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ABSTRACT

Background Le psoriasis est un groupe de maladies cutanées auto-immunes, chroniques et incurables
se manifestant par des lésions douloureuses et mutilantes. Bien que partageant une base
physiopathologique commune en terme de réponse immunitaire pathologique dirigée contre la peau,
les différentes entités au sein de ce groupe se différencient par leurs caractéristiques immunologiques
propres et leurs manifestations cliniques typiques. Les avancées permises par la recherche au cours de
ces derniéres années ont permis de révolutionner la prise en charge de la forme la plus prévalente de
cette maladie : le psoriasis en plaques. Considérant cette plus-value dans la compréhension de cette
entité, nous prévoyons d’éclaircir les mécanismes physiopathologiques d’une autre forme de cette
maladie : le psoriasis pustuleux palmo-plantaire. De méme, des données préliminaires semblent
indiquer une surexpression de la voie IL-1 dans cette forme de psoriasis et plus particulierement de
I'lL-1alpha (données non-publiées). Pour cette raison, nous allons également étudier plus en détails
les implications physiopathologiques de cette voie proinflammatoire et en déterminer les potentielles
implications thérapeutiques.

Méthode Dans cette étude, des biopsies de patients souffrant de psoriasis pustuleux palmo-plantaire,
de psoriasis en plaques et de donneurs sains ont été utilisées.

Objectif 1 : clarifier les implications physiopathologiques de certaines cytokines. Le mRNA des biopsies
disponibles a été extrait par trizol, suivit d’'une qPCR. La significativité des résultats observés a été
validée par un test de p-value via le programme PRISM. Considérant les possibles points communs en
termes de physiopathologies existant entre les différentes formes de psoriasis, les niveaux
d’expressions des principales cytokines impliquées dans la physiopathologie du psoriasis en plaques
ont été comparés a ceux retrouvés dans le psoriasis pustuleux palmo-plantaire. Pour les raisons citées
précédemment, les cytokines de la voie IL-1, dont I'IL-1alpha et I'lL-1beta, ont également été
analysées. La présentation clinique du psoriasis pustuleux palmo-plantaire suggérant une forte
implication des neutrophiles, I'expression des cytokines IL-8 et CXCL-1 a également été investiguée.
Objectif 2 : identifier les principales populations de cellules immunitaires impliquées. Les lymphocytes,
effecteurs principaux dans le psoriasis en plagues, ont été marqué via le CD3 et le CD8. Les cellules
dendritiques, identifiées comme ayant un réle dans l'initiation de la réponse immunitaire, ont été
marquées via le CD208 (DC-LAMP) et le CD123. Les neutrophiles ont été marqués via le CD15.
Objectifs 3 : considérant les nouveaux éléments apportés via les précédents objectifs, une revue de la
littérature a été réalisée afin de proposer un nouveau modele de physiopathologie.

Résultats Nos expériences ont démontré la surexpression de I'lL-1alpha, I'lL-8 et le CXCL1 dans le
psoriasis pustuleux palmo-plantaire comparé au psoriasis en plaques. De plus, des corrélations
positives entre I'lL-1lalpha et I'lL-23, et entre I'IL-8 et I'lL-1beta ont été mise en évidence dans le
psoriasis pustuleux palmo-plantaire. Limmunohistochimie indique que les neutrophiles semblent étre
les principales cellules effectrices dans le psoriasis pustuleux palmo-plantaire, tandis que les
lymphocytes sont plus prévalents dans le psoriasis en plaques. Concordant avec les connaissances
préalables et les nouveaux éléments apportés par notre étude, nous proposons un nouveau modeéle
de physiopathologie pour le psoriasis pustuleux palmo-plantaire. Dans ce modele, I'inflammation
stérile est caractérisée initialement par une sécrétion de type autocrine d’IL-lalpha par les
kératinocytes, induisant une a son tour une sécrétion de CXCL1, un puissant chemoattracteur des
neutrophiles. Une fois au niveau de la peau, les neutrophiles sécrétent une quantité importante d’IL-
8, amplifiant leur prolifération et chronicisant le processus inflammatoire par lI'induction de Ia
sécrétion d’IL-1beta.

Perspectives Considérant ces nouvelles évidences, nous avons déposé une demande a la CER-VD pour
un essai clinique avec le Xilonix, un anticorps monoclonal ciblant I'lL-1alpha. Nous espérons pouvoir
offrir ce traitement aux patients souffrant de psoriasis pustuleux palmo-plantaire en 2017.



Introduction

Le psoriasis pustuleux palmo-plantaire (PPPP) est une maladie chronique et incurable, affectant la
paume des mains et la plante des pieds, se manifestant par I'apparition récidivante de pustules
douloureuses et invalidantes. Par rapport aux autres formes de psoriasis existantes, celle-ci est
relativement peu comprise du point de vue de sa physiopathologie, notamment en raison de sa faible
prévalence, et les approches thérapeutiques sont aujourd’hui limitées.

Le psoriasis en plaque ou psoriasis vulgaire est la forme plus répandue de psoriasis. Bien que sa
physiopathologie ne soit toujours que partiellement élucidée et qu’elle demeure une affection
incurable, de grands progrés ont été faits ces derniéres années en termes de compréhension de cette
maladie, ce qui a ouvert de nouvelles possibilités thérapeutiques, notamment via les thérapies ciblées
par anticorps monoclonaux.

Bien que le psoriasis pustuleux palmo-plantaire et le psoriasis en plaques soit deux entités distinctes,
elles partagent des similitudes en termes de physiopathologie, de manifestations cliniques et de
traitement. Pour cette raison et afin d’avancer dans notre compréhension du psoriasis pustuleux
palmo-plantaire, nous allons examiner dans ce travail les points communs et les différences en termes
d’expression génique et d’infiltrats cellulaires existant au niveau de la peau lésionnelle des patients
souffrant de ces maladies, a la lumiére des nouvelles connaissances acquises sur la physiopathologie
du psoriasis en plaque. Plus particulierement, le réle de I'lL-1alpha, une cytokine proinflammatoire, va
étre évaluée dans ces deux maladies. En effet, des données préliminaires (non-publiées) tendent a
démontrer une surexpression de cette cytokine dans le psoriasis pustuleux palmo-plantaire, en faisant
une cible thérapeutique potentielle.

1. LE PSORIASIS PUSTULEUX PALMO-PLANTAIRE

1.1 Psoriasis, classification & épidémiologie

L'appellation “psoriasis” désigne un groupe de maladies dermatologiques auto-immunes chronique,
évoluant par poussées. Dans ce groupe, les principales pathologies sont notamment le psoriasis en
plagues chronique, le psoriasis en gouttes, le psoriasis pustuleux, le psoriasis érythrodermique et le
psoriasis inversé. On estime que la prévalence du psoriasis au sens large est comprise entre 0.91-8.5%
dans la population adulte mondiale, et de 0-2.1% dans la population infantile mondiale.’

La forme la plus prévalente de cette maladie est la forme dite du psoriasis en plaques chronique : une
étude populationnelle portant sur 1633 patients adultes souffrant de psoriasis a mis en évidence que
79% d’entre eux présentaient un psoriasis en plaques chronique”.

En comparaison, le psoriasis pustuleux, qui se subdivise en 3 pathologies distinctes : le psoriasis
pustuleux généralisé, le psoriasis pustuleux palmo-plantaire (PPP) et I’acrodermite continue
d’Hallopeau™, est une cause proportionnellement moins répandue de ce type de pathologie. Il n’existe
actuellement pas de données épidémiologiques claires concernant cette maladie au niveau mondial,
et sa prévalence exacte est inconnue”. A titre comparatif, une étude sur la population japonaise a
démontré une prévalence de 0.12% pour le PPPPY, tandis qu’une réalisée en Suéde indiquait une
prévalence 0.05% pour la méme pathologie".

Note : la classification du psoriasis pustuleux palmo-plantaire (PPPP) est actuellement contreversée,
certains auteurs la considérent comme une variante du psoriasis”™"", tandis que d’autres considérent
cette maladie comme une entité distincte et lui donne le nom de pustulose palmoplantaire



(“palmoplantar pustulosis”)™. Dans ce travail, nous considérons ces deux termes comme synonyme et
utilisons I'appellation psoriasis pustuleux palmo-plantaire comme générique.

1.2 Psoriasis pustuleux palmo-plantaire, présentation clinique

Le PPPP est une maladie chronique et incurable évoluant sur un mode de “poussées-rémissions “. D’un
point de vue clinique, le PPPP se localise préférentiellement au niveau des mains sur I’éminence thénar
et la zone centrale de la paume. A la différence de I'acrodermatide de Hallopeau, la partie distale des
doigts est en général épargnée. Au niveau des pieds, les |ésions se localisent préférentiellement au
niveau des talons ou de la plante des pieds. Tout comme au niveau des mains, la partie distale des
doigts de pieds est en générale épargnée”.

