sous la courbe [AUC]). (B) Le 3HM a été mesuré a I'aide de la technique Endoquant® dans le
plasma et la bile des souris ayant recu 3 administrations hebdomadaires d’UDCA (750 mg/kg) ou de
véhicule (NaCl 2% Glycérol) (n=3-5 souris/groupe, * p < 0,05, test de Kruskal-Wallis et post-test de
Dunn).
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Des études récentes ont montré qu’une sécrétion biliaire fonctionnelle était nécessaire
pour assurer un transport inverse efficace (193), c’est pourquoi nous avons administré
de l'acide ursodésoxycholique (UDCA) aux souris receveuses. L'UDCA est un acide
biliaire secondaire naturellement transformé par les bactéries intestinales a partir
d’acide chénodésoxycholique. Il est présent en faible quantité chez ’'homme, mais
peut étre supplémenté afin de dissoudre les calculs de cholestérol biliaires et
d’augmenter le flux biliaire (effet cholérétique en diminuant I’hydrophobicité des acides
biliaires), notamment dans le traitement des cholangites biliaires primitives et des
cholangites sclérosantes primitives. Dans le modéle C57BI/6 - BALB/c, les souris
allogreffées ont regu plusieurs doses d’'UDCA par voie orale ou intrapéritonéale. Si
I'injection d’UDCA par voie intrapéritonéale semble limiter partiellement la mortalité,
aucune modalité de traitement n’a permis d’améliorer significativement la survie ou la
séveérité de la GVHa (Figure 4A). De plus, des résultats préliminaires suggérent que
'administration d’UDCA per os ne diminue pas les concentrations plasmatiques et
biliaires de LPS mesurées par Endoquant® (Figure 4B). Ainsi, il semble que la
sécrétion biliaire ne soit pas la composante limitante pour la neutralisation des LPS

circulants par le RLT dans le contexte de la GVHa.

Afin de déterminer si I'activité PLTP ou la disponibilité en HDL circulantes pouvaient
influencer le transport des LPS et la sévérité de la GVHa, il nous fallait disposer d’un
modeéle expérimental ou les souris receveuses étaient de fond génétique C57BI/6. En
nous appuyant sur les travaux de I'équipe de Blazar (194), des souris C57BI/6 (H-2°)
ont regu une dose létale d’'ICT (10 Gy), puis une suspension cellulaire par voie
intraveineuse de 20.10° cellules de moelle osseuse et 2-5.10° LT spléniques provenant
de souris donneuses C3H (H-2%, groupe allogénique « allo ») ou C57BI/6 (controle
syngénique « syng ») (Figure 5A). La survie et le score clinique ont été évalués tout
au long des expérimentations. La médiane de survie des souris allogreffées est de 10
jours aprées la greffe et seules 2 souris sur 25 sont encore vivantes 60 jours aprés la
transplantation (Figure 5B). Les souris des groupes contrdles (syngénique ou MO)
présentent quant a elles une survie de 100% et 79% respectivement. La dose d’'ICT
employée est létale pour 'ensemble des souris non greffées (« ICT ») avec une
médiane de survie de 11 jours. Une perte de poids et une augmentation du score
clinique de GVHa apparaissent rapidement aprés la greffe et persistent tout au long

des expérimentations (Figure 5B). Dans le modéle C3H - C57BI/6, le développement
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de la GVHa a également été confirmé par I'élévation de la concentration de sST2 dans
le plasma des souris ayant recu des LT allogéniques (32,5 £ 9,3 ng/mL) par rapport a
celles ayant regu des LT syngéniques (11 £ 0,5 ng/mL) (Figure 5C). Ainsi, la greffe de
LT allogéniques C3H - C57BI/6 permet bien le développement de signes cliniques et

'augmentation de biomarqueurs spécifiques de la GVHa.

>
W

Syng
100 A Fkkk
20.10° MO :!3 S 75- l—-MO****
) 10 Gy [
" ©
C3H o C57BI/6 @ 25
2-5.10°LT Allo
H-2* H-2 ICT
0 M I 1
0 20 40 60
Jours post-transplantation
C Plasma J+15
2\1120— Syng 8- 80- .
2 q:’ Allo j o
©100- & 61 E 60
[] * E E’)
g T 4+ £ 40
O 80+ 2 * A _I_
@ Allo 8 2  20- o
ﬁ n Syng ® Ape-
60 I T 1 0" 0——'
=70 20 40 60 0 20 40 60 MO Allo

Jours post-transplantation Jours post-transplantation

Figure 5 — La greffe allogénique de cellules de moelle osseuse et de LT C3H provoque une GVHa
chez les souris receveuses C57BI/6. (A) Des souris C57BI/6 irradiées (10 Gy) ont été transplantées
avec 20.10° cellules de moelle osseuse et 2-5.10° LT provenant de souris C57BI/6 (Syng) ou C3H (Allo)
(modele C3H - C57BI/6). (B) La survie (n=18-25 souris/groupe, 3 expériences indépendantes, **** p <
0,0001, test de Mantel-Cox), la masse corporelle et le score clinique ont été suivis pendant 60 jours
apres la greffe (n=3-6 souris/groupe, * p < 0,05, test t non apparié sur les aires sous la courbe). (C) La
concentration de sST2 a été dosée par méthode immuno-enzymatique dans le plasma des souris 15
jours apres la transplantation (n=3-5 souris/groupe, * p < 0,05, test de Mann-Whitney).
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La PLTP peut prendre en charge les LPS circulants et les intégrer dans les
lipoprotéines circulantes, notamment les HDL. Son activité enzymatique a été dosée
dans le plasma des souris receveuses (modéles C57BI/6 - BALB/c) a l'aide d’un test
de transfert de phospholipides fluorescents (Figure 6A). L’activité PLTP plasmatique
est diminuée pour toutes les souris ayant regu une ICT précocement apres la greffe
(J+3, 0,47 £ 0,02 nmol/h pour les groupes syngénique et allogénique) et semble
revenir a un taux physiologique (0,69 + 0,04 nmol/h pour les souris naives) plus
rapidement pour les souris ayant recu des LT syngéniques (0,58 + 0,02 nmol/h) que
pour les souris allogéniques (0,48 = 0,04 nmol/h). Afin d’évaluer I'importance de
I'activité PLTP dans le RLT et la sévérité de la GVHa, des souris receveuses C57BI/6
wild type (WT, Pltp**) ou déficientes pour I'activité PLTP (Pltp”-, (195)) ont regu des
LT allogéniques (C3H) (Figure 6B). La diminution de I'activité PLTP dans les souris
WT allogreffées est également confirmée 6 jours aprés la transplantation dans le
modeéle C3H - C57BI/6 (0,11 £ 0,01 nmol/h contre 0,23 £ 0,02 nmol/h dans le plasma
des souris syngéniques). Conformément aux résultats attendus avec la mutation du
gene codant la PLTP, l'activité enzymatique est complétement abolie pour les souris
receveuses Pltp”- (0,0002 + 0,00004 nmol/h). Toutefois, I'absence d’activité PLTP
n’influence pas significativement la mortalité ou la sévérité de la GVHa dans notre
modéle (Figure 6C). Ces résultats suggerent que I'activité PLTP bien qu’impactée par
la procédure d’allogreffe, et notamment par le conditionnement, ne semble pas étre un

facteur prépondérant dans la physiopathologie de la GVHa.

98



Résultats

A Plasma B,_ Plasma J+6
< 1.2 Fkkk < 0.3 akalad
g J cE) AL
foa—’. . L foz—ﬂf
= '3' _g_ 33‘- - = .
Lo s BYEY & o014 %
8 e o
2 o S
E 0.0 o o o o o 2 0.0-
) ) o o+ 3
2 £3 5% S% 8
Z » n (%) o Q
D+3 D+6
Syng 8-
100 - 0
3 754 =3
27 Pltp™ £ ¥ ns
$ 50- s o
5 Pitp*'* g
® 25- S
%)
0 T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60

Jours post-transplantation Jours post-transplantation

Figure 6 — L’activité PLTP plasmatique ne semble pas avoir un impact relevant sur la sévérité de
la GVHa. (A) L’activité de transfert de composés lipidiques de la PLTP a été dosée dans le plasma des
souris 3 et 6 jours aprés la transplantation (modéle C57BI/6 - BALB/c) (n=18-21 souris/groupe, 3
expériences indépendantes, **** p < 0,0001, 7-way ANOVA et post-test de Bonferonni). (B) Le méme
dosage d’activité a été reproduit dans le modéle C3H - C57BI/6 avec des receveuses allogéniques
exprimant (Pltp**) ou non (Plto”) le géne de la PLTP (n=6-7 souris/groupe, *** p < 0,001, test de
Kruskal-Wallis et post-test de Dunn). (C) La survie et le score clinique des souris receveuses
allogéniques Pltp** et Pltp” ont été évalués quotidiennement (n=12-17 souris/groupe, 2 expériences
indépendantes, ns : non significatif, test de Mantel-Cox ou 7-way ANOVA et post-test de Bonferroni sur
les aires sous la courbe).
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Figure 7 — Le défaut de synthése des lipoprotéines et ’labsence de HDL circulantes aggravent la
sévérité de la GVHa. (A) Le taux de HDL circulantes a été estimé par le dosage du HDL-cholestérol
dans le plasma des souris receveuses (modéle C57BI/6 - BALB/c) 6 jours aprés la transplantation a
l'aide d’'un automate Thermo Fischer Indiko (n=3-11 souris/groupe, 2 expériences indépendantes,
** p < 0,01, test de Kruskal-Wallis et post-test de Dunn). (B) L’effondrement des HDL circulantes dans
le plasma des souris allogéniques a été confirmé dans le modéle C3H - C57BIl/6 par la méme
technique. Afin d’évaluer I'impact des HDL circulantes sur la sévérité de la GVHa, des souris exprimant
(WT pour wild type) ou n’exprimant pas (Apoa?™'Vm) |a protéine APOA-1 ont regu une greffe
allogénique. Les souris Apoa 1™V allogreffées présentent un taux de HDL circulantes proche de 0 g/L
(n=6 souris/groupe, 2 expériences indépendantes, ** p < 0,01, test de Mann-Whitney). (C) La capacité
de neutralisation du LPS des plasmas des souris naives ou allogreffées, WT ou Apoa?™'Vm a été
estimée a l'aide de cellules reportrices HEK-Blue TLR4/CD14/MD2. Les résultats ont été indexés sur le
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pouvoir de masquage du plasma des souris naives (n=3 souris/groupe). (D) La survie et le score clinique
des souris allogreffées WT et Apoa1i™U ont été suivis quotidiennement WT (n=9-19 souris/groupe, 3
expériences indépendantes, ** p < 0,01, *** p < 0,001, test de Mantel-Cox ou test de Kruskal-Wallis et
post-test de Dunn sur les aires sous la courbe). (E) La perméabilité intestinale a été évaluée in vivo par
test au FITC-Dextran 10 jours apres la transplantation (n=4-5 souris/groupe, * p < 0,05, test de Mann-
Whitney). (F) La présence de LPS dans le plasma des souris a été mesurée par technique Endoquant®
et par dosage LAL (6 souris/groupe, 2 expériences indépendantes, ** p < 0,01, test de Mann-Whitney).
L’index d’activité endotoxinique a été calculé comme le rapport entre I'activité (EU/mL) et le 3HM total
(nmol/mL) (123).

Le transport inverse fait intervenir les lipoprotéines circulantes, tout particulierement
les HDL, comme transporteurs du cholestérol ou des LPS de la périphérie vers le foie.
Ainsi, le taux de HDL circulantes peut constituer un frein a la neutralisation et a
I'élimination efficaces des LPS. Afin de tester cette hypothése dans le contexte de la
GVHa, la concentration de HDL-cholestérol a été mesurée dans le plasma des souris
receveuses (modeéle C57BI/6 - BALBI/c) 6 jours aprés la greffe (Figure 7A). Si le taux
plasmatique de HDL des souris ayant regu des LT syngéniques (1,06 + 0,03 g/L) est
proche des valeurs physiologiques (1,21 £ 0,04 g/L pour les souris naives), il apparait
effondré dans les souris ayant regu des LT allogéniques (0,24 £+ 0,02 g/L). Afin de
confirmer limpact de la concentration de HDL circulantes, des souris WT ou
n’exprimant pas APOA-I, I'apolipoprotéine principale des HDL (Apoa1i™'Unc (196)) ont
recu une greffe allogénique (C3H) et le HDL-cholestérol a été dosé dans leur plasma
a J+6 (Figure 7B). La diminution du taux circulant de HDL aprés alloCH a été
confirmée dans le modéle C3H - C57BI/6 (0,47 + 0,08 g/L contre 0,82 + 0,02 g/L dans
le plasma des souris syngéniques). Conformément aux résultats attendus avec la
mutation du géne codant APOA-I, la concentration plasmatique de HDL est quasiment
nulle pour les souris receveuses Apoa1i™'Unc (0,07 + 0,01 g/L). Par ailleurs, I'absence
de HDL circulantes est associée a une moindre capacité de neutralisation des LPS par
le plasma (Figure 7C). En effet, le plasma des souris naives Apoa17Un¢semble moins
apte a limiter I'activation des cellules HEK reportrices TLR4 par rapport aux souris
naives WT (0,71 £ 0,02 contre 1 + 0,21). Cette capacité semble encore davantage
diminuée par I'allogreffe (0,33 + 0,12). De plus, le défaut de synthése des lipoprotéines
et 'absence de HDL circulantes aggravent significativement la sévérité de la GVHa,
tant au regard de la mortalité que du score clinique spécifique (Figure 7D). Cette
altération de l'état général s’accompagne d’'une augmentation de la perméabilité

intestinale, comme l'atteste la translocation in vivo de FITC-Dextran supérieure pour
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les souris allogreffées Apoa?i™m’Unc (4,29 + 1,02 ug/mL) par rapport aux souris
allogreffées WT (1,54 £ 0,42 ug/mL) (Figure 7E). De fagon surprenante, le dosage du
3HM dans le plasma des souris receveuses révele une diminution des LPS circulants
6 jours aprés la transplantation pour les souris Apoa1tUnc (224 + 35,7 pmol/mL) par
rapport aux souris WT (514,2 £ 52,9 pmol/mL) (Figure 7F). Toutefois, le dosage de
I'activité endotoxinique par LAL ne révele pas de différence entre les plasmas des
souris WT et Apoa1imUnc (2 46 + 0,25 et 2,15 + 0,17 EU/mL, respectivement). L’index
d’activité, c’est-a-dire le rapport entre I'activité des LPS et leur concentration molaire
(123), est supérieur pour les souris qui présentent un défaut de synthése et une
absence de HDL circulantes par rapport a des souris WT. Ainsi, il semble que les LPS

soient moins bien neutralisés en absence de HDL dans un contexte de GVHa.

Afin d’évaluer I'impact du défaut d’expression d’APOA-I sur les réactions immunitaires,
les DC CD3-CD19CD11c*IA/IE* ont été quantifiées et leur maturation a été analysée
dans la rate des souris receveuses 6 jours aprés la greffe (Figures 8A, 8C). Les DC
sont plus nombreuses et expriment davantage les marqueurs de maturation CD80 et
CD86 a leur surface pour les souris Apoa1m7Unc gllogreffées par rapport aux souris WT
allogreffées. Ainsi, en moyenne, il y a 1,7 fois plus de DC CD80* et 3,3 fois plus de DC
CD86* parmi les splénocytes des souris présentant un défaut de synthése et une
absence de HDL. Par ailleurs, les souris allogreffées Apoa1i™’Unc présentent un
nombre absolu de LT CD3* supérieur a celui des souris naives a J+6 (Figures 8B,
8D). Ces LT CD4" et CD8" sécretent proportionnellement davantage d’IFN-y en
réponse a une stimulation non spécifique (phorbol-myristate-acétate/ionomycine),
conduisant au doublement du nombre de lymphocytes Th1 (401 + 0,05.10° contre 230
+0,04.103cellules) et Tc1 (1,23 £ 0,13.10° contre 0,61 + 0,15.10° cellules) dans la rate
des souris n'exprimant pas APOA-I. Ainsi, ces résultats indiquent que I'absence de
HDL circulantes dans le plasma des souris allogreffées conduit a une accélération de

la maturation des DC et favorise la polarisation Th1/Tc1 des LT dans la rate.
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Figure 8 — Le défaut de synthése des lipoprotéines et ’'absence de HDL circulantes accélérent la
maturation des DC et favorisent la production d’IFN-y par les LT de la rate. La maturation des DC
(A) et la polarisation des LT (B) ont été analysées par cytométrie en flux 6 jours aprés la transplantation
dans la rate des souris allogreffées WT et Apoa?™!U . (A) Le nombre cellulaire absolu de DC CD3"
CD19°CD11c*IA-IE* est significativement supérieur dans la rate des souris Apoa?™Y, Les DC des
souris Apoa1™Ync expriment davantage les marqueurs de maturation CD80 et CD86 a leur surface par
rapport a celle des souris WT, tant en pourcentage d’expression qu’en nombre absolu de cellules
positives. La différence d’expression de CD86 a la surface des DC est illustrée en (C). (B) Le nombre
absolu de LT CD3* est supérieur dans la rate des receveuses Apoa?™U™ par rapport a celui des
receveuses WT. La proportion de LT CD3*CD4* et CD3"CD8" sécrétant de I'lFN-y (respectivement Th1
et Tc1 pour LT cytotoxiques de type 1) est augmentée en absence de APOA-1 et représente un nombre
absolu de cellules supérieur aprés 4h de stimulation phorbol-myristate-acétate/ionomycine. La sécrétion
d’'IFN-y par les LT CD3"CD8" est illustrée en (D) (n=11-12 souris/groupe, 3 expériences indépendantes,
*p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001, test t non apparié ou test de Mann-Whitney).

103



Résultats

Par ailleurs, le foie est un organe cible de la GVHa et le site majeur d’élimination du
LPS transporté par les lipoprotéines plasmatiques. Son aspect apparait
particulierement détérioré pour les souris Apoa1™Unc gyant regu des LT allogéniques
(mauvaise perfusion sanguine, hépatomégalie, aspect tacheté). L'infiltrat de cellules
immunitaires tend a étre plus important pour ces souris (4,65 + 1,6.108 cellules contre
2,8 + 0,2.10° cellules pour les souris WT), alors qu'il est quasiment absent dans la
situation syngénique (0,26 + 0,05.10° cellules) (Figure 9A). Au sein de cet infiltrat, on
observe une proportion accrue de LT sécrétant de I'lFN-y parmi les LT CD4* et CD8"
et donc une augmentation significative du nombre absolu de LT polarisés vers un profil
Th1 et Tc1 (Figure 9B). L’activation des macrophages hépatiques a également été
analysée par cytométrie en flux. Les macrophages résidents, ou cellules de Kupffer
(KC), ont été définis comme CD11b*F4/80°" tandis que les macrophages non-
résidents (NRM) ont été définis comme CD11b*F4/80"9" (197) (Figure 9C). Les NRM
sont significativement plus nombreux dans le foie des souris déficientes pour APOA-I
(2,24 £+ 0,4.10% contre 1,21 + 0,1.10° cellules pour les souris WT) et sécrétent
proportionnellement plus de TNF-a et d’'IL-6 en réponse a une stimulation LPS (Figure
9D). Les mémes tendances sont retrouvées pour les KC sans que la différence entre
les souris WT et Apoa1i™Unc ne soit significative. Ces données suggérent que le défaut
de synthése des lipoprotéines et 'absence de HDL circulantes favorisent un phénotype

pro-inflammatoire des cellules immunitaires hépatiques.
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Figure 9 — Le défaut de synthése des lipoprotéines et I'absence de HDL circulantes favorisent
un phénotype pro-inflammatoire des cellules immunitaires hépatiques. (A) Le nombre de cellules
immunitaires a été évalué dans le foie des souris receveuses aprés isolement sur gradient de Percoll.
(B) La polarisation des LT hépatiques a été analysée par cytométrie en flux 6 jours apres la greffe. La
proportion et le nombre absolu de LT CD3"CD4" et CD3"CD8" sécrétant de I'IFN-y (Th1 et Tc1
respectivement) sont supérieurs chez les souris Apoa?™Y" par rapport aux souris WT aprés 4h de
stimulation phorbol-myristate-acétate/ionomycine. (C) La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des
cellules de Kipffer (CD11b*F4/80M") et des macrophages non-résidents (NRM, CD11b*F4/80°%) du
foie a été analysée par cytométrie en flux 6 jours aprés la transplantation aprés 4h de stimulation LPS.
(D) Le nombre absolu de cellules de Kipffer et de NRM tend a étre supérieur dans le foie des souris
Apoa1™Urc Les NRM, et dans une moindre mesure les cellules de Kupffer, sont plus nombreux a
produire du TNF-a et de I'lL-6 lorsque les souris présentent une absence de HDL circulantes (n=5-6
souris/groupe, * p < 0,05, test de Mann-Whitney).

105



Résultats

L’ensemble de ces résultats soutient I'hypothése qu’il existe des liens entre le
développement de la GVHa et le métabolisme des lipoprotéines. Il semble que
I'efficacité de neutralisation par les HDL et d’élimination par le foie des LPS soit limitée
dans le contexte de la GVHa par la disponibilité en HDL. En effet, la concentration de
ces transporteurs est considérablement réduite lorsque les souris regoivent des LT
allogéniques et leur absence totale conduit a une aggravation de la pathologie et a une
augmentation de marqueurs inflammatoires dans la rate et le foie des souris

receveuses déficientes pour APOA-I.
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lll. L’administration de HDL comme  approche

prophylactique de la GVHa

Les résultats précédents suggeéerent que le taux de HDL circulantes est négativement
impacté par I'alloCH et que leur absence compléte (receveuses Apoa1i’Un) dans le
plasma aggrave la mortalité, la sévérité et le statut inflammatoire des souris
développant une GVHa. Ce constat a inspiré le développement d’'une nouvelle
approche thérapeutique, 'administration de HDL, visant a rétablir le taux de HDL
circulantes, dans le but d’augmenter le RLT et de limiter I'inflammation induite par les
LPS.

Des HDL ont été isolées a partir du plasma de donneurs sains par ultracentrifugations
consécutives. Les souris receveuses allogreffées (modéle C57BI/6 - BALB/c) ont
recu trois injections hebdomadaires de HDL isolées (iHDL) a raison de 20 mg de
protéines/kg entre J-1 et J+24 autour de la transplantation par voie intraveineuse
(Figure 10A). L’administration réguliére de petites doses de iHDL permet de corriger,
au moins en partie, les concentrations plasmatiques de HDL-cholestérol dés les
premiers jours suivant I'allogreffe (0,56 £ 0,1 g/L contre 0,31 + 0,03 g/L pour les souris
ayant regu la solution contréle [NaCl]) (Figure 10B). L’augmentation du taux de HDL
circulantes s’accompagne d’un allongement de la médiane de survie (de 22 a 45 jours
apres la greffe) ainsi que d’une diminution significative du score clinique (Figure 10C).
Ainsi, il apparait que 'administration intraveineuse de iHDL protége partiellement les
souris ayant recu des LT allogéniques du développement d’'une GVHa. Cette
observation est confirmée par la tendance a la diminution du biomarqueur spécifique
de GVHa digestive, REG3y, dont la concentration est divisée par deux dans le plasma
des souris traitées par iHDL (Figure 10D). Par ailleurs, 'administration de iHDL tend
a diminuer la concentration de 3HM mesurée dans le plasma et la bile des souris
allogreffées a J+6 (Figure 10E). Dans le plasma, la concentration de 3HM est
diminuée en moyenne de 30% tandis que l'activité endotoxinique est également
réduite pour les souris ayant regu des iHDL (0,96 + 0,39 EU/mL contre 3,37 + 1,34
EU/mL pour les souris recevant le véhicule). L'index d’activité endotoxinique est
également réduit dans le plasma des souris traitées (3,77 £ 1,31 EU/pmol contre 6,2

+ 2,29 EU/pmol, données non incluses), suggérant une amélioration de la
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neutralisation des LPS avec l'administration de iHDL. De fagon intéressante, la
concentration en 3HM plasmatique est inversement corrélée au taux de HDL
circulantes (Figure 10E). De la méme facon, le 3HM mesuré dans la bile par technique
Endoquant® semble diminuer avec I'administration de iHDL (3,18 + 0,94 nmol/mL
contre 5,46 + 0,77 nmol/mL pour les souris non traitées). Ce taux est également
inversement corrélé avec la concentration de HDL circulantes (r=-0,7012, p = 0,0008,
données non incluses). Ces données considérées conjointement motivent
I'administration de iHDL comme approche thérapeutique pour limiter le développement
de la GVHa.

108



Résultats

A B Plasma J+6

-
= 0.8
HDL20mg/kg <
5.106MO - LT > x12 S 0.6
P
i e °
C57B|/6 1.108 LT BALB/c -t:) 0.2+
H-2" H-2¢ A
a 0.0-
I

+ Véh
+ HDL

C D Plasma J+15

100 Syng o & _ 8
=] -
= 75- +HDL g E 6
b £ o
2 50- ° =2 4
g . 2 s
" 251 4ven 9 Q 2
* () 14
0 T T 1 0‘
0 20 40 60 0 20 40 60 S 5'
Jours post-transplantation Jours post-transplantation f :f
E Plasma J+6 Bile J+6 Plasma J+6
600+ 8 3 5
- r=-0,6889 - 0,0532 E
E . E 6- 2 47
S 400+ - =~ 3]
»
£ £ 4- o
&200_ .'g £ -4 24
s = 2 :‘2 1
z z R
™ (32] =
0- 0- &-’ 0-
i, a 00 05 10 15 § a E, a
+ T  HDL-chol(g/L) R 7 I

Figure 10 — L’administration répétée de HDL isolées a partir de plasma humain permet de réduire
significativement la sévérité de la GVHa. (A) Des HDL ont été isolées (iHDL) par ultracentrifugations
différentielles de plasma humain. Les souris allogreffées (modéele C57BI/6 - BALB/c) ont regu 12
injections intraveineuses de 20 mg/kg de iHDL (véhicule : NaCl 0,9%) réparties entre J-1 et J+24 autour
de la greffe. (B) L’administration répétée de iHDL permet d’améliorer le taux de HDL circulantes mesuré
a l'aide d’'un automate Thermo Fischer Indiko (n=10-11 souris/groupe, 3 expériences indépendantes,
* p < 0,05, test de Mann-Whitney). (C) Le traitement des souris allogreffées par iHDL améliore leur
survie et diminue la sévérité de la GVHa (n=19-39 souris/groupe, 4 expériences indépendantes,
**** p < 0,0001, test de Mantel-Cox ou 7-way ANOVA et post-test de Bonferroni sur les aires sous la
courbe). (D) La concentration de la protéine REG3y a été dosée par méthode immuno-enzymatique
dans le plasma des souris 15 jours aprés la transplantation (n=8 souris/groupe). (E) Le 3HM a été dosé
dans le plasma et dans la bile des souris receveuses par technique Endoquant® 6 jours aprés la
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transplantation (n=9-13 souris/groupe, 4 expériences indépendantes, test de Mann-Whitney). Le taux
de 3HM plasmatique est inversement corrélé avec le taux de HDL circulantes (n=26 paires, **** p <
0,0001, test de corrélation non-paramétrique de Spearman). L’activité du LPS circulant a été mesurée
6 jours apreés la transplantation par dosage LAL (n=7-9 souris/groupe, 3 expériences indépendantes).

Afin de confirmer que la restauration du taux de HDL circulantes permet de réduire la
sévérité de la GVHa et de limiter I'intensité des réponses allogéniques, nous avons
testé in vitro la capacité des splénocytes des souris allogreffées, ayant regu ou non
des iHDL, a activer la prolifération de LT naifs dans une réaction mixte lymphocytaire
(MLR). Brievement, des LT issus de souris C57BI/6 naives et marqués au CFSE ont
été cultivés avec des splénocytes de souris receveuses (modele C57BI/6 - BALB/c)
prélevés 6 jours aprés la greffe (Figures 11A, 11B). L’analyse de la dilution du
marquage CFSE aprés 5 jours de co-culture ne révele pas de différence de
prolifération des LT C57BI/6. Les LT activés par le contexte allogénique proliférent a
la méme vitesse que les splénocytes proviennent de souris ayant recu ou non des
iHDL (index de prolifération). En revanche, une proportion significativement inférieure
de LT est activée et prolifere au contact des cellules de souris traitées (index de
division de 0,084 + 0,004 contre 0,11 £ 0,01 pour les souris ayant regu le véhicule).
Ainsi, le nombre de cellules ayant subi au moins une division au cours de la co-culture
diminue d’environ 25% si les splénocytes proviennent d’'une souris traitée par iHDL.
L’administration intraveineuse de HDL semble donc limiter la capacité des splénocytes
des souris traitées a induire des réactions allogéniques, ce qui pourrait participer a la