La distribution des Iésions est en général bilatérale, mais certains patients présentent des atteintes
unilatérales, en particulier lors de la premiére poussée de la maladie®.

Dans les stades précoces de la “poussée”, les lésions peuvent prendre la forme de vésicules, avant
d’évoluer en pustules, et sont accompagnées de zones érythémateuses et squameuses. En phase de
“rémission”, les lésions pustuleuses évoluent vers des macules brunatres™. En I'absence de
surinfection, ces pustules sont stériles™. En comparaison aux autres formes de psoriasis pouvant
également présenter des pustules, ces |ésions dans le PPPP sont plus nombreuses et de taille plus
importante™.

La distribution des |ésions est en générale bilatérale, mais certains patients présentent des atteintes

unilatérales, en particulier lors de la premiére poussée de la maladie™.

1.3 Psoriasis pustuleux palmo-plantaire, présentation histopathologique

D’un point de vue histologique, le principale critére diagnostic histopathologique est la présence
pustules de Kogoj : des lésions intraépidermiques et localisées sous la couche cornée, qu’on peut
observer a différents stades d’évolution. Ces Iésions sont causées par I'accumulation de neutrophiles
au niveau de la peau. Ces cellules peuvent également se retrouver au niveau de la couche cornée de
I’épiderme, et sont alors désignées sous I'appellation de micro-abceés de Munro. Exceptés ces critéres,
le reste de I'histologie du PPPP est semblable a celle d’un psoriasis vulgaire. Il est a noter qu’en phase
aiglie de la maladie, I'histologie du PPPP peut ne mettre en évidence que des lésions pustuleuses et
atypiques d’un psoriasis vulgaire, car I'exocytose des neutrophiles et par conséquent la formation des
pustules se produisent chronologiquement plus tot que les autres signes a rechercher .
Les autres critéres histopathologiques principaux a observer sont™" :
- auniveau de la couche cornée de I'épiderme : une hyperkératose et une parkakératose
- auniveau de la couche épineuse de I'épiderme : une acanthose, ainsi qu’une spongiose légére
a modérée
- au niveau de la couche granuleuse de I'épiderme : une hypogranulation, voir une absence de
cette couche
- auniveau de la couche basale de I'épiderme : un index mitotique augmenté
- au niveau des papille dermique : une papillomatose, accompagnée d’'un infiltrat
lymphohistiocytaire
- auniveau des capillaires : une dilatation

Il est a noter que ces criteres ne sont pas nécessairement tous présents : certaines biopsies peuvent
par exemple présenter des variations comme un index mitotique relativement bas™" ou une couche
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granuleuse “relativement normale“”. De méme, ces différences peuvent exister sur différentes lésions
actives provenant d’'un méme patient™.

2. L'IL-1alpha

2.1 La famille IL-1, I'IL-1alpha et I'lIL-1beta

Au total, la famille des cytokines IL-1 comprend 11 différentes cytokines, codées par 9 différents
génes™. Il existe 2 types d’IL-1 : I'IL-1alpha et I'IL-1beta. Ces interleukines sont codées par différents
génes, tous deux situés sur le chromosome 2. Un grand nombre de cellules dans différents organes
peuvent produire de I'lL-1. Parmi elles, on notera plusieurs types cellulaires impliqués dans la
participation a la pathogeneése du psoriasis dont les neutrophiles, les lymphocytes T, les kératinocytes,
les fibroblastes, les cellules endothéliales, les monocytes et les macrophages™".

La synthése des différents types d’IL-1 se fait au niveau intracellulaire. Suivant les types cellulaires,
aprées avoir été synthétisés, I'lL-1 peut soit rester stocké au niveau intracellulaire, soit étre associé a la
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membrane de la cellule synthétisante, soit étre sécrété au niveau extracellulaire™".

La famille des cytokines IL-1 possede de tres nombreux effets au niveau systémique comme au niveau
local, et agit sur une trés grande variété d’organes et de cellules. Parmi ces principaux effets, on
relevera pour illustrer son activité proinflammatoire I'induction de la fieévre, 'augmentation de Ila
synthése des protéines hépatiques, la neutrophilie, I'augmentation de I'adhérence leucocytaire a
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I’endothélium vasculaire, ainsi que la synthése augmentée de prostaglandines™".

2.2 IL-1alpha : physiologie dermatologique

Si les monocytes et macrophages sont une source circulante importante d’IL-1, la peau est également
un important réservoir d’IL-1 : 1mg de ce tissu pouvant contenir jusqu’a 1076 unité d’IL-1 en situation
physiologique, faisant de la peau un réservoir d’IL-1 plus important que I'entier du systéme réticulo-
endothéliale™. La forme prédominante d’IL-1 produite au niveau des kératinocytes est I'lL-1alpha,
tandis que les monocytes et les macrophages produisent majoritairement de I'lL-1beta™". En situation
physiologique, L’IL-1alpha et I'lL-1beta sont localisés dans toutes les couches de la peau™"". L’IL-1alpha
est majoritairement localisé dans la couche cornée de I'épiderme et dans une moindre mesure au
niveau de la couche épineuse, tandis que sa localisation au niveau cellulaire est majoritairement
intercellulaire mais peut également se présenter au niveau intracellulaire®"", se localisant a la fois dans
le cytoplasme et le noyau™™. Il est & noter qu’il existe au niveau de la peau 2 sortes d’IL-1alpha : une
forme précurseur 31-kDa ( pré-IL1-alpha), la plus abondante, qui est ensuite procéssée en forme
mature de 17-kDa ™, clivée de son N-terminal peptide (IL-LNTP).**

Les kératinocytes possedent a leur surface deux sortes de récepteurs a I'lL-lalpha (IL-1R) : les
récepteurs de type 1 (IL-1R1) et 2 (IL-1R2 ). I’IL-1R1 est un récepteur traduisant effectivement le
signal de I'lL-1alpha, faisant du kératinocyte une cellule sécrétrice de type autocrine. L'IL-1R2 est un
récepteur ne traduisant aucun signal lorsqu’il est lié a son ligand, et remplit le r6le d’un inhibiteur des
effets de I'lL-1alpha.



Le rdle physiologique de I'lL-1alpha comme molécule régulatrice de I'inflammation stérile au niveau
intra et extracellulaire est aujourd’hui bien établi, et son action differe en fonction du mécanisme de
mort cellulaire de la cellule concernée.

Dans le cas d’'une apoptose cellulaire, le pré-IL1-alpha est transloqué du cytoplasme au noyau afin
d’interagir via son ILLNTP*" avec des complexes d’acétylation des histones pour réguler I'initiation de
la transcription génique™". Il a été suggéré que ce mécanisme, caractérisé par sa vitesse d’induction
et le fait qu’il soit médié par le précurseur d’'une molécule constitutivement exprimée au niveau des
kératinocytes ne nécessitant pas d’autre processing pour entrer en action, ait été conservé au cours
de I'évolution dans les cellules mammiferes afin de fournir a I'organisme le moyen de pouvoir
rapidement mettre en place des mesures protectrices face a certains pathogenes possédant des
inhibiteurs de la transcription génique, comme c’est le cas de certains virus. Durant 'apoptose, I'IL-
lalpha serait donc maintenu au niveau intracellulaire dans le but de limiter I'inflammation tissulaire.

En revanche, durant le stress cellulaire précédant un processus de nécrose, les niveaux d’IL-1lalpha
intracellulaire sont précocement augmentés de 4 a 5 fois leur taux initiaux. Dans le méme laps de
temps, les niveaux d’IL-1beta demeurent inchangés, faisant de I'lL-1alpha une molécule précocement
impliquée dans le processus inflammatoire™. De plus, le pré-IL1-alpha et I'lL-1alpha peuvent étre
relachés par des cellules nécrotiques au niveau extracellulaire pour induire le recrutement au site
d’inflammation de leucocytes, et parmi eux une proportion particulierement élevées de neutrophiles.
Cette propriété peut étre expliqué, pour I'lL-1alpha, par sa capacité a induire la sécrétion de CXCL1 par
les cellules exprimant I'lL-1R1. En effet, la neutralisation du CXCR2, le récepteur du CXCL1, entrainait
la disparition dans les modeles murin de l'attraction des neutrophiles au niveau du site de
I'inflammation stérile induite par I'lL-1alpha™*"'.

De plus, il a été démontré in vitro que I'ajout d’IL-1alpha recombinant sur des kératinocytes aboutissait
a une production accrue de RNA messager (MRNA) de Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor (GM-CSF)**"". Ce fait nous démontre qu’en plus de participer a I'attraction des neutrophiles au
site d’inflammation, I'lL-1alpha est capable d’induire indirectement leur prolifération.