diminution de la sévérité de la GVHa observée.
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Figure 11 — L’administration répétée de iHDL diminue la capacité des splénocytes a activer des
LT naifs ex vivo. L’alloréactivité a été mesurée par réaction lymphocytaire mixte (Mixed lymphocyte
reaction, MLR) 6 jours aprés la greffe. Brievement, des LT naifs issus de souris C57BI/6 et marqués au
CFSE ont été cultivés en présence de splénocytes issus des souris allogreffées traitées ou non par
iHDL. La dilution du marquage CFSE a été analysée par cytométrie en flux aprés 5 jours de co-culture.
(A) L’'index de prolifération correspond au rapport entre le nombre total de divisions et le nombre de
cellules CFSE™ ayant proliféré. L’index de division est le rapport entre le nombre total de divisions et le
nombre total de cellules CFSE* (n=6 souris/groupe, ** p < 0,01, test de Mann-Whitney). Des profils de
proliférations des LT CFSE* en absence (cellules répondeuses seules) ou en présence de splénocytes
issus de souris traitées (+HDL) ou non (+Véh) par iHDL sont représentés en (B).
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Les données précédentes suggerent que I'administration de HDL pourrait participer a
diminuer l'inflammation dans le contexte de la GVHa. Dans le plasma des souris
allogreffées, I'administration de HDL semble limiter les concentrations de cytokines
pro-inflammatoires circulantes (Figure 12A). Notamment, elle entraine une diminution
de moitié des concentrations d’IL-6 circulantes a J+6 (217,7 + 73 contre 504 + 177,8
pg/mL), mais semble avoir un effet plus limité sur les concentrations de TNF-a a J+15.
Le foie est un organe cible de la GVHa et posséde un réle central dans le métabolisme
des lipoprotéines et I'élimination des LPS. Nous avons évalué 'effet de I'administration
de iHDL sur les cellules immunitaires hépatiques par cytométrie en flux. Six jours aprés
la transplantation, les LT CD8" représentent une moindre proportion des LT infiltrant
le foie et sont moins aptes a sécréter de 'lFN-y en réponse a une activation non
spécifique (phorbol-myristate-acétate/ionomycine) lorsque les souris ont regu des
injections de lipoprotéines (Figure 12B). L’analyse de I'activation des APC dans le foie
révele que rapidement aprés la greffe (J+6), les NRM des souris traitées par HDL
sécretent significativement moins d’IL-12 en réponse a une stimulation LPS (75,8 +
2,9 % de cellules positives contre 84,6 + 2 % pour les souris non traitées) (Figure
12C). Plus tardivement (J+24), ce sont les KC qui deviennent moins sensibles a la
stimulation LPS et produisent moins d’'IL-12 et de TNF-a (Figure 12D). Ainsi,
'administration de HDL limite la production de signaux inflammatoires par les CPA

dans le foie des souris allogreffées.
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Figure 12— L’administration répétée de iHDL semble limiter I'inflammation systémique et diminue
la production de cytokines pro-inflammatoires dans le foie. (A) Les concentrations d’'IL-6 (n=6
souris/groupe) et de TNF-a (n=3 souris/groupe) ont été mesurées dans le plasma des souris allogreffées
6 ou 15 jours apres la transplantation par méthode immuno-enzymatique. (B) La proportion de LT CD3*
CD8" dans l'infiltrat immunitaire du foie ainsi que leur capacité a sécréter de I'IFN-y (phénotype Tc1)
ont été analysées 6 jours apres la greffe par cytométrie en flux aprés 4h de stimulation phorbol-
myristate-acétate/ionomycine. (C, D) La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages
du foie a été analysée 6 jours et 24 jours apres la greffe par cytométrie en flux aprés 4h de stimulation
LPS. (C) La proportion de macrophages non-résidents du foie (NRM) sécrétant de
'IL-12 est diminuée par 'administration de iHDL précocement aprés la greffe. (D) L’administration de
iHDL réduit également la proportion de cellules de Kupffer sécrétant de I'lL-12 et du TNF-a plus
tardivement (J+24). (B, C, D : n=6 souris/groupe, * p < 0,05, test de Mann-Whitney ou test t non apparié).
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L’ensemble de ces résultats confirme l'intérét de moduler le métabolisme des
lipoprotéines et le transport inverse des LPS, tout particulierement en amplifiant la
concentration de HDL circulantes, pour prévenir le développement d’'une GVHa aprés
alloCH. L’administration réguliére de faibles doses de HDL isolées a partir de plasma
de donneurs sains apparait comme une approche thérapeutique efficace pour limiter
la mortalité et la sévérité de la GVHa dans le modéle C57BI/6 - BALB/c. Cet effet
protecteur est associé a une réduction des concentrations de 3HM plasmatique et
biliaire, une diminution de la capacité des splénocytes a soutenir des réactions
allogéniques et une moindre sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules

immunitaires hépatiques.
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IV. Reésultats préliminaires

Dans un premier temps, nous avons pris le parti de limiter 'étude du métabolisme des
LPS dans nos modéles expérimentaux de GVHa a I'analyse du 3HM, c’est-a-dire un
acide gras hydroxylé a 14 carbones trés répandu parmi les entérobactéries telles qU’E.
coli. Toutefois, la technique Endoquant® permet de mesurer d’autres acides gras
hydroxylés spécifiques des bactéries par chromatographie en phase liquide a haute
performance couplée a la spectrométrie de masse : I'hydroxylaurate (C12:0),
I'hydroxypalmitate (C16:0) et 'hydroxystéarate (C18:0). Les données présentées dans
cette partie sont préliminaires et doivent étre considérés avec précaution. La structure
du lipide A de la plupart des entérobactéries n’est pas élucidée a I’heure actuelle, il est
donc impossible de relier de fagon certaine les longueurs de chaines acyles a la

prépondérance de certaines especes.

Cependant, afin de mieux interpréter ces données, les LPS de différentes souches
d’entérobactéries a Gram négatif ont été extraits par technique « hot phénol-water »
et les différentes longueurs de chaines acyles ont été dosées par Endoquant® (Figure
13A). La structure du lipide A d’E. coli est connue et contient principalement des
chaines de 3HM et d’hydroxylaurate. La prépondérance de 3HM est confirmée par le
dosage des LPS extraits, mais le dosage par Endoquant® des chaines a 12 carbones
n’était pas encore mis au point au moment de ces expériences préliminaires. Nous
avons souhaité comparer cette composition a celle de LPS décrits comme moins
immunogénes voire antagonistes du LPS d’E. coli, comme Bacteroides dorei et
Bacteroides caccae (118). L'analyse des LPS de ces deux derniéres souches montre
gu’ils contiennent exclusivement des chaines hydroxypalmitate (22% pour B. dorei et
37% pour B. caccae) et des chaines hydroxystéarate (77% et 62% respectivement).
Ainsi, il apparait que les LPS immunogénes contiendraient plutdt des chaines a 12 et
14 carbones tandis que les LPS antagonistes contiendraient davantage de chaines a

16 et 18 carbones.
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Figure 13— Les bactéries intestinales expriment a leur surface des LPS contenant des chaines
acyles de différentes longueurs. Afin de déterminer les longueurs des chaines acyles du lipide A de
d’E. coli, de Bacteroides dorei et de Bacteroides caccae, les différents LPS ont été extraits de colonies
bactériennes par technique « hot phenol-water ». Les produits d’extraction ont ensuite été analysés par
méthode Endoquant® (C12:0 = hydroxylaurate, C14:0 = hydroxymyristate, C16:0 = hydroxypalmitate,
C18:0 = hydroxystéarate) (n=1 dosage Endoquant pour un pool de 3 extractions indépendantes).

Le dosage de chaque longueur de chaines acyles dans le plasma de souris naives ou
ayant regcu des LT syngéniques ou allogéniques, 6 jours apreés la greffe, est représenté
dans la Figure 14A. Outre I'augmentation de 3HM associée a l'alloCH décrite
précédemment, il apparait que la concentration de toutes les longueurs de chaines
acyles augmente pour les souris allogreffées. Le taux total moyen de LPS circulants
est de 7,54 + 0,26 nmol/mL (contre 1,24 + 0,02 nmol/mL pour les souris ayant regu
des LT syngéniques). Toutefois, la proportion de chaque type de chaines acyles parmi
les LPS totaux est similaire entre les souris naives, syngéniques et allogéniques. En
revanche, si I'on considére les LPS présents dans le culot cellulaire, c’est-a-dire les
LPS encore fixés aux bactéries transloquées dans la circulation et les LPS liés aux
cellules immunitaires, 'augmentation de la concentration des différentes chaines
acyles s’accompagne d’une modification de leur répartition (Figure 14B). En effet,
I'hnydoxylaurate (C12:0) et le 3HM sont davantage représentés pour les souris ayant
recu des LT allogéniques (26,3% et 7,9% respectivement) par rapport aux souris ayant
recu des LT syngéniques (10,5% et 5,2% respectivement). Ainsi, il semble qu’en plus
de 'augmentation du 3HM dans le plasma des souris allogreffées, la concentration des
LPS liés aux bactéries entiéres et/ou liés aux cellules immunitaires augmentent

également rapidement apreés la transplantation.
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Figure 14— La concentration des différentes longueurs de chaines acyles est augmentée aprés
alloCH dans le plasma mais également dans le culot cellulaire. La technique Endoquant® a été
utilisée pour déterminer les concentrations des différentes chaines acyles dans le plasma (A) et dans
les culots cellulaires (B) 6 jours aprés la transplantation (modéle C57BI/6 - BALB/c). Sila concentration
des différentes chaines est augmentée aprés allogreffe dans le plasma et dans les cellules sanguines,
la proportion qu’elles représentent reste inchangée dans le plasma. En revanche, la proportion de C12:0
mesurée dans les cellules sanguines est augmentée aprés allogreffe (n=3-24 souris/groupe de 1
[cellules sanguines] ou 3 [plasma] expériences indépendantes).
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Figure 15— Aprés alloCH, les chaines C12:0 et C14:0 sont majoritaires parmi les LPS circulants
libres. Six jours apreés la transplantation (modele C57BI/6 - BALB/c), le plasma des souris a été séparé
par ultracentrifugations séquentielles en une fraction liée aux HDL et une fraction libre (non liée aux
lipoprotéines). La technique Endoquant® a été utilisée pour déterminer les concentrations des différents
LPS dans la fraction HDL (A) et la fraction libre (B). La concentration de toutes les chaines acyles est
augmentée par l'allogreffe dans les deux fractions. Si la répartition des différentes longueurs est
similaire dans la fraction liée aux HDL, les LPS contentant des chaines C12:0 et C14:0 sont
prépondérantes dans la fraction libre du plasma des souris ayant recu une allogreffe par rapport a une
greffe syngénique (n=3-4 souris/groupe).
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Afin de mieux comprendre I'association des LPS aux HDL dans le contexte de la
GVHa, le plasma des souris receveuses a été séparé par ultracentrifugations
séquentielles. La concentration des différentes chaines acyles a ensuite été dosée
dans la fraction HDL (Figure 15A) et dans la fraction libre, non associée aux
lipoprotéines (Figure 15B). Dans la fraction HDL, tous les types d’acides gras
hydroxylés sont retrouvés en plus grande quantité pour les souris allogreffées, avec
des proportions similaires a celles des souris syngéniques. Ceci laisse penser que les
HDL incorporent toujours les mémes proportions des différentes chaines acyles. En
revanche, la fraction libre du plasma de souris ayant regu des LT allogéniques contient
davantage de chaines acyles C12:0 et C14:0 (plus de la moitié des LPS circulants),
alors que ceux-ci représentent moins d’un tiers des LPS circulants pour les souris
syngéniques. Ces LPS libres sont capables d’activer le systéme immunitaire et

peuvent participer a I'initiation de la GVHa en agissant comme des signaux de danger.

L’ensemble de ces résultats, bien que préliminaires, suggerent qu'il est intéressant de
doser les différents sous-types de LPS afin d’avoir une représentation globale de la
translocation bactérienne. De plus, il apparait que la réalisation de ce dosage dans
différentes fractions du plasma permet de mieux appréhender le métabolisme des LPS

circulants dans nos modeéles murins de GVHa.
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. Discussion des principaux résultats

L’augmentation des concentrations circulantes de LPS et ses effets pro-inflammatoires
ont été décrits comme des signaux déclencheurs de GVHa depuis de nombreuses
années (92,110,138). Toutefois, peu de données ont été publiées sur leur prise en
charge par I'organisme apres le déclenchement de la GVHa. Ainsi, I'objectif principal
de ces travaux était d’explorer le métabolisme des LPS, notamment son transport
inverse, dans des modéles expérimentaux de GVHa afin de proposer de nouvelles

approches thérapeutiques.
1. Etude du métabolisme des LPS dans un modéle murin de GVHa

Nous avons tout d’abord validé I'utilisation du modéle expérimental C57BI/6 - BALB/c
grace au suivi du développement de la GVHa (mortalité et score clinique) et au dosage
de biomarqueurs spécifiques. Ce modeéle est couramment utilisé pour étudier la
physiopathologie de la GVHa. Nos résultats sont similaires a ceux de Van Leuween et
al. (190) qui proposent une ample description d’'un modéle trés similaire (nombre de
cellules injectées supérieur sans tri des LT spléniques). Les cinétiques de survie, perte
de poids et score clinique sont analogues a ce que nous avons pu observer. De plus,
les auteurs confirment que les symptoémes spécifiques de la GVHa apparaissent trés
rapidement (J+7 aprés la transplantation). A ce temps précoce, les signes cliniques ne
sont pas imputables au seul conditionnement, car ils sont absents dans les groupes
contréles ayant regu une ICT mais pas de LT allogéniques. Nous avons également
confirmé dans ce modéle la perte d’intégrité de I'épithélium intestinal et I'exposition
systémique aux LPS associées au développement d’'une GVHa. Un pic de 3HM a été
mis en évidence dans le plasma des souris du groupe allogénique 6 jours aprées la
greffe. Hill et son équipe (92) avaient également montré une élévation précoce du LPS
a J+7 dans le modéle B6 - B6D2F1 avec forte dose d’'ICT. Dans des modéles murins

moins agressifs, les LPS sont détectés dans le plasma plus tardivement (J+16 dans le
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modeéle « parent-enfant » C57BI/6 - B6AF1), suggérant que la cinétique d’exposition
au LPS peut varier en fonction de l'intensité de la GVHa.

Par ailleurs, nous utilisons ici une technologie innovante pour la détection des LPS
dans les fluides biologiques: la chromatographie en phase liquide a haute
performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem (technique Endoquant®
développée par Laurent Lagrost et son équipe (123)). Cette technique robuste et
offrant une grande reproductibilité de résultats permet de s’affranchir de certains
défauts de la méthode historique de dosage des LPS au LAL. En effet, le dosage par
spectrométrie de masse n’est pas dépendant de la structure des lipides A (le LAL ne
réagit pas a tous les LPS) et ne produit pas de faux-positifs (le LAL peut réagir aux
molécules « lipid A-like » qui ne sont pas des LPS) (198). Nous avons montré une
élévation des LPS totaux (par Endoquant®), de l'activité endotoxinique (par dosage
au LAL), ainsi que de la forme soluble de CD14 (192). En plus de confirmer I'exposition
précoce des souris receveuses aux LPS, la méthode Endoquant® permet de quantifier
les LPS dans les différentes fractions du plasma séparées par ultracentrifugations
(fraction liée aux HDL ou fraction libre, non liée aux lipoprotéines). Ces données sont
précieuses pour mieux comprendre la prise en charge des LPS dans le contexte de la
GVHa. En effet, 'augmentation des LPS plasmatiques observée a J+6 est
principalement causée par des LPS libres, suggérant qu’ils sont moins bien neutralisés
chez les souris ayant regu des LT allogéniques. De ce fait, nous avons concentré la
suite de notre étude sur le métabolisme des lipoprotéines et le RLT qui sont les

principales voies de neutralisation et d’élimination des LPS.