De maniére plus globale, il a également été démontré la capacité de I'lL-1alpha a stimuler I'expression
des molécules d’adhésions cellulaires nécessaire a I'établissement du processus inflammatoire comme
I'Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), I’Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1 (ELAM-1) et
le vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)**"",

Il est a noter que dans les jours suivant le début de I'inflammation, le taux d’IL-1lalpha dans les
neutrophiles diminue drastiqguement : les expériences préliminaires ont rapporté un taux de 15%
d’expression de I'lL-1alpha dans les cellules neutrophiles au jour 1 de I'inflammation, tandis que le taux
d’expression était nul au jour 5™, confirmant le réle des différentes formes de I'lL-1alpha comme
acteurs précoces dans la réaction inflammatoire. A contrario, I'lL-1beta était jugé “abondamment”
exprimé dans les cellules myéloides au jour 5. Une expérience ayant consisté en l'injection
intradermique d’IL-1alpha recombinant sur des volontaires sain a également confirmé la validité in
vivo des observations précédemment citées”: 2 heures en moyenne apres injection, la peau des
volontaires a présenté localement un érytheme accompagné d’cedéme, qui fut maximal a 24 heures
post-injection, et persista jusqu’a 48h chez certains sujet. L’histologie a mis en évidence un infiltrat
inflammatoire a prédominance mononucléaire et périvasculaire, constitué dans les premieres heures
de neutrophiles, puis de cellules leucocytaires mononuclées (phénotype non-determiné dans I'étude).

Ces différentes démonstrations place donc le pré-IL1alpha et I'lL-1lalpha dans le réle d’une “dual-
cytokine” intervenant précocement, pouvant, selon le contexte, promouvoir ou au contraire
restreindre le processus d’inflammation stérile. Dans son role proinflammatoire, ces deux molécules
participent a I'induction et la propagation de I'inflammation stérile via entre autres |'attraction massive
des neutrophiles durant les premiers jours de I'inflammation, avant d’étre remplacés par I'lL-1beta et
les macrophages pour le maintien de cette inflammation. Néanmoins, I'lL-1 semble également
participer a ce processus de transition dans la mesure ou il a été prouvé que cette cytokine induit la



sécrétion de Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Activity (GM-CSA) chez les fibroblastes™
ainsi que la sécrétion de GM-CSF les cellules endothéliales™.

Il est a souligner qu’actuellement, bien qu’il soit clairement établit qu’a la fois la forme préformée ainsi
gue la forme procéssée de I'lL-1alpha possedent une activité proinflammatoire stérile via liaison a I'lL-
1R1, il n’a pas encore été précisément caractérisé leur différence, si il y en a, en terme de fonction ou
de signalisations cellulaires exploitées.

L'implication de la protéine Myd88 dans la signalisation cellulaire succédant a la liaison entre I'IL-
lalpha et IL1R est également a relever. Une fois I'lL-1alpha lié a I'lL-1R et le recrutement de la chaine
co-receptrice de I'IL-1R (IL-1RAcP) induite, le signal intracellulaire découlant de ce complexe est initié
par le recrutement de Myd88 au domaine TOLL-IL-1 récepteur (TIR domaine ) de ce complexe, ou cette
protéine remplit le réle d’adaptateur protéique afin de permettre la transduction du signal.XIiii Le point
relevant est le fait que Myd88 soit également impliquée dans la signalisation intracellulaire
proinflammatoire de la lignée myeloide via les récepteurs Toll-like (TLR)™™. La protéine Myd88 est
requise pour la signalisation intracellulaire de tous les TLR, a I’exception du TLR3. La signalisation TLR
est importante au niveau de I'organisme afin de garantir entre autre la réponse immunitaire, y compris
neutrophilique, face a un stimulus microbien et participe également aux processus de réparations
tissulaires. Comme le blocage de l'inflammation stérile peut représenter une piste thérapeutique
intéressante dans le traitement de diverses affections, il a été question de savoir si le fait de bloquer
la signalisation IL1-R et MyD88 par des anticorps anti-IL1-alpha neutraliserait également les capacités
de réponse de l'organisme dans le recrutement leucocytaire, en particulier neutrophilique, dans un
contexte de réponse inflammatoire contre un pathogene. Des expériences in vivo sur la souris ont
montré que la neutralisation de la voie de signalisation IL-1R-Myd88 n’affectait pas la réponse
immunitaire face a un stimulus microbien, mais diminuait drastiqguement l'inflammation stérile
découlant de dommages cellulaires.

2.3 IL-1alpha : implications physiopathologiques

Si le réle physiologique de la voie IL-1/IL-1R est de mieux en mieux comprise, son implication
pathologique dans diverses maladies a également été mise en évidence a plusieurs reprises.
L'implication de la famille de cytokines IL-1 est démontrée dans la pathophysiologie d’un nombre
croissant de maladies : maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, athérosclérose, diabete de type 2,
maladies rhumatologiques inflammatoire ou encore dégénération maculaire ne sont que quelques-
uns des exemples prouvant que le dysfonctionnement du systeme IL-1 peut affecter aussi bien un
unique organe qu’avoir des répercussions sur I'ensemble du corps.XIV

Pour explorer le réle pathogénique de I'lL-1lapha au niveau dermatologique, des modeles murins
surexprimant la cytokines au niveau des kératinocytes basaux ont été développéX'Vi. Du point de vue
clinique, des lésions dermatologiques se sont spontanément développés sur 'ensemble du corps, y
compris a la base des griffes. Ont été également relevé au niveau du tégument une perte de la pilosité,
un erythéme, un épaississement généralisé et particulierement marqué au niveau de la poitrine. Les
|ésions pouvaient persister plusieurs semaines, puis guérir en laissant une peau dénuée de pilosité. Au
niveau histologique, la peau non-lésionnelle présentait une hyperplasie ainsi qu’un infiltrat dermique
constitué de cellules monocytaires et de macrophages. L’histologie de la peau lésionnelle présentait
qguant a elle une hyperkératose, une acanthose, une parakératose, accompagné d’un infiltrat
inflammatoire qualifié de “mixte” composés de neutrophiles, de lymphocytes et de macrophages.
Entre autre, 'immunohistochimie a révélé également une forte expression d’ICAM-1. Cette expérience
établit donc I'lL-lalpha comme une molécule potentiellement pathogénique, pouvant, si elle est
surexprimée sur le long terme, altérer la différentiation cellulaire et étre a I'origine de manifestations
inflammatoires chronique impliquant a la fois 'immunité innée et I'immunité adaptative.



Il a également été démontré in vivo sur des modeéles murins que I'lL-1alpha, par effet de synergie avec
I'IL-17A, I'lL-22, le TNFalpha et I'onconstatine M, peut, par injection intradermique, produire un
phénotype cutané et profil génétique transcriptionnel proche de celui observé dans le psoriasisx'v", qui
ont été corrélés notamment avec une forte production et transcription kératinocytaire de CXCL8 et
une chemoattraction marquée des neutrophiles. Il est intéressant de noter qu’au niveau du
transcriptome, I'lL-1alpha est la cytokine possédant la capacité d’induction transcriptionnelle la plus
forte, pouvant a elle seule induire la transcription de 19 des 21 génes psoriasiques observés. De plus,
I'IL-1alpha est la cytokine induisant le plus la sécrétion de CXCL1 et CXCL8. Lorsque cette derniéere est
inhibée, cela bloque totalement la chemoattraction des neutrophiles. Dans une autre expérienceXIViii
impliquant les mémes cytokines, |'effet inducteur majeur de I'lL-1alpha sur la production de peptides
antimicrobiens a été mis en évidence. Le réle antimicrobien de I'lL-1alpha a également été étudié
comme possiblement en lien avec I'acné vulgaire : la bactérie Propionobacterium Acnes, qui pourrait
étre liée a la physiopathologie de I’'acné vulgaire, semble pouvoir stimuler I'activité de I'lL-1alpha via
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son interaction sur les TLR™.

De méme, des modéles murins déficitaire en antagoniste du récepteur de I'IL-1 (IL-1RA) présente
cliniguement un phénotype cutané et histologique proche de celui du psoriasis (type non-spécifié dans
I’étude). L’histologie a également révélé entre autre la présence d’une acanthose, d’une parakératose,
d’une papillomatose, ainsi que de la formation de microabcés au niveau de la couche cornée de
I’épiderme (microabces de Munro).

Lukens et al. ont également utilisé la souris comme modeéle pour étudier la pyhsiopathologie des
dermatoses neutrophiliques". A cet effet, une lignée de souris déficitaire en protéine SHP-1 a été créée.
Les modeles présentaient des |ésions chroniques au niveau des plantes des pieds et des mains,
caractérisées histologiquement par une infiltration neutrophilique importante. Cette lignée a ensuite
été croisée avec une autre lignée knock-out (KO) pour I'lL-1alpha. Les descendants de ces deux lignées
n’ayant pas présentés de lésions dermatologiques, I'lL-1alpha a été désigné comme responsable des
|ésions observées dans la lignée ancestrale.

Dans le contexte de son réle de régulateur de I'expression génique, le niveau d’expression de I'IL-
lalpha varie au cours du cycle cellulaire”, de méme gue les niveau d’IL-1RA. Cette variation du taux
d’expression a été démontrée comme étant altérée dans le psoriasis (type non-spécifié dans I'étude)
pour ces deux molécules. De méme, des taux d’IL-1R2 ont été eux-aussi démontrés augmentés dans la
peau des patients souffrant de psoriasis"".

La localisation de I'lL-1alpha dans la peau psoriasique est également perturbée : physiologiquement
majoritairement présent au niveau intercellulaire, la cytokine est principalement localisée au niveau
intracellulaire dans le psoriasis"v.

3. LES ANTICORPS ANTI-IL-1alpha

3.1 Les anticorps anti-IL-1alpha physiologiques

Les anticorps contre I'lL-1alpha (anti-IL-1-alpha) sont présents dans la population générale de maniere
physiologique. Cette prévalence varie en fonction de I'origine de I'individu et varie de 5 a 28% selon

Ivi

les études” et semble augmenter avec |'age ™.



Les anti-IL-1-apha sont des anticorps de type IgG4/kappa, liant spécifiquement I'lL-1alpha avec une
haute affinité (Kd=1.2x10(-10)M), mais pas I'lL-1beta, ni I'lL-1RA™".

Il est intéressant de noter que de hauts taux d’anticorps anti-IL-1alpha sont associés avec un meilleur
pronostique chez les patients atteints de polyarthrite chronique, les patients avec une forme bénigne
de polyarthrite chronique ayant un taux d’anti-IL-1alpha plus élevé que les patients atteints d’une
forme sévere™” laissant supposer une participation négative de I'lL-1alpha dans ces maladies.

3.2 L'utilisation d’anticorps anti-IL-1alpha comme traitement de maladies dermatologiques

Le médicament qui sera utilisé dans I’étude succédant a ce travail est le Xilonix (MABp1), un anticorps
monoclonal ciblant I'IL-laIpha"X. La structure du MABp1 est identique a celle de I'auto-anticorps anti-
IL-1-alpha de type IgGlk exprimé naturellement par les lymphocytes B dans le corps humain. Ce
traitement a déja été utilisé avec succés dans plusieurs maladies dermatologiques :

- Acné vulgaire : pathologie de I'infundibulum pilo-sébacé se caractérisant précocement par la
formation de comédons accompagnés histologiquement d’hyperkératose, dans laquelle le réle
pathologique de [I'IL-lalpha a été mis en évidence dans sa capacité d’induire une
hypercornification. En effet, des infundibulum pilo-sébacés extrait de biopsies et mis en
culture pour étre exposés a différentes cytokines ont développé une hypercornification
lorsqu’ils étaient mis en présence d’IL—1aIpha'X. Il a également été démontré que cet effet
pouvait étre bloqué par I'ajout de IL-1Ra dans le milieu de culture™. De plus, une étude clinique
réalisée sur des patients souffrant d’acné vulgaire modéré a sévére et traité par Xilonix ont
démontré une rapide résolution de leurs lésions dermatologiques, de méme qu’une
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amélioration des symptomes de stress psychologiques™ .

- Psoriasis réfractaire modéré a sévére: dans le traitement de cas de psoriasis réfractaires,
I'utilisation de MABp1l a démontré une rapide amélioration des scores PASI des patients
concernés™. Au jour 35, 4 des 8 sujets de I'étude avaient diminué leur score PASI par deux.

A noter que la stratégie thérapeutique du blocage du systéme IL-1 via I’Anakinra, un antagoniste de
I'IL-1R, a également fait ses preuves dans le traitement de plusieurs maladies dermatologique, dont Le
Psoriasis Pustuleux Généralisé (PPG), variante du PPPP dont les manifestations atteignent dans ce cas
I’ensemble du corps. Deux patients atteints de cette maladie et traités par Anakinra en injection sous-
cutanée ont présenté dans les jours qui ont suivis une résolution de leurs Iésions dermatologiques ainsi
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gu’une normalisation de leurs tests biologiques™ .

De méme, Brenner et al. ont rapporté le cas d’un important pyoderma gangrenosum (10x4cm),
réfractaire au traitement médicamenteux par Tacrolimus, traité avec succes par Anakinra.
Malheureusement, comme I’Anakinra bloque I'IL-1R, utilisé a la fois dans la signalisation de I'lL-1alpha
et I'lL-1beta, il ne fut pas possible de mettre en évidence dans ces deux cas laquelle des deux cytokines
était spécifiquement impliquée. Néanmoins, ces exemples établissent a nouveau le systeme IL-1
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comme une cible thérapeutique intéressante™.



4. INVESTIGATION DE L'IL-1alpha COMME CIBLE THERAPEUTIQUE
DANS LE PSORIASIS PUSTULEUX-PALMOPLANTAIRE

4.1. Méthodologie

4.1.1 Recrutement des patients et criteres d’inclusions

L’étude réalisée dans le cadre de ce travail porte sur I'analyse génétique et immunohistochimique de
17 patients : 8 patients atteints de psoriasis pustuleux palmo-plantaire, et 9 patients atteints de
psoriasis en plaques.

La collecte des données s’est faite de maniére retrospective, monocentrique, parmi les patients de la
Polyclinique de Dermatologie du CHUV, traités entre 2008 et 2016 pour un PPPP ou un psoriasis en
plaques. Afin d’étre inclus dans I’étude, les patients devaient avoir un diagnostic clinique concordant
et confirmé par dermatopathologie. Les patients devaient avoir pris connaissance et signé le
formulaire de consentement quant a I'utilisation de leur prélevement a des fins de recherches.

De plus, une biopsie sous paraffine ainsi qu’une biopsie cryopréservée devaient étre disponible pour
chaque patient afin de pouvoir réaliser les analyses détaillées ci-apres.

4.1.2 Méthodes d’analyses

4.1.2.1 Méthodes d’analyses : expression génique

L'analyse de I'expression génique s’est faite par qPCR, a partir des prélevements cryopréservés, qui
présentent un meilleur rendement que leurs équivalents en paraﬁ‘ineIXVi pour I'analyse considérée.
Les biopsies ont été réalisée en punch de 4mm, puis mises sous paraffine ou cryopréservées par
I'Institut Universitaire de Pathologie du CHUV. Le cDNA des échantillons cryopréservés ont été extraits
selon un protocole par trizol, puis utilisés pour évaluer I’expression des genes suivants : IL-1alpha, IL-
lbeta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-22, IL-23A, IL-36B, IFNg, TNF, CXCL1 et CXCL8. Le niveau d’expression
relatif de ces génes fut calculé a partir du niveau d’expression du géne de la GAPDH (glycéraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase). Ces niveaux d’expression ont été comparés et corrélés via un test de
p-value réalisé via le programme PRISM.

4.1.2.2 Méthodes d’analyses : immunohistochimie

Pour I'immunohistochimie, les marquages suivants ont été réalisés : CD3, CD8, CD14, CD15, CD123,
DC-LAMP et CD163. Les prélevements, recus fixés en paraffine, furent découpés au microtome en
échantillons de 4um d’épaisseur, mis sur lame apres un passage dans un bain défroisseur, puis incubés
a 37 degrés durant une nuit, avant un stockage a 4 degrés précédant le marquage
immunohistochimique.

Par échantillon, une lame fut utilisée par marquage immunohistochimique, contenant trois coupes du
méme échantillon, dont une des trois coupes a servi de contrdle négatif. Des prélevements provenant
d’amygdales humaines de donneurs sains servirent de contréles positifs.

Le marquage du CD3 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de Dako (cat n : M7254), a une
dilution de 1 :500.



Le marquage du CD8 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de AbD serotec (cat n : M7103), a
une dilution de 1 :50.

Le marquage de la DC-LAMP fut réalisé avec un anticorps de Sino Biological (cat n : 10527-T60), a une
dilution de 1 :2000.

Le marquage du CD14 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de SIGMA Prestige (cat n :
HPA001887), a une dilution de 1 :500.

Le marquage du CD15 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de BD Pharmigen (cat n : 559045),
a une dilution de 1 :1000.

Le marquage du CD123 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de Pharmingen Deutschland GmbH
(cat n : 554527), a une dilution de 1/200.

Le marquage du CD163 fut réalisé avec un anticorps obtenu auprés de Novocastra (cat n : NCL-L-
CD163), a une dilution de 1 :200.

Tous les échantillons utilisés furent contre-colorés I’"hématoxyline de Mayer. Tous les marquages
furent réalisés par la méme personne. Un méme marquage a été réalisé sur toutes les coupes
concernées lors de la méme manipulation.