2. Modulation des effecteurs du transport inverse des LPS

La procédure d’alloCH semble affecter négativement le RLT. Il a déja été démontré
que la réponse inflammatoire pouvait inhiber le transport inverse du cholestérol. Par
exemple, I'inflammation peut diminuer I'expression des transporteurs du cholestérol,
modifier la qualité, la taille et/ou la capacité a prendre en charge le cholestérol des
HDL. Le contexte inflammatoire peut également limiter 'assimilation et 'excrétion du
cholestérol par le foie (199,200). Toutefois, ces études utilisent des modéles murins
d’'inflammation induite par des composés bactériens (LPS ou zymosan), il est donc

difficile de conclure sur la modulation du RCT par les signaux de danger ou par la
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réponse inflammatoire elle-méme. Des études complémentaires dans des modeéles
d’inflammation aseptique seraient nécessaires pour mieux comprendre ces
mécanismes. La modulation des effecteurs du RCT par I'inflammation a été illustrée
chez 'homme. L’analyse du plasma de patients avant (phase pré-inflammatoire) et
aprés (phase inflammatoire) une chirurgie cardiaque révéle des modifications
quantitatives et qualitatives des HDL (201). Afin de mettre en évidence la composante
du RLT qui pouvait limiter la neutralisation et/ou I'élimination des LPS au cours de la
GVHa, trois types de modulation ont été proposés : 'administration ’'UDCA, I'absence
de PLTP (PLTP) et I'absence de HDL (APOA-|im?Unc)

L’'UDCA est utilisé en clinique pour la prévention des toxicités hépatiques de la
procédure d’allogreffe. Dans une étude prospective randomisée, son administration
est associée a une diminution de I'incidence de la GVHa sévére, une réduction de la
mortalité non associée a la rechute a un an (19% chez les patients ayant recu de
'UDCA contre 34% dans le groupe contrdle) et une amélioration significative de la
survie globale (202). Toutefois, son mécanisme d’action aprés alloCH n’a pas encore
été mis en évidence.

Plusieurs effets de 'UDCA pourraient intervenir dans la modulation du RLT et dans la
physiopathologie de la GVHa. Tout d’abord, TUDCA a des effets cholérétiques (203),
c’est-a-dire qu'’il fluidifie et accélére la sécrétion biliaire. LUDCA posséde également
un réle hépato-protecteur car il remplace les acides biliaires hydrophobes toxiques
pour le foie (204). Il a également été montré que 'UDCA pouvait moduler la réponse
inflammatoire en diminuant les concentrations circulantes de TNF-a et d'IFN-y par un
mécanisme dépendant du récepteur aux glucocorticoides dans des modeéles
expérimentaux d’hépatite et d’endotoxémie (205). Dans notre étude, 'administration
d’UDCA aux souris allogreffées avait pour but d’explorer ce mécanisme d’action et
notamment de préciser siI'accélération du flux biliaire pouvait potentialiser I'élimination
des LPS. Toutefois, dans le modele de GVHa C57BI/6 - BALB/c, 'administration
d’UDCA per os ou par voie intrapéritonéale n’a pas montré d’effet significatif sur la
survie des souris ou sur la sévérité de la GVHa. Au contraire, le traitement per os
semble plutét délétére, sans doute a cause de la répétition de I'administration par
sonde pouvant fragiliser le tube digestif.

Schwarzenberg et Bundy ont montré que I'administration prophylactique d’UDCA

diminuait la translocation de LPS a travers la muqueuse intestinale et réduisait la
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production subséquente de TNF-a chez les rats nouveau-nés (206). Les travaux de
'équipe de Yamamoto suggérent que I'UDCA exerce un effet protecteur sur les
endotoxémies induites par injection de LPS. Au contraire, dans les modéles d’infection
bactérienne, 'UDCA, en diminuant la réponse inflammatoire, aggraverait la mortalité
des souris (205). Le contexte de la GVHa correspond a la présence dans la circulation
générale a la fois de LPS et de bactéries vivantes (101), des études plus approfondies
sont donc nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme d’action de 'lUDCA dans

le contexte de la GVHa.

La PLTP est un effecteur clé dans le transport inverse des LPS car elle favorise leur
chargement sur les HDL par son activité de transfert des composés lipidiques (156).
Nous avons montré dans ces travaux que l'activité PLTP plasmatique était diminuée
par 'ICT (groupe syngénique et allogénique) précocement apres la greffe. Par ailleurs,
le retour a un index d’activité physiologique semble plus lent chez les souris
allogreffées. Afin d’évaluer 'importance de cette protéine dans le contexte de la GVHa,
une greffe allogénique a été réalisée chez des souris PLTP”-. L’absence d’activité
PLTP n’entraine pas d’aggravation de la sévérité de la GVHa du point de vue de la
mortalité et du score clinique. Il semble ainsi que I'activité PLTP, bien que diminuée
apres alloCH, puisse étre suffisante a assurer le transfert des LPS et ne constitue pas
un facteur limitant du RLT au cours de la GVHa. Toutefois, Deckert et al. ont
récemment montré que I'administration de PLTP recombinante pouvait améliorer la
survie dans des modéles murins de sepsis (169). Cette approche pourrait également
avoir des effets bénéfiques dans le contexte de la GVHa, car la PLTP, en plus de
participer a la neutralisation des LPS, aurait une action bactéricide directe en formant

des pores a la surface des bactéries.

Ainsi, la diminution de la neutralisation et/ou de I'élimination des LPS ne semble
imputable ni a un défaut de I'excrétion biliaire, ni a un défaut d’activité de transfert de
la PLTP. Le facteur limitant pour un transport inverse efficace au cours de la GVHa
semble plutét étre la disponibilité des transporteurs des LPS : les HDL. En effet leur
concentration plasmatique est effondrée chez les souris allogreffées dans les premiers
jours suivant la greffe et leur absence totale (receveuses allogéniques Apoa1imUnc)

aggrave la sévérité de la GVHa.

126



Discussion & Conclusion

De fagon surprenante, le défaut de synthése des lipoprotéines et I'absence de HDL
circulantes sont associés a un taux circulant de LPS total inférieur par rapport aux
souris WT. Toutefois, le dosage de I'activité des LPS par la technique LAL montre que
I'activité endotoxinique mesurée dans les plasmas n’est pas différente que les souris
expriment ou non la protéine APOA-I, suggérant que le LPS surnuméraire chez les
souris WT serait masqué par les HDL ou par un autre mécanisme. Il est possible que
le défaut de HDL soit pondéré par des mécanismes de compensation, fréquemment
observés chez les souris génétiquement modifiées (207), mais pas encore mis en
évidence chez les souris Apoa1i'Unc 3 ce jour. Il est également possible que le pic de
LPS détecté dans le plasma des souris WT a J+6 apres la transplantation soit plus
précoce lorsque les souris présentent un défaut de synthése des lipoprotéines et une
absence compléte de HDL. Des expérimentations supplémentaires sont nécessaires
pour mieux comprendre le métabolisme des LPS chez les souris Apoa1im'Unc,

Par ailleurs, I'aggravation de la GVHa pour les receveuses n’exprimant pas APOA-I
est corroborée par 'augmentation de marqueurs d’activation immunitaire dans la rate
et dans le foie. Notamment, I'absence de HDL circulantes entraine une accélération
de la maturation des DC et une augmentation de la polarisation Th1/ Tc1 des LT par
rapport aux souris allogreffées WT dans la rate. Dans le foie, la mutation de APOA-I
augmente le nombre de cellules immunitaires infiltrant les tissus aprés alloCH (LT et
macrophages notamment). De plus, ces cellules produisent davantage de cytokines
pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a et IL-6) chez les souris Apoa1™'Um que chez les
souris WT. Zhang et al. ont déja démontré que les CPA hépatiques jouaient un role
primordial dans le recrutement de LT CD8" et que la déplétion conjointe des CPA du
foie et de la rate permettait de réduire la sévérité de la GVHa hépatique (208). Nos
résultats suggérent que les macrophages non-résidents (NRM) sont particulierement
impliqués. |l s’agit de macrophages dérivés de monocytes et recrutés par la réaction
inflammatoire (209). Toutefois, le phénotype de ces cellules mériterait d’étre précisé
car il pourrait également exister une colonisation du foie par des cellules de Kupffer
dérivées de monocytes. En effet, 'environnement crée par les cellules hépatiques
stellaires, les hépatocytes et les cellules endothéliales peut favoriser le recrutement et
la reprogrammation de monocytes circulants en cellules de Kupffer (210,211). Le
modeéle dynamique proposé par ces deux études suggere la complexité des réactions
immunitaires au niveau hépatique et il apparait alors nécessaire de préciser le

phénotype des différentes populations impliquées dans notre modéle de GVHa.
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3. L’administration de HDL comme approche prophylactique de la
GVHa

Les effets péjoratifs de I'absence de HDL circulantes, tant au niveau systémique
gu’'immunitaire, suggerent I'impact de ces lipoprotéines sur la physiopathologie de la
GVHa. C’est pourquoi nous avons exploré le potentiel thérapeutique de l'injection de
HDL pour prévenir et/ou traiter la survenue de la GVHa chez les souris allogreffées.
La source de HDL choisie était des lipoprotéines isolées a partir de plasma humain
(donneurs sains) par ultracentrifugations successives sur gradient de bromure de
potassium (iHDL). Cette technique est peu colteuse et aisée a mettre en ceuvre.
Toutefois, la composition lipidique des HDL, le statut inflammatoire du donneur, la
technique de préparation et les conditions de stockage sont des parameétres importants
qui peuvent influencer la structure et la fonction des HDL. En effet, 'oxydation des
HDL, leur taille ou le remplacement de APOA-I par une protéine de phage aigué de
'inflammation, SAA pour Serum amyloid A, peuvent modifier les propriétés anti-
inflammatoires des HDL (212,213).

Pour éviter ces biais, Van der Vost et al. suggerent (214) :

i) d’'utiliser des lots de HDL issus de plusieurs donneurs et/ou plusieurs
séparations
ii) de vérifier la fonctionnalité des iHDL (par exemple, par un test d’efflux du

cholestérol. Dans notre étude, il pourrait s’agir d’'un test de masquage de
I'activité endotoxinique mesuré a l'aide des cellules HEK reportrices TLR4)
fif) d’utiliser des préparations récentes
iv) de comparer plusieurs sources de HDL (cf. § Perspectives : Alternatives pour
augmenter le taux de HDL circulantes).
Afin d’assurer une qualité optimale des iHDL, nous avons systématiquement combiné
les produits d’extraction de deux donneurs pour constituer les lots de iHDL, limité au
maximum le temps avant leur congélation a -80°C et vérifié la composition protéique
par électrophorése en conditions dénaturantes. L’étude citée ci-dessus (214) propose
cependant des contrbles supplémentaires qui nous permettraient de valider la

fonctionnalité des iHDL avant leur utilisation in vivo.
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Dans un premier temps, nous avions formulé I'’hypothése que I'administration de iHDL
devait encadrer le pic de LPS circulants, identifié dans le plasma des souris 6 jours
apres la transplantation, afin d’assurer au mieux son élimination. Dans des
expériences non développées dans ce mémoire, les souris ont été traitées par des
doses importantes (40, 80 ou 100 mg/kg) de iHDL par voie intraveineuse encadrant
(J+4, J+6, J+8) ou précédant (J+1, J+3, J+5) le pic de LPS plasmatique. Aucune de
ces modalités de traitement n’a montré d’amélioration sur la survie ou le score clinique
des souris allogreffées. La stratégie de traitement a alors été réorientée vers une
supplémentation longue en iHDL dans le but de rétablir durablement les taux circulants
de ces lipoprotéines. L’administration de doses moins importantes (20 mg/kg) mais
régulieres (3 injections par semaine) pendant une période s’étendant du
conditionnement par ICT (premiére injection regue plusieurs heures avant la séance
d’'ICT) jusqu’a 24 jours apres la greffe, a permis une diminution significative de la
mortalité et de la sévérité de la GVHa chez les souris allogreffées. Cette modalité de
traitement permet de couvrir partiellement le déficit en HDL dés J+6. Néanmoins, elle
n’est associée qu’a une tendance a la diminution des LPS plasmatiques et biliaires
dosés par spectrométrie de masse. L’administration de iHDL semble avoir davantage
d’impact sur I'activité des LPS circulants qui est réduite au méme taux que celui des
souris syngeniques. Aussi, il est possible qu’a ce temps précoce (J+6), les LPS soient
effectivement pris en charge par les HDL mais qu’ils n’aient pas été transportés vers
le foie. Un dosage des LPS par Endoquant® dans les fractions libre et liée aux HDL

du plasma de souris traitées par iHDL pourrait répondre a cette hypothése.

La réduction de la concentration et de I'activité des LPS circulants n’est que partielle,
et semble ainsi insuffisante pour expliquer I'effet notable de I'administration de iHDL
sur la mortalité et la sévérité de la GVHa. Il est possible que les effets bénéfiques
observés soient imputables a d’autres propriétés anti-inflammatoires des HDL. En plus
de la neutralisation de I'activité biologique des LPS, les HDL transportent les lipides
oxydés et ils limitent la réaction inflammatoire des cellules endothéliales (215). Les
HDL modulent également les réponses des cellules de 'immunité innée et adaptative

(216). Ces effets sont résumés dans la Figure O.
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Macrophages

1 Signalisation médiée par CD40

1 Phagocytose

1 Expression des TLR

1 Sécrétion de cytokines inflammatoires dépendantes des TLR
1 Réponses IFN type |

/

Monocytes
| Expression de CD11b LT
1 Adhésion aux cellules endothéliales « HDL # | Signalisation par le TCR
1 Différenciation M1 (inflammatoires) 1 Activation et prolifération
T Différenciation M2 (résolutifs) ‘ | ) |
Cellules dendritiques
1 Différenciation et maturation LB
1 Présentation antigénique Perturbation possible des fonctions par la
1 Production d'IL-12 déplétion du cholestérol des rafts lipidiques

1 Activation des LT

Figure O — Les HDL et APOA-I exercent des effets spécifiques sur les cellules de I'immunité
innée et adaptative. Les HDL et leur apolipoprotéine de structure possédent des propriétés anti-
inflammatoires directes sur les réponses du systéme immunitaires. D’aprés : Catapano et al., 2014 (216)

Ainsi, au moins une partie des effets bénéfiques observés lors de 'administration de
iHDL aux souris receveuses d’une allogreffe pourraient étre dus a I'activation du RCT
et non du RLT. Par exemple, I'équipe de Tontonoz a montré que I'accumulation de
cholestérol dans les CPA CD11c* augmentait leur capacité de présentation de
I'antigene et la production de BAFF et APRIL (facteurs de différenciation des LB),
participant au développement de syndromes auto-immuns (217). De la méme facgon,
Westerterp et al. ont observé que les souris déficientes pour les transporteurs du
cholestérol ABCA1 et ABCG1 étaient prédisposées au développement de
glomérulonéphrites auto-immunes. Aussi, I'accumulation de cholestérol dans les
cellules dendritiques participe a I'activation de I'inflammasome et a la production de
cytokines pro-inflammatoires (218). Ainsi, bien que les taux de LPS (plasmatiques et
biliaires) soient inversement corrélés, de fagon significative, a la concentration de HDL
circulantes, il est possible que la déplétion en cholestérol des CPA participe également
a prévenir le développement de la GVHa dans notre modeéle.

Par ailleurs, Van der Vost et al. ont mis en évidence un effet pro-inflammatoire des
HDL sur les macrophages qui pourrait étre bénéfique au cours des infections
bactériennes. En effet, la déplétion passive en cholestérol des macrophages murins et

humains par les HDL augmente la réponse immunitaire innée et participe a la clairance
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bactérienne (219). Cependant, cet effet activateur des HDL sur les macrophages, s'il
existe dans le contexte de la GVHa, tendrait plutét a favoriser l'alloréactivité et/ou le
rejet du greffon par le receveur. Or, nous n’avons pas constaté ces phénoménes dans

nos expériences.

Ainsi, les mécanismes d’action de 'administration de HDL dans notre modéle de GVHa
restent a préciser, mais il apparait que 'augmentation de la concentration de HDL
circulantes :

e limite la capacité des cellules immunitaires a soutenir des réactions allogéniques,
comme le montre la moindre prolifération de LT naifs cultivés en présence de
splénocytes de souris traitées par iHDL par rapport a des splénocytes de souris
non traitées ;

e diminue [linflammation systémique ainsi que la production de marqueurs
inflammatoires dans le foie. L’administration de iHDL diminue linfiltration de LT
CD8" et leur production d'IFN-y, et limite I'activation et la production de cytokines
pro-inflammatoires des deux sous-populations de CPA hépatiques testées.

Cette étude devra étre complétée par I'analyse du phénotype des lymphocytes

circulants et spléniques. Il serait également intéressant d’évaluer [leffet de

'administration de iHDL sur la présence et la fonctionnalité de cellules immuno-

régulatrices pouvant limiter la sévérité de la GVHa. En effet, il a déja été montré in

vitro, dans un contexte non inflammatoire, que les HDL pouvaient favoriser la survie

des LTregs (220).

Si cette approche est originale dans la prophylaxie de la GVHa, des effets anti-
inflammatoires protecteurs des HDL ont déja été décrits ex vivo dans le sang total de
patients cirrhotiques (215), in vivo dans des modeles d’athérosclérose (221) et
d’arthrite rhumatoide (222).

Ainsi, 'administration répétée de iHDL offre une protection contre le développement
de la GVHa pour les souris ayant regu des LT allogéniques. Cette protection n’est que
partielle et ne saurait assurer une prophylaxie efficace a elle-seule. En revanche, cette
approche pourrait étre utilisée en complément des stratégies d’immunosuppression
existantes. L’administration de HDL, en limitant la réponse inflammatoire, pourrait ainsi
offrir la possibilité de diminuer les doses d'immunosuppresseurs prophylactiques, et

ainsi limiter, d’'une part, leur toxicité directe et, d’autre part, les risques de rechute et
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d’infection associés au défaut de reconstitution immunitaire qu’ils induisent. Par
ailleurs, associer 'administration de HDL avec d’autres stratégies pourrait potentialiser
ses effets dans nos modéles expérimentaux (administration d’'UDCA, de PLTP
recombinante... voir aussi § Perspectives : Alternatives pour augmenter le taux de

HDL circulantes).

4. Résultats préliminaires

L’utilisation de la chromatographie en phase liquide a haute performance couplée a la
spectrométrie de masse pour le dosage des LPS dans les fluides biologiques offre un
éclairage nouveau pour mieux comprendre leurs métabolismes. En effet, en dosant la
concentration de différentes chaines acyles caractéristiques des LPS bactériens et en
permettant cette mesure dans différentes fractions du plasma, la technique
Endoquant® permet d’apprécier 'endotoxémie de facon plus compléte.

Les travaux de Vatanen et son équipe proposent que les LPS issus de différentes
souches d’entérobactéries ont des propriétés plus ou moins pro-inflammatoires (118).
Les auteurs suggérent, par ailleurs, que la présence de certaines bactéries,
notamment les bactéries dont le LPS a un fort pouvoir immunogéne comme E. coli,
dans le microbiote de nouveau-nés limite le développement de maladies auto-
immunes en participant a '« éducation » du systéme immunitaire. lls mettent
également en évidence les propriétés antagonistes des LPS des bactéries du phylum
Bacteroidetes. Par exemple, le LPS de B. dorei inhibe la réaction inflammatoire de
monocytes humains stimulés avec du LPS de E. coli de maniére dose-dépendante. Au
cours de la GVHa, il a été décrit que la dysbiose intestinale favorisait 'émergence d’E.
coli au détriment des bactéries des phyla Firmicutes et Bacteroidetes (101,223). Nous
avons essayeé de déterminer si la longueur des chaines acyles de ces LPS et leur
capacité a activer le systéme immunitaire pouvait étre corrélées. Nos résultats
d’extraction et de quantification des chaines acyles par Endoquant®, bien que
préliminaires, suggérent que les LPS contenant des chaines C12:0 et C14:0 (E. coli)
seraient davantage inflammatoires et immunogénes tandis que les chaines C16:0 et
C18:0 (B. dorei, B. caccae) seraient moins aptes a déclencher des réponses

inflammatoires.
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Les concentrations des 4 longueurs de chaines acyles sont augmentées dans le
plasma des souris ayant regu des LT allogéniques 6 jours aprés la transplantation,
sans modification de leurs proportions respectives par rapport aux souris syngeniques.
Cependant, il est intéressant de compléter le dosage plasmatique par un dosage des
LPS dans le culot cellulaire, qui contient les LPS fixés sur les cellules immunitaires
mais aussi les bactéries entiéres. Dans le culot, la concentration de toutes les
longueurs de chaines est augmentée avec l'alloCH mais la proportion des
chaines « pro-inflammatoires » (notamment C12:0) est également augmentée. Cette
proportion suggere que cette longueur de chaine est davantage prise en charge par
les cellules immunitaires et/ou davantage représentée dans les bactéries traversant

I'épithélium intestinal lésé.

Toutefois, ces données sont a considérer avec précaution car les longueurs des
chaines acyles du lipide A ne sont pas le seul facteur influengant 'immunogénicité des
LPS. De plus, les acides gras hydroxylés dosés par spectrométrie de masse,
notamment les chaines C16:0 et C18:0, peuvent provenir des bactéries mais peuvent
également étre produites au cours de la B-oxydation mitochondriale des acides gras
(224,225). Néanmoins, les concentrations mesurées dans le plasma des souris
receveuses dans notre modeéle sont bien plus élevées que les valeurs considérées
dans I'étude de Szponar et son équipe (plusieurs nmol/mL contre quelques pmol/mL),
laissant penser que la B-oxydation seule ne pourrait étre responsable de telles

augmentations dans nos observations.

Enfin, le dosage des LPS dans les différentes fractions du plasma des souris
receveuses séparées par ultracentrifugations révele que les chaines C12:0 et C14:0
deviennent prépondérantes dans la fraction libre du plasma des souris ayant regu des
LT allogéniques (plus de 50% du total) par rapport a celles ayant recu des LT
syngéniques (moins de 30%). Cette observation est associée a une augmentation de
I'activité des LPS mesurée par test LAL. Ainsi, le dosage des LPS dans les fractions
plasmatiques associées ou non aux lipoprotéines apparait comme un outil de choix
pour évaluer la neutralisation de I'activité endotoxinique et comprendre le métabolisme
des LPS dans le contexte de la GVHa.
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5. Différences du métabolisme lipidique murin et humain

Une limite globale de ces travaux est I'existence de différences dans le métabolisme
des lipides chez la souris et chez 'lhomme. La différence majeure est I'absence totale
d’expression de la CETP chez la souris. La CETP assure le transfert d’esters de
cholestérol des aHDL vers les particules riches en APOB (VLDL, IDL et LDL) en
échange de triglycérides (154). En absence d’expression plasmatique de CETP, les
lipoprotéines majeures pour le transport du cholestérol chez la souris sont les HDL.
Chez ’lhomme, une partie de ce transport est assurée par les LDL.

Cette différence peut aussi influencer le RLT car les LPS peuvent également étre pris
en charge par les LDL voire étre transférés des HDL vers les LDL. Chez les patients
atteints d’un syndrome inflammatoire systémique, les LPS se retrouvent d’ailleurs
majoritairement liés aux LDL plutét qu’aux HDL (174). Le devenir des LPS associés
aux LDL est peu décrit dans la littérature car I'affinité de liaison LPS-LDL est inférieure
a l'affinité LPS-HDL (159). S’il semble que cette liaison neutralise également I'activité
endotoxinique, des études montrent que la liaison des LPS modifie la charge des LDL
et ralentit leur élimination (226,227). Toutefois, ces données sont peu étayées et des
expérimentations supplémentaires seraient nécessaires pour mieux comprendre les

cinétiques d’association des LPS aux LDL et leur élimination.

Des modeéles de souris transgéniques ont été développés pour exprimer la CETP et
'APOB humaines et présentent une distribution des lipoprotéines circulantes plus
proche de celle de ’'homme (228). Nous pourrions utiliser ces souris dans nos modeéles
de GVHa afin de refléter plus fidélement les conditions du RCT et du RLT chez
'homme. Cependant, il a été démontré que l'administration de LPS diminuait
I'expression de la CETP plasmatique chez les souris transgéniques et chez 'lhomme
(229). Par ailleurs, Venancio et al. ont démontré, dans des modéles expérimentaux de
sepsis induits par ligature/ponction du caecum, que la CETP avait plutét un impact
bénéfique sur la survie des souris en diminuant I'expression de TLR4 au niveau
hépatique et les taux circulants d’IL-6 (230). Ainsi, bien que les mécanismes mis en
jeu dans les modéles de sepsis puissent étre différents de ceux de la GVHa, il semble
que I'expression de la CETP aurait plutét un effet bénéfique et n’invaliderait pas nos

résultats antérieurs. Dans tous les cas, 'ensemble des données recueillies dans nos
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modeéles expérimentaux de GVHa devra étre confirmé chez 'homme. Une étude
clinique est en cours de mise en place: MetAlloLip pour « Lipopolysaccharide
metabolism and identification of potential biomarkers predictive of graft-versus-host
disease after allogeneic stem cell transplantation » (NCT03918343). Cette étude vise
notamment a déterminer si des parameétres du métabolisme des LPS (dosage par
Endoquant®, index d’activité, activité PLTP...) pourraient constituer des marqueurs

prédictifs précoces de GVHa.
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Il. Perspectives

1. Alternatives pour augmenter le taux de HDL circulantes

D’autres approches pourraient étre envisagées pour augmenter la concentration et/ou
la fonctionnalité des HDL circulantes. Tout d’abord, au lieu d’isoler des HDL a partir de
plasma humain, il est possible de reconstituer des HDL a partir ’APOA-I purifiée ou
recombinante et de lipides sélectionnés (souvent des phospholipides de soja). L’intérét
principal de cette stratégie est de pouvoir moduler la composition des particules
reconstituées afin d’en améliorer les capacités de transport et d’obtenir un produit
stable, sans variations inter-donneurs (231). Plusieurs entreprises se sont intéressées
a la production de formes reconstituées de HDL. Par exemple, I'efficacité du produit
CSL-112 de CSL Behring est actuellement étudiée dans la prévention des
complications cardiovasculaires chez des patients atteints d’'un syndrome coronarien
au cours d’un essai clinique de phase 3 (NCT03473223). Il existe d’autres stratégies
pour augmenter la concentration de HDL circulantes. Les principales approches sont
les activateurs de la formation et/ou de la maturation des HDL et les mimétiques de

APOA-I. Ces stratégies sont listées de maniére non exhaustive dans la Table J.
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Stratégie Exemple Référence

Les fibrates sont des agonistes du facteur de transcription  (232)
PPAR-a (Peroxisome proliferator-activated receptor-a) et
activent la transcription d’APO-A.

Induction de APOA-I
Des agonistes synthétiques puissants de PPAR-a ont (233,234)
également été développés, par exemple le LY518674 ou
le RVX-208.

Les agonistes LXR favorisent le RCT en activant la (235)

transcription de nombreux génes associés (notamment

Augmentation de I'efflux  Agca1 oy ABCG1).

du cholestérol vers les

HDL Le traitement avec des antagonistes du microARN-33 (236)
permet également une augmentation du RCT en levant
l'inhibition d’expression de ABCA1.

L’administration de LCAT recombinante normalise le profil (237)

Maturation des HDL - ]
lipidique chez 'homme et la souris.

Augmentation de la L’administration de peptides mimant APOA-I permet de (238)

mobiliser le cholestérol périphérique pour former des

formation des HDL particules HDL-like.

Table J — La concentration de HDL circulantes peut étre augmentée par différentes approches.
Les principales stratégies sont I'induction de I'expression de APOA-I, I'augmentation du RCT ou
'augmentation de la maturation/formation des HDL. D’aprées : Remaley et al., 2014 (239)

Tall et son équipe ont récemment suggéré que l'utilisation d’'inhibiteurs de la CETP
permettait d’augmenter le taux circulant de HDL et que cela pourrait constituer une
piste thérapeutique pour la prévention de I'athérosclérose (240). Toutefois, comme
décrit ci-dessus, il a été démontré que dans un contexte d’infection multi-bactérienne,
comme c’est le cas au cours de la GVHa, cette stratégie pouvait étre contre-productive
car la CETP limite l'inflammation induite par les LPS (230).

Une autre stratégie consiste a réduire le catabolisme des HDL, par exemple en utilisant
de la niacine (241) ou des inhibiteurs de SR-B1 (242). Cependant, les répercussions

sur le RLT ne sont pas connues et ces stratégies ne seront donc pas développées ici.
Ainsi, il existe plusieurs approches visant a augmenter le taux de HDL circulantes. I

serait intéressant d’identifier le ou les mécanismes a l'origine de I'effondrement de la

concentration plasmatique et de la diminution de fonctionnalité des HDL dans notre
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modeéle de GVHa afin de mettre en place la stratégie de compensation la plus adaptée.
De plus, le protocole d’administration des iHDL décrit dans ces travaux a été établi de
facon empirique et il serait nécessaire d’optimiser les protocoles d’extraction, de

conservation et d’administration du produit.

2. Effet GVL ?

Notre étude devra étre complétée en considérant I'effet de 'administration de HDL sur
I'effet GVL. En effet, les modéles expérimentaux que nous avons utilisé ne sont pas
entierement représentatifs de la situation clinique, notamment car il n’'y a pas de
composante leucémique. Or, il est nécessaire de s’assurer qu’un traitement montrant
une efficacité sur la GVHa ne limite pas par ailleurs l'effet anti-leucémique de
'administration de LT allogéniques. Plusieurs modéles d’injection de cellules
leucémiques suivies d’'une procédure d’alloCH ont déja été décrits et ont été
développés dans notre laboratoire (243). Par ailleurs, des travaux antérieurs ont
montré que la restauration de l'efflux du cholestérol par des agonistes LXR dans des
cellules dendritiques plasmacytoides leucémiques limite leur prolifération et favorise
leur apoptose (244). Nous pouvons ainsi poser I'lhypothése que 'augmentation du RCT
par les HDL pourrait également avoir des effets anti-leucémiques dans nos modeéles
d’alloCH.

3. Lésions hépatiques de la GVHa : roles sur les transporteurs

hépatiques du cholestérol/des LPS ?