Suivant le marquage, le comptage cellulaire a été réalisé dans le derme et I'épiderme séparément, en
réalisant la moyenne du nombre de cellules présentent dans 3 champs d’agrandissement 40X. La
significativité en termes de différence de nombre de cellules observées a été établie via un test de p-
value réalisés via le programme PRISM.

4.1.2.3 Méthodes d’analyses : limites

Une des limitations de cette étude est son caractere rétrospectif, imposée de facto par la fenétre
temporelle dans laquelle elle devait étre réalisée en tant que Travail de Master. Cet état de fait a
impliqué la réutilisation de données et de matérielle n’ayant pas été collecté a priori dans ce but, ce
qui a limité le nombre d’échantillons disponibles : les critéres d’inclusions imposaient que chaque
patient dispose d’un échantillon de peau préservé sous paraffine pour 'immunohistochimie, et d’un
échantillon de peau cryopréservé pour I'analyses de I'expression génique. Or, pour le psoriasis en
plaque, la cryopréservation n’est demandée que si le patient présente un phénotype clinique atypique
laissant suspecter un diagnostic différentiel de dermatose inflammatoire nécessitant une analyse par
immunofluorescence, par exemple une dermatomyosite, un lupus ou une pemphigoide.

Au niveau des manipulations en elles-mémes, cela s’est traduit, par exemple, par le fait de n’avoir pu
réaliser les analyses immunhistochimiques voulues sur un des échantillons, en raison d’une trop faible
guantité de tissu restant sur un des blocs de paraffine. De méme, seulement I'épiderme d’un autre
échantillon était disponible, rendant I'analyse immunohistochimique du derme impossible.

De méme, les lacunes en termes de données anamnestiques disponibles n’ont pas permis certaines
comparaisons, ce qui a limité I'établissement de potentielles nouvelles corrélations. Par exemple,
sachant que I'on peut classifier le psoriasis en plaque en type 1 (early onset) et type 2 (late onset), on
aurait pu imaginer comparer I'expression génique chez les patients de sexe féminin présentant un
psoriasis en plaque type 1 comparée aux patients de sexe féminin jusqu’a 20 ans présentant un PPPP.

De méme, si les patients des deux groupes présentaient des maladies concordantes, il est a noter que
pas tous ne furent biopsés de maniere synchrone lors de leur poussée. La réponse immunitaire, méme
pathologique, étant un phénomeéne dynamique, une réalisation prospective de I'étude aurait permis
d’obtenir des échantillons de biopsie au méme instant “t”’ de I'inflammation.



Au niveau statistique, bien que les résultats qui seront discutés plus loin sont statistiquement
significatifs, il est a noter le faible nombres d’échantillon, 17 au total, ayant été analysés pour cette
étude.

Le caractére monocentrique de cette étude est a relever également. Le psoriasis est une maladie avec
une part d’influence environnementale importante'”". Pour cette raison, il n’est pas exclu que des
formes cliniqguement similaires de psoriasis puissent avoir des aspects immunohistochimiques et des
profils d’expressions géniques différents suivant la population dont le patient est issu. Pour ces raisons,
les résultats obtenus dans cette étude sont a confirmer dans le futur par des analyses sur une
population plus large et de géolocalisations différentes.

4.2.2 Résultats & Discussion : expression génique

422.1]1L-8
IL-8 Dans sa forme mature, I'lL-8 (CXCL8™") est une protéine de 72 acides
15000~ aminés, produit par une large variété de cellules, dont plusieurs types
*% cellulaires composant la peau et/ou dont la participation a la
5 physiopathologie du psoriasis a déja été démontrée, tel que les cellules
@ 10000 . endothéliales, les fibroblastes dermiques, les kératinocytes, les
= monocytes, les lymphocytes ou encore les neutrophiles™™. Il est a noter
) : que plusieurs de ces types cellulaires sécretent de I'lL-8 de maniere
_g 5000- autocrine, car possédant eux-mémes les récepteurs pour I'IL-8
% . - ( neutrophiles, lymphocytes T, cellules endothéliale et kératinocytes'xx).
12 [ ]
- LT L L'IL-8 a démontré in vitro et sur modeéle murin une activité
= k proinflammatoire notamment via la chemoattraction de plusieurs types
S 2 de leucocytes, dont les lymphocytes T™, les basophiles™ et les
3 a neutrophiles™".

Au niveau dermatologique, I'expression de cette cytokine est associée entre autre a une prolifération
épidermique et a une angiogenese augmentée, deux caractéristiques histologique du psoriasis. Il est
également a noter qu’une étude immunohistochimique menée sur des biopsies de patients souffrant
de psoriasis vulgaire a mis en évidence que dans cette maladie, les neutrophiles sont probablement Ia
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source principale d'IL-8™".

En comparaison au psoriasis en plaques, les niveaux extrémement élevés d’IL-8 retrouvés dans le PPPP
laisse supposer un role prépondérant de cette cytokine dans la physiopathologie de cette maladie.
Au-dela de son activité chemoattractrice sur les neutrophiles mentionnée précédemment, I'lL-8 a
également démontré sa capacité a induire le relachement des enzymes lysosomiales
neutrophiliquesIXXV et a augmenter les capacités d’adhésions de ces cellules sur I'endothélium non-
activé™,

De méme, les neutrophiles sécrétant eux-mémes de I'IL-8 de maniere autocrine, il serait pertinent
d’étudier plus en profondeur les éventuelles mutations dans le métabolismes et/ou la génétique de
ces cellules chez les patients souffrant de PPPP™".

Ces différents éléments établissent clairement I'IL-8 dans le PPPP comme une potentielle cible
thérapeutique, d’autant plus qu’un traitement par anticorps monoclonaux anti-IL8 a démontré une
amélioration clinique significative chez les patients souffrant de pustulose palmo—plantaire'xxv"i. Des
études cliniques dans ce sens seraient donc pertinentes, étant donné I'absence de modéle murin
existant pour le PPPP.



4.2.2.2 CXCL1

La CXCL1, aussi appelée Neutrophil-Activating Protein 3 (NAP-3), est

CXCL1 exprimée par une large variété de cellules immunitaires, parmi lesquelles
2000- * on relévera les macrophages, les neutrophiles, les cellules épithéliales™™,
c - et les kératinocytes™.
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PPPP, tandis que les niveaux d’IL-17 sont similaires. On peut donc
raisonnablement se poser la question du pourquoi de cette constatation : existe-il une autre voie de
signalisation amenant a I'expression accrue du CXCL1 ? Les cellules productrices de CXCL1 en
produisent-elles elles-mémes une quantité pathologiquement plus élevée face a un stimulus d’une
amplitude physiologique ? Il serait entre autre intéressant d’évaluer plus en détails les mutations
relatives au génome des neutrophiles dans le PPPP.

4.2.2.31L-23
IL-23A Au niveau physiologique, I'lL-23 est une cytokine pro-inflammatoire
40- NS produite par les cellules de la lignée myéloides, mais également par les
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2 304 des lymphocytes T-Helper 17 (Th17)™. Du point de vue structurel, il est
| N , ) iz )
2 a noter que I'lL-23 et I'lL-12 partage une sous-unité en commun, I'IL-
e
o
£ 201 12/23p40.
2 ]
= 10 L’injection d’IL-23 sur des modeéles murins a montrer I'induction d’un
K ° — phénotype cutané proche du psoriasis en plaques™®, et il a été
s = 2 -:. démontré par la suite la surexpression de cette cytokines dans plusieurs
0 » g maladies immunologique comme la maladie de Crohn, [arthrite
s 2 rhumatoide, et la sclérose multiple™.
S S
> a

Si le role de cette cytokine est aujourd’hui peu clair dans la
physiopathologie du PPPP, il I'est plus au niveau du psoriasis en plaques : il a été mis en évidence une
surexpression de cette cytokine, produite principalement par les cellules dendritiques, induisant la
maturation et 'activation des Th17, qui produisent a leur tour un large panel de cytokines ( dont I'IL-
17A, I'lL-17F, I'lL-22 et I'IFN-y ) activant la prolifération des kératinocytes et la sécrétion de peptides
antimicrobiens, participant a leur tour au maintien de I'inflammation. A noter que les kératinocytes
eux-mémes sont capables de produire de I'lL-23, établissant ainsi un cross-talk pathologique entre ces
cellules et les Th17"*.

Découvert au début des années 2000, I'lL-23 est aujourd’hui reconnue a la fois comme une des
principales cytokines proinflammatoire et une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des
formes résistantes de psoriasis. Depuis la mise sur le marché de I’'Ustekinumab (STELARA), un anticorps
IgG1K synthétisé a partir de lignée de myélome de souris, I'lL-23 est devenue une cible thérapeutique



particulierement intéressante dans les formes de psoriasis résistantes au traitement par méthotrexate,
cyclosporine, ou encore psoraléne-UVA (PUVA )™,

4.22.4 1L 17A, IL17F & IL 22
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Ces cytokines sont toutes trois sécrétées par les Th17, effecteurs de I'immunité extracellulaire (e.g.
I'immunité dirigée contre certaines bactéries ou champignons). L'IL-17A et I'IL-17F appartiennent a la
famille des cytokines IL-17, composée de 6 membres allant de “A” a “F”’, dont I'lL-17A est la principale
effectrice. En effet, les capacités d’induction d’expression génique de I'lL-17A sont entre 10 a 30 fois
supérieures a celles des autres membres de cette famille.