Le foie est un organe central dans le métabolisme des LPS et également une des
cibles principales de la GVHa. Nous allons prochainement, en collaboration avec un
anatomopathologiste, préciser les Iésions histologiques hépatiques dans nos modéles.
L’analyse sur coupes minces de [linfiltration immunitaire, de I'apoptose des
hépatocytes, de la fibrose des tissus et de la présence de lésions hémorragiques nous
permettra également d’évaluer I'impact de I'administration de iHDL sur les Iésions

hépatiques de GVHa.
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Aussi, il a été démontré que I'inflammation et la présence de signaux de danger pouvait
réguler négativement le transport inverse (Cf. § .2. Modulation des effecteurs du
transport inverse des LPS), notamment en inhibant I'expression de transporteurs
impliqués dans I'excrétion biliaire du cholestérol (ABCG5, ABCG8, ABCB1) (199). I
serait donc intéressant d’évaluer l'impact du développement de la GVHa sur

I'expression de ces transporteurs.

4. Exploration des liens entre LPS, IL-22 et ILC

Enfin, une extension plus transversale de ces travaux pourrait s’'intéresser aux liens
qui existent entre LPS, IL-22 et ILC au niveau de l'intestin au cours de la GVHa. En
effet, il a été démontré que l'lL-22 jouait un réle central dans le maintien de
’'homéostasie intestinale. Cependant, au cours de la GVHa, cette cytokine posséde
un réle ambivalent. La majeure partie de I'lL-22 est produite par les LT allogéniques et
active les réponses inflammatoires locales (93,243). Toutefois, le maintien d’'une
production d’IL-22 par les cellules intestinales du receveur, notamment les ILC3, a un
effet protecteur sur le développement de la GVHa intestinale (245). Dans un modeéle
d’infection par le simian immunodeficiency virus, 'équipe de Veazey a démontré que
la translocation de LPS pouvait entrainer une diminution du nombre d’ILC3. En effet,
en provoquant 'augmentation de I'expression de TLR2 et TLR4 a leur surface, le LPS
prédisposerait les ILC3 a 'apoptose induite par la liaison de ligands de TLR2/4 (246).
Ainsi, 'augmentation précoce des taux de LPS circulants pourrait participer a la
déplétion des ILC3 et ainsi favoriser indirectement le développement de la GVHa
intestinale. Le développement de ces hypothéses pourrait élégamment compléter

I'étude présentée ici.
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Discussion & Conclusion

lll. Conclusion générale

La GVHa est une complication sévére de l'allogreffe de cellules hématopoiétiques. Les
options thérapeutiques sont actuellement limitées a la corticothérapie et les formes
cortico-réfractaires restent des impasses thérapeutiques. Il est donc important de
poursuivre I'étude des mécanismes impliqués dans le développement de la GVHa afin
de proposer de nouvelles approches.

Des travaux suggeérent que les signaux de danger endogénes et exogénes modulent
I'état d’activation des DC, et par ce biais, I'activation des lymphocytes T allogéniques.
Dans ce contexte, nous avons étudié les LPS (des PAMP déja impliqués dans la
physiopathologie de la GVHa) dans des modéles expérimentaux, a lI'aide d'une
technique innovante de quantification. Nous avons confirmé I'élévation des LPS libres
circulants et constaté que les voies de neutralisation et d’élimination des LPS
semblaient moins efficaces au cours de la GVHa. En effet, le transport inverse des
LPS semble limité par la diminution de la concentration des HDL circulantes. Cette
hypothése a été confirmée a 'aide d’'un modéle de souris receveuses déficientes pour
APOA-I ou I'absence totale de HDL accroit la mortalité, le score clinique, I'activation
immunitaire et lI'inflammation hépatique et systémique. Ce constat a suggéré une
approche thérapeutique originale : 'administration de HDL isolées permet de limiter
les réponses allogéniques, la réaction inflammatoire hépatique et améliore
significativement la survie et le score clinique des souris allogreffées traitées. Les
résultats obtenus au cours de ces travaux sont synthétisés dans la Figure P.

Ces travaux ouvrent de nombreuses questions quant au réle du métabolisme des
lipides et des lipoprotéines sur les réponses immunitaires de la GVHa, et notamment

sur les propriétés anti-inflammatoires — non attribuables au RLT — des HDL.
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DESCRIPTION

TITRE : Utilisation de HDL dans la prophylaxie de la maladie du greffon contre
5 I’hote

La présente invention concerne la prévention et/ou le traitement de la maladie du

greffon contre I'héte.

10 L’efficacité curative de la transplantation de cellules hématopoiétiques allogéniques
(BMT) est considérablement diminuée par la maladie du greffe contre I'h6te (GvHD) qui
entraine une mortalité et une morbidité significative.

La GvHD représente une pathologie pour laquelle la corticothérapie reste a ce jour
la premiéere ligne de traitement. Toutefois, d’'une part la corticothérapie est associée a de

15 nombreuses complications iatrogénes (diabéte, perturbations du métabolisme osseux
avec risque de nécroses osseuses aseptiques, hypertension artérielle, dyslipidémie,
etc..), et d’autre part, le pronostic est sombre en cas de résistance a ce traitement. lI
n'existe pas de consensus de traitement dans ces situations graves et les outils
disponibles restent des approches d’immunosuppression interférant avec le cycle

20 cellulaire des lymphocytes T.

Il existe donc un besoin important de traitements alternatifs de la GvHD évitant de
tels effets secondaires.

La présente invention vise a répondre a ce besoin.

Les sous-groupes de lymphocytes T du donneur sont reconnus comme étant les

25 médiateurs et effecteurs cellulaires principaux de la GvHD aigué. Des interactions des
lymphocytes T avec les cellules présentatrices d’antigénes (APC) originaires de I'hte et
du donneur sont nécessaires pour atteindre le statut de « lymphocyte T activé alloréactif »
générant I'attaque cytotoxique contre les organes cibles. Cependant, le réveil préliminaire
des APC par des signaux d’alarme exogénes ou endogenes provenant de cellules

30 blessées ou «en détresse » est critique pour recruter et mener une activation des
lymphocytes T efficace. Les signaux exogenes sont un groupe de profils microbiens
naturels trés répandus appelés « profils moléculaires associés au pathogéne » (PAMP) et
il est supposé qu'’ils sont transloqués a partir du microbiote en cas de faiblesse des
barrieres naturelles du corps, en particulier la muqueuse intestinale. Parmi ces PAMP, le

35 lipopolysaccharide (LPS) est le plus fortement étudié dans la pathophysiologie de la
GvHD.
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La présente invention résulte de la découverte inattendue par les inventeurs que

’administration répétée de lipoprotéines HDL neutralise les LPS dans le contexte de la
GvHD, réduisant la maturation des cellules présentatrices d’antigénes et diminuant
I’activation de cellules effectrices de la GvHD, les lymphocytes T Tc1, et diminuant la
survenue et la gravité de la GvHD aigué.

Ainsi, pour la premiere fois, le traitement proposé ici par les inventeurs,
I'administration de HDL, permet de prévenir et traiter la GvHD, sans reposer sur un
traitement immunosuppresseur toxique, mais sur une modulation du métabolisme
lipidique sans impact sur la qualité de la reconstitution immunitaire post-greffe et avec une
toxicité minime attendue sur les autres organes.

Cooke et al. (2001) J. Clin. Invest. 107 :1581 ont été étudié I'utilisation d’'un
inhibiteur compétitif du LPS, le composé B975, dans un modéle murin de transplantation
de moelle osseuse. Contrairement au composé B975, HDL n’est pas un inhibiteur
compétitif du LPS mais le neutralise et I’élimine.

De plus, les HDL présentent en outre un effet anti-inflammatoire, indépendant du
LPS, renforcant encore leur intérét pour prévenir et/ou traiter la GvHD, une pathologie
avec une forte composante inflammatoire.

La présente invention concerne ainsi une lipoprotéine de haute densité (HDL), un
mimétique de HDL ou un activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL pour
son utilisation dans la prévention et/ou le traitement de la maladie du greffon contre 'hote

(GvHD) ou du syndrome de relargage des cytokines, chez un sujet.

Description détaillée de I'invention

HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL

Par « lipoprotéine de haute densité » ou « HDL », on entend ici le groupe de
particules de lipoprotéines le plus petit et le plus dense.

Les HDL sont bien connues de 'homme du métier et sont typiquement des
lipoprotéines riches en cholestérol, phospholipides et comprenant les apolipoprotéines
A1, A-ll, A-IV, C-l, C-ll, C-lll, et E, de densité comprise entre 1,063 et 1,210 et de
diameétre variant entre 5 et 12 nm.

Typiquement, les HDL utilisées dans le cadre de I'invention sont isolées de sang de
donneur sain, en particulier a partir de plasma de donneur sain, par exemple par des
techniques de séparation par ultracentrifugation.

Alternativement, les HDL utilisées dans le cadre de I'invention sont reconstituées a
partir d’apoliproprotéine A1 purifiée ou recombinante, telle que définie ci-dessous, et de

lipides sélectionnés, en particulier de phospholipides de soja.
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Ainsi, des exemples de HDL pouvant étre utilisés dans le cadre de linvention

incluent le CSL111 tel que décrit dans Tardif et al. (2007) JAMA 297 :1675-1682, le
CSL112 tel que décrit dans Diditechenko et al. (2013) Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
33 :2202-211, le CER-001 tel que décrit dans Tardif ef al. (2014) Eur. Heart J. 35 :3277-
5 3286, 'lETC-216 (aussi appelé MDCO-216, une HDL reconstituée a partir de ’ApoA1 wiiano.

Par « activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL », on entend ici un
composé induisant, directement ou indirectement, ou potentialisant la formation et/ou la
maturation de HDL. Les activateurs de la formation et/ou de la maturation de HDL au
sens de linvention incluent également les inhibiteurs du transfert des esters de

10 cholestérol.

Des exemples d’activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL incluent la
lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT), I'apolipoprotéine A1, les mimétiques de
I'apolipoprotéine A1, les inducteurs de 'apolipoprotéine A1 et les inhibiteurs de CETP.

Dans un mode de réalisation particulier, I'activateur de la formation et/ou de la

15 maturation de HDL utilisé dans le cadre de I'invention est I'apolipoprotéine A1.

Par « apolipoprotéine A1 », on entend ici I'apolipoprotéine codée par le géne
APOA1. L’apolipoprotéine A1 utilisée dans le cadre de linvention peut étre une
apolipoprotéine A1 sauvage ou I'apolipoprotéine A1 mutante ApoA1 wiano-

Des exemples de mimétique de I'apolipoprotéine A1 incluent les peptides 18A et 2F

20 tels que décrits dans Mendez et al. (1994) J. Clin.Invest. 94 :1698-1705, le peptide 4F tel
que décrit dans Datta et al. (2001) J. Lipid. Res. 42 :1096-1104, le peptide APL180 (aussi
appelé L-4F) tel que décrit dans Navab et al. (2010) Artherioscler. Thromb. Vasc. Biol.
30:164-168, le peptide ETC-642 tel que décrit dans Di Bartolo et al. (2011)
Atherosclerosis 217 :395-400, le peptide 37pA tel que décrit dans Mishra et al. (1995) J.

25 Biol. Chem. 270 :1602-1611, le peptide 5A tel que décrit dans Sethi et al. (2008) J. Biol.
Chem. 283 :32273-32282, le peptide D-4F tel que décrit dans Naval et al. (2009) J. Lipid.
Res. 50 :1538-1547, le peptide 5A-CH tel que décrit dans D’Souza et al. (2010) Circ. Res.
107 :217-227, le peptide FAMP5 tel que décrit dans Uehara et al. (2013) J. Am. Heart
Assoc. 2 :e000048, les peptides S1A10 et S2A10 tels que décrits dans Sviridov et al.

30 (2011) Biochem. Biophys. Res. Comm. 410 :446-421, le peptide 6F tel que décrit dans
Chattopadhyay et al. (2013) J. Lipid. Res. 54 :995-1010, le peptide ATI-5261 tel que décrit
dans Bielicki et al. (2010) J. Lipid. Res. 51 :1496-1503 et la molécule TripA-l telle que
décrite dans Graversen et al. (2008) J. Cardiovasc. Pharmacol. 51 :170-177.

Les inducteurs de I'apolipoprotéine A1 pouvant étre utilisés dans le cadre de

35 I'invention sont bien connus de 'homme du métier et incluent les fibrates, tels que le
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bézafibrate, le ciprofibrate, le fénofibrate et le gemfibrozil ; et 'apabetalone (aussi appelée

RVX-208).

Les inhibiteurs de CETP pouvant étre utilisés dans le cadre de I'invention sont bien
connus de 'homme du métier et incluent le torcetrapib, I'anacetrapib, le dalcetrapib et
I’'evacetrapib.

Dans un mode de réalisation particulier, I'activateur de la formation et/ou de la
maturation de HDL utilisé dans le cadre de linvention n’est pas un inhibiteur compétitif
des lipopolysaccharides bactériens (LPS).

Par « mimétique de HDL », on entend ici des molécules mimant la fonction du HDL.

Des exemples de mimétique de HDL incluent des nanoparticules d’or recouvertes
de phospholipides et d’ApoA1 ou de mimétiques d’ApoA1, et des HDL reconstituées a
partir de mimétiques d’ApoA1 telles que la molécule ETC-642 décrite dans Di Bartolo et
al. (2011) Lipids Health 10 :224.

Applications médicales

La présente invention concerne une lipoprotéine de haute densité (HDL) telle que
définie dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de
HDL » ci-dessus, un mimétique de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur
de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, ou un activateur de la
formation et/ou de la maturation de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur
de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, pour son utilisation dans la
prévention et/ou le traitement de la maladie du greffon contre I'h6te (GvHD) ou du
syndrome de relargage des cytokines, chez un sujet.

La présente invention a également pour objet I'utilisation d’une lipoprotéine de haute
densité (HDL) telle que définie dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou
de la maturation de HDL » ci-dessus, d’'un mimétique de HDL tel que défini dans la
section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, ou
d’un activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL tel que défini dans la section
« HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, pour la
fabrication d’'un médicament destiné a la prévention et/ou au traitement de la maladie du
greffon contre I'héte (GvHD) ou du syndrome de relargage des cytokines, chez un sujet.

Un autre objet de linvention concerne une méthode de prévention et/ou de
traitement de la maladie du greffon contre 'héte (GvHD) ou du syndrome de relargage
des cytokines, comprenant I'administration d’une quantité thérapeutiquement efficace
d’une lipoprotéine de haute densité (HDL) telle que définie dans la section « HDL et

activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, d’'un mimétique de
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HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la

maturation de HDL » ci-dessus, ou d’'un activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la

maturation de HDL » ci-dessus, chez un sujet qui en a besoin.

Par «traitement » ou «traiter », on entend ici atteindre, partiellement ou
substantiellement, un ou plusieurs des résultats suivants : réduire partiellement ou
totalement I'étendue de la maladie, améliorer un symptéme clinique ou un indicateur
associé a la maladie, retarder, inhiber ou prévenir la progression de la maladie, ou

10 partiellement ou totalement retarder, inhiber ou prévenir la survenue d'une rechute de la
maladie.