L’'IL-17A est produit par nombreuses cellules de I'immunité innée et adaptative, parmi lesquelles on
notera les macrophages, les cellules dendritiques, les Th1l7, et dans une moindre mesure les
éosinophiles et les Natural Killer (NK).

Bien que les kératinocytes soient la cible principale de I'lL-17A, les récepteurs pour cette cytokine sont
exprimés sur une large variété de cellules, dont entre autres les fibroblastes, les macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales.

Concernant les kératinocytes, I'lL-17A induit la sécrétion de nombreuses cytokines pro-inflammatoires,
tel que I'lL-8, les peptides antimicrobiens comme le S100A ou les B-défensines, ou encore le CCL20.
Chez les patients souffrant de psoriasis en plaques, les Th17 sont présents en nombre plus élevés dans
le sang des patients souffrant de psoriasis en plagues en comparaison aux patients sains, et ce nombre
est corrélé positivement avec la sévérité de la maladie observée en clinique™™". 'implication des Th17
comme faisant partie des cellules effectrices prédominantes dans le psoriasis en plaques s’est traduit
en clinique par I'efficacité de I’'Ustekinumab, un anticorps monoclonal ciblant la sous-unité p40 de I'IL-
12 et I'IL-23, dont cette derniére est nécessaire a la maturation des Th17.

L’IL-22 produit par les Th17 et les Th22, exacerbe également les comportements proinflammatoires
des kératinocytes, qui expriment la sous-unité 1 du récepteur a I'lL-22 (IL-22R1). On notera parmi ses
effets I'augmentation de la production des peptides antimicrobiens, la production de métalloprotéases
facilitant I'infiltration des cellules immunitaires au niveau de la peau, et I'inhibition de la différentiation
des kératinocytes, causant I’épaississement en plaque de I'épiderme, typique du psoriasis™*™.

Il est intéressant de constater que les Th17, acteurs de I'immunité extracellulaire, semblent avoir un
role dans la physiopathologie du PPPP. En effet, les cytokines produites par les Th17 dans le PPPP



atteignent les mémes niveaux pathologiques que ceux observés dans le psoriasis en plaques. Au niveau
du psoriasis en plaques, il a été démontré que la sécrétion d’IL-17 induit une augmentation des niveaux
d’expression de I'lIL-8 et du CXCL1. Néanmoins, les niveaux d’IL-8 et de CXCL1 dans le PPPP, pouvant
tous deux étre induit par I'lL-17, sont beaucoup plus élevés dans le PPPP. Ceci ameéne la question de
savoir quelle(s) pourrait(ent) étre la/les autres effecteurs susceptibles d’amplifier la production de ces
cytokines, a moins que ce ne soient les cibles directes de ses cytokines qui sur-réagissent a leur signal.

L'implication des Th17 comme faisant partie des cellules effectrices prédominantes dans le psoriasis
en plaques s’est traduit en clinique par I'efficacité de I’'Ustekinumab, un anticorps monoclonal ciblant
la sous-unité p40 de I'lL-12 et I'lL-23, cette derniére étant nécessaire a la maturation des Th17.

Il est intéressant de constater un profil d’expression trés proche entre le psoriasis en plaques et le
PPPP concernant ces cytokines. Cette corrélation pose la question de I'éventuelle efficacité d’'un
traitement par Ustekinumab des patients atteints de PPPP, au vu de l'efficacité obtenu chez les
patients atteints de psoriasis en plaques.

4.2.2.5 IFNg
Les protéines de la famille des interférons sont des constituants du
IFNg proteines de ’ . ) , om ,
systeme immunitaire, produits en réponse a la présence d’une double
151 NS hélices d’ADN étranger dans I'organisme™.
: ° L'IFNg est produits par des cellules du systeme immunitaire, notamment
K] les lymphocytes NK, les monocytes et les lymphocytes Th1.
g 10- D’un point de vue thérapeutique, l'interféron est indiqué aujourd’hui
s dans le traitement de I'hépatite C, pour ses propriétés antivirales et sa
> ° capacité a amplifier la réponse immunitaire, bien que les effets
g 5. secondaires de ce médicament soient nombreux*.
E __e_ u L'IFN-y est certainement un des acteurs ayant été le plus étudié dans la
&’ * ° n physiopathologie du psoriasis. En effet, cette protéine apparait comme
... .'E. un des acteurs principaux dans la physiopathologie de cette maladie, en
0 !,',, .L jouant un role dans la différentiation de monocytes en cellules
> ‘—; dendritiques, migrant depuis la peau dans les ganglions lymphatiques, ou
% § sont activées les cellules Th1l via la sécrétion d’IL-12 et les cellules Th17
- o via la sécrétion d’IL-23"".

L'IFNg est également capable d’induire la sécrétion de CXCL10 et de CXCL11 par les kératinocytes,
induisant le recrutement de d’avantage de cellules T au niveau de la peau™".

Concordant avec nos précédentes observations concernant les niveaux d’expression similaires des IL-
17A,F et 22 entre le psoriasis vulgaire et le psoriasis pustuleux, les niveaux d’IFNg semblent également
les mémes entre ces deux pathologies, laissant supposer I'existence de certains points commun dans

la physiopathologie de ces deux maladies.



4.2.2.6 IL-36B

IL36B L'IL-36, comme [|'lIL-1lalpha et I'I!.—lbeta, fait partie de la famille des

150- NS cytokines proinflammatoire IL-1*?, dont les propriétés ont été décrites

plus haut dans ce document. Sous la dénomination IL-36 sont regroupées

N o - en réalité 3 cytokines : IL-36alpha, IL-36beta et IL-36gamma, se liant au

g 1004 méme récepteur, I'lL-36R, et possédant a ce jour des effets biologiques
GE’. ] reconnus comme similaires™.

% . m Il est a noter que le récepteur de I'lL-36R est un hétérodimere, composé

2 50 A d’une sous-unité lui étant propre, et d’une deuxiéme sous-unité

& commune au récepteur de I'lL-33 (IL-33R) et a une des deux récepteurs

K KA de I'lL-1, I'IL1-R type 1.

0 : u L'étude via des modéles murins a démontré que l'injection d’IL-36

» ‘% entrainait la surexpression de plusieurs protéines impliquées dans la

Eb g physiopathologie du psoriasis, dont I'INFg, le TNF, I'lL-17, I'lL-22, I'IL-23

3 3 *¥' De plus, la méme étude rapporte que la transplantation de peau de

patients souffrant de psoriasis sur des modeles murins traités avec un

antagoniste du récepteur a I'lL-36 ont démontré une amélioration des
|ésions cutanées. Au niveau du psoriasis, il a été démontré que les 3 formes de I'lL-36 sont
surexprimées dans la peau lésionnelle des patients™"

L'analyse de I'expression génique a révélé ici que les niveaux d’expressions géniques de I'lL-36B sont
similaire dans la peau lésionnelle de patients souffrant de PPPP et de ceux souffrant de psoriasis en
plaques. Il est intéressant de constater que bien que le PPPP semble avoir un profil physiopathologique
tres typé “IL-1", via la surexpression de I'lL-1lalpha et de I'lL-1beta par rapport a ce qui est observé
dans le psoriasis vulgaire, cette surexpression n’est pas homogéne dans les cytokines de cette famille.
Du point de vue thérapeutique, I'inhibition de la voie de I'lL-36 est pratiquement possible, depuis la
mise sur le marché d’un anticorps ciblant I'IL-1R, I’Anakinra.

4.2.2.7 TNF-alpha

TNF Le Facteur de Nécrose Tumorale alpha (TNF-alpha ), a tiré son nom de sa
NS capacité a faire nécroser des cellules ’;ymorales, observée lors de sa
50+ découverte en 1975 par Carswell et al.*™

5 40- ¢ Le TNF-alpha peut étre sécrété par un large éventail de cellules du
s systéme immunitaire, parmi lesquelles on relévera les neutrophiles, les
g 304 - macrophages, les lymphocytes CD4, les éosinophiles, et les cellules NK*™.
';} ° " Au niveau physiologique, les mastocytes apparaissent comme la source
g 20- i principales de TNF-alpha“de la peau, qui peut étre également sécrété par

-E P les kératinocytes, les fibroblastes et les cellules dendritiques®.
;2: 104 '... ... D’un point c!e vue physiopathologique, le .ré’le‘ Proin.flammatoire du TNF-
alpha s’explique entre autre par sa capacité a induire un large panel de
0 ; ; cytokines proinflammatoires, dont [IIL-1beta, I'IL-2 et IL-8% via
-g L:\: Iactivation de la voie Nf-kB“". Au niveau du psoriasis, le roéle
%’ ‘g’ physiopathologique du TNF-alpha a été également évalué par la greffe de
> o peau non lésionnel sur des modéles murins de type AGR, c’est-a-dire ne
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possédant pas de cellules lymphocytaires T, B et NK™". Cette expérience a
démontré que les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigénes sont les sources principales
de TNF-alpha, et que cette cytokine intervient précocement dans le développement des lésions
psoriasiques. Actuellement, plusieurs traitements pour le psoriasis en plaque cible le TNF, dont



I'infliximab et l'etanercept, empéchant le développement des lésions cutanées en réduisant la
prolifération des lymphocytes T.

Dans nos expériences, le psoriasis en plaque et le psoriasis pustuleux palmo-plantaire ont révélés des
niveaux d’expression similaire pour cette cytokine. Il est néanmoins a relever le fait que si le TNF-alpha
possede la capacité d’induire I'lL-8, il ne semble pas étre directement lié a cette surexpression que
nous avons observée dans le PPPP.

4.2.2.8IL-9
IL9 L'IL-9 est une cytokine de la famille IL-2, produite entre autres par les
10- NS lymphocytes Th2 et les cellules CD4+ naives.

De maniere physiologique, cette cytokine agit au niveau et des kératinocytes
_5 ¢ et de plusieurs lignées hématopoiétiques dont les mastocytes, en favorisant

§ la prolifération de ces cellules et en inhibant leur apoptose®.
§ 5 Du point de vue physiopathologique, I’expression de cette cytokine a été mise
g en évidence dans des maladies de type allergiques liées aux lymphocytes Th2,
-% comme l'asthme. De plus, I'injection d’IL-9 intradermique sur des modeles
E - murins K5.Htgf-B1 a démontré I'induction d’un phénotypes cutané proche du
o® psoriasis, avec histologiquement une infiltration cellulaires majoritairement
0'_?_?_ de cellules T CD3+ et de monocytes/ macrophages CD68+. Il a également été
g % démontré via les mémes modeéles murins que I'IL-9 est capable d’augmenter
3 g la production des cytokines de type IL-17 par les lymphocytes Th17, une des

principales populations de cellules effectrices pathogéniques dans le psoriasis
en plaque. Finalement, le blocage de I'lL-17 avant I'injection d’IL-9 a démontré la disparition compléte
des effets cutanée préalablement observé, indiquant que I'lL-9 pouvait servir d’inducteur de la réponse
pathologique Th17.
Au niveau humain, il a été démontré que la peau lésionnelle des patients psoriasis présentent un
nombre de récepteurs a I'lL-9 (IL-9R) supérieurs en comparaison a des sujets contrdles, de méme que
les lymphocytes Th17 des patients souffrant de psoriasis en plaques produisent d’avantage d’IL-17A
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guand ils sont stimulés via IL-97".

Premiérement, il est ici intéressant de constater une fois de plus les similitudes existantes entre le
psoriasis en plaques et le PPPP, qui possédent pour cette cytokines un niveau d’expression semblables.
Deuxiemement, bien que cette cytokine n’ait pas un niveau d’expression relativement plus élevé que
la GAPDH, il est intéressant de constater qu’elle semble néanmoins participer a la physiopathologie du
psoriasis en plaques, via son influence sur les Th17.

Bien souvent, I'appréciation du role pathogénique ou non d’une cytokine est jugée par 'amplitude de
son niveau d’expression, en comparaison a des groupes contréle. Dans le cas de I'IL-9, bien que son
niveau d’expression ne soit pas particulierement élevé dans cette expérience, on peut tout de méme
s’interroger sur le role pathogénique de cette cytokine au vue de son influence sur la voie Th17. Les
cellules pathogéniques des patients souffrant de PPPP et de psoriasis en plaques partagent-elles des
mutations communes, susceptibles d’harmoniser les thérapies ciblées dans ces maladies, ou au
contraires possedent-elles des physiopathologies différentes amenant aux mémes résultats en termes
d’expression géniques, mais qui nécessiterait des lors des approches thérapeutiques différentes ?
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Ces cytokines sont, entre autres, produites par les lymphocytes Th2, partie intégrante de la réponse
immunitaire humorale comprenant la prolifération des lymphocytes B et la production d’anticorps.

A ce jour, il n’a pas été mis en évidence de réle physiopathologique particulier pour I'lL4 et I'IL-10 dans
le psoriasis en plaques ou dans le PPPP™"".

En revanche, il est aujourd’hui bien établit que I'lL-6 est surexprimé dans la peau lésionnelle des
patients psoriasiques,™" les principales cellules a I'origine de I'expression de cette cytokines étant les
cellules dendritiques (DCs) dermiques, et dans une moindre mesure les cellules endothéliales.

Il a été également démontré que via la signalisation STAT3, I'IL-6 est capable de diminuer la réponse
des lymphocytes T régulateurs (Treg), supposés diminuer I'amplitude la réponse immunitaire, contre
les lymphocytes mémoires et effecteurs™. De plus, les niveaux d’expression d’IL-6 étant relativement
les mémes dans ces deux maladies, on peut se poser la question de I'existence d’un mécanisme

similaire dans le PPPP.

4.2.2.10 IL-1alpha & IL-1beta

IL-1A Dans notre expérience, I'lL-1alpha apparalt comme significativement
plus élevé dans le PPPP que dans le psoriasis en plaque. Bien que cela
% tiennent surtout de 2 résultats, il est a rappeler I'aspect dynamique de
la physiologie de I'lL-lalpha : les expériences préliminaires sur I'IL-
lalpha ont démontré que cette cytokine suit une cinétique particuliére
100 au cours de l'inflammation. En effet, si elle augmente rapidement au
début d’'un processus inflammatoire nécrotique, ses taux sont
quasiment nuls les jours suivants. Ceci révele une des faiblesses de la
50 méthodologie que nous avons abordée, a savoir le caractére rétrospectif
de I'étude. Le fait de pouvoir biopsier tous les patients au méme instant
T de leur inflammation aurait tres probablement montré une différence
encore plus significative. Néanmoins, nous avons tout de méme pu
mettre en évidence une expression significativement plus élevée malgré
cette contrainte.

150+
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o
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Considérant cette nouvelle évidence, il serait intéressant de poursuivre plus loin les investigations
guant a la physiopathologie de cette cytokine dans le PPPP. Par exemple, en comparant les quantités
d’IL-1alpha dans la peau non-inflammatoire des patients souffrant de psoriasis en comparaison a des
donneurs sains. Ceci permettrait d’évaluer s'il existe en tout temps une surexpression de cette



cytokine au niveau de la peau des patients, ou si la surexpression n’est présente que lors d’un
processus inflammatoire. Dans le cas ou les quantités seraient similaire, cela pourrait indiquer un
probléme au niveau du processus inflammatoire en lui-méme, qui aboutirait a une surproduction d’IL-
lalpha lors de ce processus. De méme, il serait intéressant d’évaluer I’expression des récepteurs a I'lL-
lalpha de type 1 et 2 chez les patients souffrant de PPPP et chez des donneurs sains, afin d’évaluer si
en plus de posséder une expression quantitativement plus importante, les kératinocytes des patients
présentent également un potentiel de réponse a cette cytokine plus important.

Finalement, I’évaluation de de I'abondance des anticorps anti-IL-1alpha chez les patients souffrant de
PPPP et chez des donneurs sains serait également pertinente.

Comme décrit précédemment, I'lL-1alpha posséde la capacité d’induire le relachement de CXCL1, un
chemoattracteur des neutrophiles également surexprimé dans le PPPP. De plus, rappelons également
que I'IL-8, qui atteint des niveaux significativement plus élevé dans le PPPP comparativement au
psoriasis en plaque, serait produit majoritairement par les neutrophiles. La surexpression d’IL-1alpha
pourrait donc étre, au niveau du PPPP, une des étapes menant par la suite a la surexpression
pathologie du CXCL1 puis de I'lL-8 dans cette maladie.

Correlation Un autre point a soulever et la corrélation mise
40- P<0.01 en évidence entre les niveaux d’expression de
I'lL-1alpha et ceux de I'lL-23A. En effet, si I'lL-23
a su démontrer son implication dans la
physiopathologie du psoriasis en plaques via la
:z, maturation des lymphocytes Th17, son role dans
o 204 celle du PPPP est peu clair et mérite de plus
= ° larges investigations. Une des principales
10- guestions qui se pose est de savoir sil'une de ces
cytokines entraine I'expression de l'autre, ou si
_?o ° un autre stimulus commun aujourd’hui inconnu
: 0 50 100 450 ©stalorigine de cette corrélation.