Dans le cadre de l'invention, le terme « prévention » ou « prévenir » se référe a
n’importe quel indice de succes pour protéger un sujet ou d’un patient (par exemple un
sujet ou un patient a risque de développer une maladie) du développement, du fait de

15 contracter ou d’avoir une maladie, y compris la prévention d’un ou plusieurs symptdmes
de la maladie.

Par «sujet», on entend ici un mammifere, de préférence un humain. De
préférence, le sujet traité dans le cadre de linvention souffre d’'un cancer, en particulier
une hémopathie maligne (telle qu’une leucémie, un lymphome ou un myélome), ou d’un

20 trouble hématologique non-malin tel qu’un déficit immunitaire primitif, une aplasie
médullaire ou une myélodysplasie.

Par « maladie du greffon contre I'héte » ou « GvHD » ou « GvH » ou « réaction du
greffon contre I'héte », on entend ici toute réponse immunitaire & médiation par les
lymphocytes T dans laquelle les lymphocytes du donneur réagissent vis-a-vis des

25 antigénes de I'héte, typiquement apres une greffe de moelle osseuse ou allogreffe de
cellules hématopoiétiques.

La GvHD est définie par son caractére « aigu » ou « chronique » selon son délai
de survenue et surtout le type de manifestations cliniques qui regroupent respectivement
une sémiologie inflammatoire ou fibrosante. Une forme appelée « overlap syndrom »

30 caractérise une GvHD qui regroupe des caractéristiques de GvHD aigué et chronique. La
sévérité de la GvHD aigué peut varier de légere a tres grave. De fagon usuelle, la sévérité
de la GvHD chronique se définit quant a elle par son caractére « limité ou extensif ».

La GvHD aigué apparait le plus souvent au cours des 100 premiers jours qui
suivent lallogreffe. Elle affecte souvent la peau, le foie et l'intestin, mais elle peut aussi

35 toucher d’autres organes. La GvHD aigué peut étre classée selon la gravité des

symptémes :
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- grade 1 : symptémes légers,

- grade 2 : symptébmes modérés,
- grade 3 : symptémes graves,
- grade 4 : symptémes tres graves.

Les symptdmes de la GvHD aigué incluent typiquement les symptémes suivants :
sensation de brdlure et rougeur de la peau de la paume des mains ou de la plante des
pieds, éruptions cutanées qui peuvent se propager au corps entier, ampoules et
desquamation, anorexie, nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhée
associée a une malabsorption, cytolyse hépatique associée a un ictere, les anomalies
hépatiques pouvant aller jusqu’a une insuffisance hépatocellulaire.

La GvHD chronique apparait classiquement & partir du 3™ mois aprés l'allogreffe.
Elle peut durer quelques mois ou toute la vie. La GvHD chronique peut se produire juste
aprés une GvHD aigué ou une période sans symptomes. Les symptémes de la GvHD
chronique incluent typiquement les symptdmes suivants : troubles de la peau comme la
sécheresse, les éruptions cutanées, les démangeaisons, la desquamation, poikilodermie,
perte des propriétés élastiques de la peau aboutissant a un tableau de sclérodermie plus
ou moins étendu. Un syndrome sec muqueux et/ou ophtalmique est souvent présent
traduit par une sensation de brllure/corps étranger dans les yeux, xérostomie
(sécheresse buccale) accompagnée ou non de lichen ou ulceres buccaux. Sur le plan
digestif, la GvHD chronique se manifeste par une anorexie, douleurs abdominales,
diarrhée, nausées/vomissements. De nombreux autres organes peuvent étre atteints
comme les poumons (fibrose pulmonaire) ou le systéme musculo-squelettique
(polyarthrites, crampes). Il est a noter que la GvHD chronique extensive est fréquemment
associée a un défaut de reconstitution immunitaire exposant le patient a des
complications infectieuses opportunistes.

Dans un mode de réalisation particulier, la GvHD prévenue ou traitée dans le
cadre de l'invention est la GvHD aigué.

Comme indiqué ci-dessus, une GvHD se produit typiquement aprés une greffe de
cellules hématopoiétiques.

Ainsi, dans un mode de réalisation particulier, pour prévenir ou traiter la GvHD, en
particulier la GvHD aigué, le sujet a traiter a subi ou va subir une greffe, en particulier une
allogreffe, de cellules hématopoiétiques.

Plus particulierement, dans un mode de réalisation particulier visant a prévenir la
GvHD, le sujet a traiter va subir une greffe, en particulier une allogreffe, de cellules

hématopoiétiques.
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Dans un mode de réalisation alternatif visant a traiter la GvHD, le sujet a traiter a

subi une greffe, en particulier une allogreffe, de cellules hématopoiétiques.

Par « syndrome de relargage des cytokines » ou « CRS », on entend ici une
5 réponse inflammatoire systématique qui peut étre déclenchée par différents facteurs tels
que des infections et certains médicaments. Le CRS est ainsi typiquement observé
comme effet secondaire aprés I'administration de thérapies a base d’anticorps,
d’anticancéreux non-protéiques, aprés I'administration de lymphocytes T a récepteur
antigénique chimérique (CAR-T), mais aussi aprés une greffe de moelle osseuse ou une
10 GvHD. Ce syndrome se caractérise typiquement par une dyspnée sévére, avec
bronchospasme et hypoxie, associée a de la fievre, des frissons, des tremblements, de
l'urticaire et des angio-oedémes, et peut conduire a une insuffisance respiratoire aiglie et
au déces.
Ainsi, dans un mode de réalisation particulier visant la prévention et/ou le
15 traitement du CRS, le sujet a traiter a été traité ou est traité avec des agents
anticancéreux, en particulier des anticorps anticancéreux, ou avec des cellules CAR-T, ou
a subi ou va subir une greffe de cellules hématopoiétiques.
Dans un mode de réalisation préféré visant a prévenir et/ou traiter le syndrome de
relargage des cytokines, le sujet a traiter est traité ou a été traité avec des lymphocytes T
20 a récepteur antigénique chimérique (CAR-T).

La lipoprotéine de haute densité (HDL) telle que définie dans la section « HDL et
activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le mimétique de
HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la
25 maturation de HDL » ci-dessus, ou l'activateur de la formation et/ou de la maturation de
HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la
maturation de HDL » ci-dessus est typiguement administré au sujet qui en a besoin dans

une quantité thérapeutiquement efficace.
Par « quantité thérapeutiquement efficace », on entend ici une quantité de principe
30 actif suffisante pour détruire, modifier, contrdler ou éliminer la maladie. Une « quantité
thérapeutiquement efficace » désigne aussi une quantité de principe actif permettant de
retarder ou minimiser I'étendue de la maladie. Elle se référe également a la quantité de
principe actif fournissant un bénéfice thérapeutique dans le traitement ou la prise en
charge de la maladie. Enfin, I'expression « quantité thérapeutiquement efficace » signifie

35 une quantité de principe actif, seul, ou en combinaison avec d'autres thérapies, qui fournit
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un bénéfice thérapeutique dans le traitement ou la prise en charge de la maladie, incluant

une amélioration des symptdmes associés a la maladie.

La quantité thérapeutiquement efficace dépend naturellement de I'actif considéré,
du mode d'administration, de I'indication thérapeutique, de I'age du patient et de son état.

Avantageusement, le composé actif utilisé dans le cadre de l'invention se trouve
sous la forme d’'une composition pharmaceutique éventuellement comprenant en outre un
excipient pharmaceutiquement acceptable.

Par "pharmaceutiquement acceptable", on entend ici des compositions et entités
moléculaires qui ne produisent pas de réactions secondaires, allergiques ou autrement
non-désirées quand elles sont administrées a un sujet. Un excipient ou véhicule
pharmaceutiquement acceptable est ainsi une matiére encapsulante, un diluant, un
support, ou tout autre auxiliaire de formulation liquide, semi-solide ou solide non-toxique.

Les compositions pharmaceutiques utilisées dans le cadre de linvention sont
typiquement préparées afin de s'adapter au mode d'administration. Les excipients
pharmaceutiques acceptables sont typiguement déterminés en partie par la composition
administrée, ainsi que par la technique particuliere utilisée pour administrer la
composition.

Le dosage des composés a administrer dépend du cas individuel et, comme il est
bien connu de ’homme du métier, doit étre adapté aux circonstances individuelles pour
obtenir une quantité thérapeutique efficace et un effet optimum. Le niveau de dose
thérapeutiquement efficace est spécifique pour tout patient, et dépendra en particulier
d'une variété de facteurs, y compris le trouble qui est traité et la sévérité du trouble,
I'activité du composé spécifique utilisé; la composition spécifique employée, I'age, le poids
corporel, la santé générale, le sexe et le régime alimentaire du patient, le
temps d'administration, la voie d'administration, et le taux d'excrétion du composé
spécifique utilisé, la durée du traitement, les médicaments utilisés en combinaison avec le
composé spécifique employé, et des facteurs analogues bien connus du domaine
médical. Par exemple, il est bien connu pour I'nomme de I'art de commencer a des doses
du composé a des niveaux inférieurs a ceux requis pour atteindre I'effet thérapeutique
souhaité et d'augmenter progressivement la posologie jusqu'a ce que I'effet souhaité soit
obtenu.

La dose quotidienne peut étre administrée en une seule dose ou, en particulier
lorsque de plus grandes quantités sont administrées, étre divisée en plusieurs doses
individuelles.

Le dosage de la substance active dépend particulierement du

mode d'administration, et est aisément déterminé par 'hnomme de métier. Une quantité
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thérapeutiquement (dose unitaire) efficace de composé peut varier de 0,01 mg/kg a 500

mg/kg, préférablement de 0,1 mg/kg a 500 mg/kg, préférablement de 0,1 mg/kg a 250
mg/kg, préférablement de 0,1 mg/kg a 100 mg/kg, préférablement de 0,1 mg/kg a 50
mg/kg, et plus préférablement de 1 mgkg a 20 mg/kg, en une ou plusieurs
5 administrations hebdomadaire, pendant plusieurs semaines ou mois. La dose unitaire
efficace peut donc aisément étre déduite d'une dose calculée pour un patient « moyen »

dont le poids est de 70 kg.
Typiquement, la lipoprotéine de haute densité (HDL) telle que définie dans la
section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le

10 mimétique de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou
de la maturation de HDL » ci-dessus, ou I'activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la
maturation de HDL » ci-dessus est administré a une dose de 20 mg/kg.

Dans un mode de réalisation particulier, la HDL telle que définie dans la section

15 « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le
mimétique de HDL tel que défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou
de la maturation de HDL » ci-dessus, ou l'activateur de la synthese de HDL tel que défini
dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-
dessus est administré de maniere répétée, de préférence tous les deux jours.

20 Dans un mode de réalisation particulier, lorsque le sujet a traiter va subir une greffe
de cellules hématopoiétiques, la HDL telle que définie dans la section « HDL et activateur
de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le mimétique de HDL tel que
défini dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL »
ci-dessus, ou I'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL tel que défini dans

25 la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus
est administré avant la greffe de cellules hématopoiétiques, de préférence pendant la
phase de conditionnement, typiquement 7 jours avant la greffe de cellules
hématopoiétiques.

De préférence, la HDL telle que définie dans la section « HDL et activateur de la

30 formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le mimétique de HDL tel que défini
dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-
dessus, ou I'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL tel que défini dans la
section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus est
administré avant la greffe de cellules hématopoiétiques, comme défini ci-dessus, et est de

35 nouveau administré aprés la greffe de cellules hématopoiétiques, typiquement 1 a 3 jours

aprées la greffe de cellules hématopoiétiques, en particulier 1 jour apres la greffe de
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cellules hématopoiétiques, plus particulierement de maniére répétée entre 1 et 24 jours

apres la greffe de cellules hématopoiétiques.

Alternativement, la HDL telle que définie dans la section « HDL et activateur de la
formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus, le mimétique de HDL tel que défini
dans la section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-
dessus, ou I'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL tel que défini dans la
section « HDL et activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL » ci-dessus
commence a étre administré aprés la greffe de cellules hématopoiétiques, typiquement 1
a 7 jours apres la greffe de cellules hématopoiétiques, typiquement 1 jour apres la greffe
de cellules hématopoiétiques, plus particulierement de maniere répétée entre 1 et 24

jours apres la greffe de cellules hématopoiétiques.

Les compositions utilisées dans le cadre de l'invention peuvent étre sous forme
solide, liquide ou semi-solide, adaptée aux diverses voies d'administration (orale, rectale,
nasale, intra oculaire, locale (par exemple, topique, transdermique, buccale, vaginale ou
sublinguale) ou parentérale (par exemple sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse ou
intradermique)).

De préférence, la HDL, le mimétique de HDL ou l'activateur de la formation et/ou
de la maturation de HDL est administré par voie intraveineuse.

Les formulations intraveineuses contiennent la substance active dissoute, en
suspension ou émulsionnée dans un véhicule stérile, éventuellement en présence
d'agents émulsifiants, des stabilisants, des agents tampons et d'autres additifs classiques
; elles sont normalement réparties dans des fioles ou des flacons pour perfusion, et
peuvent étre stockées sous forme de produits secs a reconstituer avec de I'eau ou avec
un vehicule approprié avant utilisation.

Les compositions pharmaceutiques solides peuvent étre des comprimés, des
gélules, des poudres, des granules, des pilules, des poudres a reconstituer etc... ; elles
peuvent contenir des excipients classiques tels que des liants, des charges, des diluants,
des agents de compression, des lubrifiants, des détergents, des colorants, des agents
aromatisants et des agents mouillants. Les comprimés peuvent étre enrobés
conformément a des procédés bien connus dans le domaine technique. Des charges
appropriées incluent la cellulose, le mannitol, le lactose et d'autres agents similaires.

Les compositions liquides pour administration orale peuvent étre sous forme de
suspensions aqueuses ou huileuses, de solutions, d'émulsions, de sirops ou d'élixirs ou
peuvent étre présentées sous forme de produits secs pour reconstitution avec de I'eau ou

un véhicule approprié avant utilisation; Elles peuvent contenir des additifs classiques, par
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exemple des agents de suspension tels que le sorbitol, le sirop, la méthylcellulose, la

gélatine, [I'hydroxyéthylcellulose, la carboxyméthylcellulose, un gel de stéarate
d'aluminium ou des matieres grasses comestibles hydrogénées, des émulsifiants tels que
la lécithine, le monooléate de sorbitane ou la gomme arabique; des transporteurs non
5 aqueux (qui peuvent comprendre des huiles comestibles) tels que I'huile d'amande, I'huile
de noix de coco fractionnée, des esters huileux comme des esters de glycérine, de
propyléne glycol ou d'alcool éthylique; des conservateurs tels que méthyle ou de propyle
p-hydroxybenzoate ou l'acide sorbique et, si cela est désiré, des agents aromatisants ou

colorants classiques.

Dans le cadre de la présente demande, le terme «comprenant » doit étre
interprété comme couvrant toutes les caractéristiques spécifiqguement mentionnées, ainsi
qu’éventuellement certaines non-spécifiées additionnelles. Par ailleurs, I'utilisation du

15 terme « comprenant » décrit également le monde de réalisation dans lequel aucune
caractéristique autre que celles spécifiques mentionnées n’est présente (i.e. « consistant

en »).

20 La présente invention sera décrite plus en détail par les figures et exemples ci-

dessous.

Exemples
25
Exemple 1
Dans cet exemple, les inventeurs montrent que la perfusion de lymphocytes T
allogéniques induit une translocation précoce du LPS ainsi qu’une neutralisation plus
faible des propriétés inflammatoires du LPS.
30
Dans un modele murin établi de GvHD, qui consiste en des receveuses BALB/c
irradiées de maniére létale (8,5 Gy) et greffées avec 5x10° moelle osseuse déplétées en
lymphocytes T et 1x108 lymphocytes T spléniques de donneuses BALB/c (syngéniques,
syng) ou C57BI/6 (allogéniques, allo), I'acide 3-hydroxymyristique (3HM) — l'acide gras
35 hydroxylé le plus commun trouvé dans le lipide A LPS — a été quantifié dans le plasma et

la bile des souris receveuses 3 et 6 jours aprés la transplantation de moelle osseuse
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(BMT) en utilisant la chromatographie Endoquant® couplée avec la technologie de

spectrométrie de masse (Plasma: n=26-32 souris/groupe de 6 expériences
indépendantes, post-test de Kruskal-Wallis et de Dunn, * : p = 0.0234, ** : p = 0.003, **** :
p < 0.0001 : Bile: n=10-21 souris/groupe de 3 expériences indépendantes, post-test
d’ANOVA unidirectionnelle et de Bonferroni, * : p=0.0135, ** : p=0.0029, **** : p<0.0001)
([Figure 1]).

Les inventeurs ont observé que la forme soluble de CD14 (sCD14) était
augmentée dans le plasma de souris allo-receveuses a j+15 aprés la transplantation
(n=6-15 souris/groupe d’une expérience, post-test de Kruskal-Wallis et de Dunn, p=0.003
versus naive et p=0.0054 versus syng) ([Figure 2]).

Les propriétés pro-inflammatoires restantes du LPS ont été estimées dans le
plasma des souris receveuses. Brievement, des cellules reportrices HEK-Blue
TLR/CD14/MD-2 ont été cultivées en présence de 0.5% de plasma et 0.01 EU/ml de LPS
standard. Les inventeurs ont montré qu’a j+3 aprés la transplantation, le plasma des
souris allo-receveuses présentait une activité neutralisante de LPS commercial additionné
a une concentration connue (0,01 EU/mL, Invivogen) diminuée de 21,56% par rapport aux
souris naives. A j+6, la diminution était égale a 14% (n=11-16 souris/groupe de 2
expériences indépendantes, post-test d’ANOVA unidirectionnelle et de Bonferroni, **:
p=0.0041) ([Figure 3]).

Exemple 2
Dans cet exemple, les inventeurs montrent que la capacité de neutralisation
diminuée semble étre due a un transport inverse de LPS altéré chez les souris allo-

receveuses.

La transport inverse de LPS (RLT) est une voie métabolique analogue a celle du
transport inverse de cholestérol dans laquelle les substances lipophiles sont transportées
au foie par des lipoprotéines (principalement HDL) afin d’étre recyclées ou éliminées dans
la bile.

La protéine de transfert de phospholipide (PLTP) est un acteur important du RLT
capable de charger le LPS sur la HDL. Les inventeurs ont montré que son activité,
mesurée par un kit disponible commercialement, était légérement diminuée par
lirradiation totale du corps (j+3 aprés la transplantation) et par I'administration de

lymphocytes T allogéniques (j+6) (n=18-21 souris/groupe de 3 expériences
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indépendantes, post-test ’ANOVA unidirectionnelle et de Bonferroni, ****: p<0.0001)

([Figure 4]).
Néanmoins, les inventeurs ont mis en évidence que l'activitté PLTP n’était pas
I’effecteur majeur dans le contexte de la GvHD dans la mesure ou son absence totale
5 n’empirait pas la survie des souris allo-greffées. Dans ce modele, des souris C57BI/6
irradiées de maniére létale (10 Gy) Pltp+/+ ou Plfp-/- ont été greffées avec 20x10° moelle
osseuse et 5x10° lymphocytes T spléniques de donneurs C57BI/6 (syngéniques, syng) ou
C3H (allogéniques, allo) (n=12-17 souris/groupe de 2 expériences indépendantes, test de
log-rank, p=0.5338) ([Figure 5]).

10 Les inventeurs ont montré que le facteur limitant principal semblait étre la
disponibilité des transporteurs de LPS dans la mesure ou une chute précoce (j+6) de la
concentration plasmatique en HDL a été observée dans deux modeles de souris GvHD.
La [Figure 6] figure 6 montre les résultats obtenus avec le modéle C57BI/6—BALB/c (n=3-
11 souris/groupe de 2 expériences indépendantes, post-test de Kruskal-Wallis et de

15 Dunn, p=0.0021 versus naive et p=0.0018 versus syng).

Exemple 3
Dans cet exemple, les inventeurs montrent que la perte de la synthese
20 d’apolipoprotéine et d’HDL circulante augmente la gravité de la GvHD.

Afin d’étudier I'effet prépondérant du HDL dans le RLT dans le contexte d’une
GvHD, des souris C57BI/6 irradiées de maniére létale (10 Gy) exprimant (WT) ou non
(Apoa1™Un) e géne de I'apolipoprotéine A1 (ApoA1) ont été greffées avec 20x10° moelle

25 osseuse et 5x10° lymphocytes T spléniques de donneurs C57BI/6 (syngéniques, syng) ou
C3H (allogéniques, allo).

ApoA1 est I'apolipoprotéine majeure pour la mise en forme du HDL et les
inventeurs ont montré que son absence aggravait la chute du HDL dans les souris allo-
receveuses ApoA1™U" (j+6), menant & presque aucun HDL circulant dans le plasma

30 (0.067 g/l) (n=6 souris/groupe de 2 expériences indépendantes, test de Mann-Whitney,
** 1 p=0.0022) ([Figure 7]).

Les inventeurs ont montré que I'absence de HDL chez les souris allo-receveuses
exacerbait la mortalité et la gravité de la GvHD aprés transplantation (n=9-19
souris/groupe de 3 expériences indépendantes, test du log-rank pour la survie, *** P =

35 0,0003 et post-tests de Kruskal-Wallis et de Dunn sur I'ASC pour le score clinique, ** P =
0,0029) ([Figure 8]).
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Les inventeurs ont enfin montré que l'absence de HDL semblait étre associée a

une capacité altérée de neutralisation des LPS, évaluée par la méthode des cellules
rapporteurs HEK-Blue TLR4 / CD14 / MD-2 (données préliminaires, n=3 souris/groupe de
1 expérience) ([Figure 9]).

Exemple 4
Dans cet exemple, les inventeurs montrent que la perte de la synthese
d’apolipoprotéine ApoA1 et d’HDL circulant accélére la maturation des cellules

dendritiques et favorise la production d’IFN-y par les lymphocytes T dans la rate.

La maturation des cellules dendritiques conventionnelles (DC) ([Figure 10]) et la
polarisation des lymphocytes T ([Figure 11]) ont été évaluées, par cytométrie en flux 6
jours apres la transplantation, au niveau de la rate de souris C57BI/6 irradiées de maniére
létale (10 Gy) exprimant (WT) ou non (Apoa?™Y™) le géne de ApoA1 et greffées avec
20x10® moelle osseuse et 5x108 lymphocytes T spléniques provenant de donneurs
C57BI/6 (syngéniques, syng) ou C3H (allogéniques, allo).

Les inventeurs ont montré que le nombre absolu de DC CD3-CD19-CD11c*IA-IE*
vivantes était significativement augmenté dans la rate des souris receveuses Apoa1™U,
Ces DC présentent une expression accrue des marqueurs de maturation (CD80 et CD86)
par rapport aux DC de souris allo-greffées WT en ce qui concerne le pourcentage de
cellules exprimantes et le nombre absolu de cellules, ainsi que le niveau d’expression de
CD86 et des molécules du CMH de classe Il apprécié par lintensité moyenne de
fluorescence (Figure 10).

Les inventeurs ont également montré que le nombre absolu de lymphocytes T
CD3* spléniques vivantes était augmenté chez les receveuses Apoal™Y™, Les
proportions de cellules exprimant I'lFN-y parmi les cellules CD3*CD4* (lymphocytes Th1)
et les cellules CD3*CD8* (lymphocytes Tc1) étaient plus élevées chez les receveurs
Apoa1™Uc et représentaient un nombre de cellules absolu supérieur aprés 4 heures de
stimulation au phorbol-myristate-acétate/ionomycine (Figure 11) (n = 11-12 souris/groupe
de 3 expériences indépendantes, test t non apparié ou test de Mann-Whitney, * P <0,05,
** P <0,01, *** P <0,001).

Exemple 5
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Dans cet exemple, les inventeurs montrent que la perfusion d’HDL réduit I'intensité

de la GvHD et neutralise le LPS disponible.

Pour tester l'intérét de I'utilisation prophylactique de la perfusion de HDL pour
5 modérer la gravité de la GvHD, des receveuses BALB/c irradiées de maniére létale (8,5
Gy) greffés avec 5x108 moelle osseuse déplétée en cellules T et 1x10° lymphocytes T
spléniques de donneurs BALB/c (syngéniques, syng) ou C57BI/6 (allogéniques, allo) ont
été traitées par perfusion intraveineuse de HDL isolé a partir de plasma humain (20 mg/kg

de poids corporel) trois fois par semaine entre j-1 et j+24 aprés la transplantation.

10 Les inventeurs ont montré que la perfusion de HDL réduisait la mortalité et la
gravité de la GvHD chez les souris allo-greffées (n=19-39 souris/groupe de 4 expériences
indépendantes, test de log-rank pour la survie et post-test ANOVA unidirectionnelle et de
Bonferroni sur I'ASC pour le score clinique, **** p <0,0001) ([Figure 12]).

Les inventeurs ont également montré que la perfusion de HDL isolé rétablissait le

15 niveau de HDL en circulation a j+6 (n=10-11 souris/groupe de 3 expériences
indépendantes, test de Mann-Whitney, * P = 0,0232) ([Figure 13]).

Les inventeurs ont enfin montré que la perfusion de HDL semblait diminuer la
concentration de 3HM dans le plasma et la bile des souris allo-greffées (n=9-13
souris/groupe de 4 expériences indépendantes, test de Mann-Whitney). Les niveaux

20 plasmatique et biliaire de 3HM étaient fortement corrélés a la concentration de HDL
circulant (n = 26 et 19 paires respectivement, test de corrélation de Spearman non
paramétrique, **** p <0,0001) ([Figure 14]). Les concentrations de 3HM détectées par la
technique Endoquant® représentent la quantité totale de LPS présente dans les liquides
biologiques.

25

Exemple 6
Dans cet exemple, les inventeurs présentent des données préliminaires montrant
que la perfusion d’HDL pourrait limiter I'inflammation systémique associée a la GvHD

30 aigué.

Les données préliminaires obtenues par les inventeurs suggérent qu'une perfusion
intraveineuse de HDL isolé a partir de plasma humain (20 mg/kg de poids corporel) trois
fois par semaine pourrait diminuer l'inflammation systémique provoquée par la GvHD

35 aigué chez des receveuses BALB/c irradiées de maniére létale (8,5 Gy) greffées avec
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5x10% moelle osseuse déplétée en lymphocytes T et 1x10°% lymphocytes T spléniques

provenant de donneurs C57BI/6 (allo).

Les inventeurs ont montré que la perfusion de HDL semblait limiter le niveau
plasmatique du biomarqueur intestinal de la GvHD aigué REG-3y a j+15 apres la
transplantation (n=8 souris/groupe de 1 expérience) ([Figure 15]).

Les inventeurs ont également montré que les taux de cytokines inflammatoires
circulantes avaient tendance a étre diminués par la perfusion de HDL : l'interleukine-6 (IL-
6) était deux fois plus faible a j+6 (n=4 souris/groupe de 1 expérience) et le facteur de
nécrose tumorale-a (TNF-a) est diminué de 30% a j+15 (n=3 souris/groupe de 1
expérience) ([Figure 16]).

Les inventeurs ont enfin montré que les niveaux de CD14 soluble (sCD14) étaient
légerement diminués dans le plasma des souris recevant une perfusion de HDL (-20% a
j+6 et -60% a j+15) (n=3 souris/groupe de 1 expérience) ([Figure 17]). Le CD14 soluble
est un biomarqueur inflammatoire, car il est régulé positivement par la stimulation du LPS
et reflete l'activation de TLR4/MD2/CD14 (récepteur du LPS). Le CD14 soluble peut
également faciliter le transfert de LPS au HDL.

183



Annexe 1 — Demande de brevet FR1910075

17
REVENDICATIONS

1. Lipoprotéine de haute densité (HDL), mimétique de HDL, ou activateur de la

formation et/ou de la maturation de HDL pour son utilisation dans la prévention et/ou le

5 traitement de la maladie du greffon contre I'héte (GvHD) ou du syndrome de relargage
des cytokines, chez un sujet.

2. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon la revendication 1, dans lequel la HDL est isolée de

10 sang de donneur sain.

3. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon la revendication 1, dans lequel l'activateur de la

formation et/ou de la maturation de HDL est I'apolipoprotéine A1.

4. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, dans lequel la HDL,
mimétique de HDL, ou l'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL est
administré par voie intraveineuse.

20

5. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, dans lequel la HDL,
mimétique de HDL, ou l'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL est
administré de maniére répétée, de préférence tous les deux jours.

25

6. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, dans lequel la GvHD est
la GvHD aigué.

30 7. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon 'une des revendications 1 a 6, pour prévenir la GvHD,

dans lequel le sujet va subir une greffe de cellules hématopoiétiques.

8. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation

35 de HDL pour son utilisation selon la revendication 7, dans lequel la HDL, le mimétique de
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HDL, ou I'activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL est administré avant et

apres la greffe de cellules hématopoiétiques.

9. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la maturation
de HDL pour son utilisation selon I'une des revendications 1 a 6, pour traiter la GvHD,
dans lequel le sujet a subi une greffe de cellules hématopoiétiques.

10. HDL, mimétique de HDL, ou activateur de la formation et/ou de la
maturation de HDL pour son utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, pour prévenir
et/ou traiter le syndrome de relargage des cytokines, dans lequel le sujet est traité avec

des lymphocytes T a récepteur antigénique chimérique (CAR-T).
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ABREGE

Utilisation de HDL dans la prophylaxie de la maladie du greffon contre I’héte

La présente invention concerne une lipoprotéine de haute densité (HDL), un
mimétique de HDL, ou un activateur de la formation et/ou de la maturation de HDL pour
son utilisation dans la prévention et/ou le traitement de la maladie du greffon contre 'hote
(GvHD) ou du syndrome de relargage des cytokines, chez un sujet.

Figure pour I'abrégé : néant
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[Fig 2]
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[Fig 3]
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[Fig 4]
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[Fig 6]
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[Fig 7]
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[Fig 8]
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[Fig 9]
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[Fig 10]
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[Fig 11]
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[Fig 12]
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[Fig 13]
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[Fig 14]
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[Fig 15]
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[Fig 16]
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[Fig 17]
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