IL-1A

A noter que bien que nos analyses n’aient pas

Correlation montré de différences significative en termes

15000 - P00l d’expression des niveaux d’IL-1beta dans le PPPP
en comparaison au psoriasis en plaque, on peut
raisonnablement s’interroger sur le role de cette
cytokine dans la physiopathologie des formes
pustuleuses du psoriasis, étant donné sa
corrélation positive avec I'lL-8, trés fortement
exprimée dans le PPPP. Il est également
intéressant de noter que bien que I'lL-1beta doit
étre préalablement clivé via I'inflammasome par
' : " ' . caspase-1 avant sa sécrétion”, plusieurs études
0 100 200 300 400 500 suggerent qu’en cas de processus inflammatoire
IL-8 impliguant des neutrophiles , I'lL-1beta pourrait

8tre clivé via un autre biais™, notre travail suggérant alors que I'IL-8 aurait probablement un rdle a
jouer dans ce processus. Si I'lL-1alpha est impliqué dans l'initiation du processus inflammatoire et
I'attraction des neutrophiles, I'expression de I'lL-1beta intervient progressivement plusieurs jours
aprées le début de I'inflammation et contribue a chroniciser le processus inflammatoire et a jouer un

cxii

role dans la chemoattraction des neutrophiles™.
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4.2 .3 Résultats : immunohistochimie

4.2.3.1 CD3 & CD8 : les lymphocytes

Le CD3 est un est complexe protéique exprimé par les lymphocytes, associés au récepteur des cellules
T (TCR), formant ensemble le “complexe TCR”. Le CD3 est a la fois commun aux lymphocytes T CD4+
et aux lymphocytes T CD8+. Si le role des lymphocytes est encore relativement peu exploré dans le
PPPP, ils sont au centre de I'attention dans le psoriasis en plaques.

Actuellement, les principales cellules CD4+ effectrices dans le psoriasis sont considérées comme étant
les lymphocytes T Helper 1 (Th1) et les lymphocytes T Helper 17 (Th17).

Les Th17, notamment via la sécrétion de I'lL-17A et de I'lL-22, induisent et amplifient le comportement
proinflammatoire des kératinocytes et leur prolifération, induisant en réponse chez ces cellules la
sécrétion de peptides antimicrobiens (AMPs), de métalloprotéases ou encore d’IL-8%".

Les Thl contribuent également a l'inflammation via la sécrétion d’IFNy, induisant a son tour la
sécrétion d’autres cytokines proinflammatoires, dont le CXCL10 et le CXCL11, recrutant d’avantage de
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lymphocyte T au niveau de la peau™".

Le role prépondérant des Thl et des Th1l7 a été mis en évidence notamment grace a |'efficacité
thérapeutique dans les formes sévére de psoriasis en plaque de I'Ustekinumab (STELARA), un anticorps
monoclonal de type IgG1k, ciblant la sous-unité protéique p40, commune au cytokines IL-12 et IL-23,
nécessaire a la différentiation et & la maturation de ces cellules™.

Au niveau de la peau, les CD8+ sont présents en tant que cellules mémoires résidentes de maniére
physiologique™. Dans le psoriasis en plaque, il a été démontré que les CD8+ prédominent au niveau
de I'épiderme, tandis que les CD4+ sont majoritairement localisés dans le derme™". Curieusement, il
a récemment été démontré que les CD8+ expriment en terme de cytokines un profil proinflammatoire
similaire a celui des CD4+, & savoir la capacité de sécréter IL-17A, I'IL-22, et 'IFNy™". De plus, il a été
récemment mis en évidence que l'utilisation d’anticorps ciblant spécifiquement les CD8+ utilisé sur

cXxix

des modeéles murins a permis de bloquer complétement le développement du psoriasis™ .

Résultats : Concernant les CD3, nos analyses n’ont pas permis de mettre
CD8 Epidermis ¢n différence une différence significative en termes de nombres de

20+ o cellules observées entre le psoriasis vulgaire et le PPPP dans le derme ou
I’épiderme.
¢ Concernant les CD8, nos analyses n’ont pas relevé de différence
15 significative en termes de nombres de cellules présentes au niveau du
g ° b ° derme. En revanche, le nombre de cellules présentes au niveau
g 104 _':_ épidermique est significativement plus élevé chez les patients souffrants
z u de psoriasis en plaques.
5 (]|
Cette observation est concordante avec nos données préliminaires, qui
0 ? [ - indiguent que dans le psoriasis en plaques les CD8 pénétrent I'épiderme
G < via I'intégrine VLA-1, afin d’y reconnaitre des auto-antigenes.
’b‘\ @%
AQ\Q QOQ . . . ) o
Le nombre de CD8 relativement faible au niveau de I'épiderme des

patients souffrant de PPPP laisse supposer que ces cellules ne font pas partie des principaux effecteurs
de cette maladie, et seraient donc présentes de maniére non spécifique.



4.2.3.2 CD123 & DC-LAMP : les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques, qui expriment le CD123, sont des cellules présentatrices d'antigenes capable
d'activer les lymphocytes T naifs. Parmi les cellules dendritiques, on distingue notamment deux
groupes distincts : les cellules dendritiques myéloides et les cellule dendritiques plasmocytoides,
chacun des groupes possédant dans le psoriasis un role pathogénique distinct.

Le CD208 ( Dendritic cell lymsozome associated membran protein ou “DC-LAMP’’ ) met en évidence le
complexe majeur d'histocompatibilité Il, intervenant dans la présentation antigéniques, et qui est un
marqueur des cellules dendritiques matures™:.

Les cellules dendritiques plasmocytoides (pDC), exprimant trés fortement le CD123 en comparaison
aux cellules dendritiques myéloides, possedent un réle prépondérant dans l'initiation du psoriasis en
plaque, via l'interaction avec les kératinocytes et la reconnaissance du “self-DNA“. En situation
physiologique, les pDC ne réagissent pas a I'ADN du soi ( self-DNA ).

Néanmoins, chez les patients souffrant de psoriasis, les kératinocytes possédent la capacité de sécréter
des peptides antimicrobiens (AMPs), dont le LL37, qui a la capacité de lier I’'ADN, puis d'induire la
production d'interféron de type | par les pDC via la signalisation du TOLL-like récepteur 9, participant

a la cascade proinflammatoire qui va mener au psoriasis.

Les cellules dendritiques plasmocytoides contribuent quant a elles a la différentiation des populations
de lymphocytes T pathogéniques. Comme expliqué précédemment, via la sécrétion d'IL-12, elles
participent a l'induction de la différentiation des cellules T en cellules Th1, tandis que la sécrétion d'IL-
23 va induire le phénotype Th17 chez les lymphocytes naifs.

Résultats : Concernant les CD123 et les DC-LAMP, nos expériences n’ont pas mis en évidence de
différences significatives en termes de nombres de cellules présentes au niveau du derme entre les
patients souffrant de psoriasis vulgaire et ceux souffrant de PPPP. De plus, aucune de ces cellules ne
fut retrouvées dans I'épiderme.

4.2.3.3 CD15 : les neutrophiles

Le CD15 est un marqueur retrouvé majoritairement au niveau des neutrophiles et impliqué dans les
processus de phagocytose et d’adhésion de ces cellules™". Les neutrophiles sont des cellules de
I'immunité innée, particulierement impliquées dans les phases précoces de I'inflammation et dans la
réponse aux infections bactériennes. Ces cellules sont également caractérisées par leur habilité a la
netose, processus au cours duquel les neutrophiles expulsent dans le milieu extracellulaire des
filaments composés entre autre d’ADN, d’histones et d’élastase ayant des propriétés bactéricides™".

Au niveau du psoriasis en plaque, les neutrophiles sont principalement retrouvés au niveau
épidermique, ou ils forment les pustules de Kogoj dans la couche épineuse de I'épiderme et les
microabceés de Munro au niveau de la couche cornée®™". Il a également été mis en évidence au niveau
du psoriasis que les neutrophiles ont la capacité de relacher de I'lL-17, une des cytokines clé de la
physiopathologie du psoriasis via la formation des NETs (NET : neutrophil extracellular trap) ™, et que
ces mémes NET serviraient potentiellement d’auto-antigénes a une plus large échelle dans les
maladies auto-immunes™"'.



Number

. . Résultats: Concernant les neutrophiles, au niveau du derme, nous n’avons
CD15 Epldermls pas mis en évidence de différence significative entre les patients souffrant
400 - o de psoriasis vulgaire et ceux souffrant de psoriasis en plaque. En revanche,

N au niveau de I'épiderme, les neutrophiles sont significativement plus

abondants abondant chez les patients souffrant de PPPP.
3001 Au niveau du PPPP, leur accumulation au niveau de I'épiderme forme les
o pustules, caractéristique de cette maladie. La présence des neutrophiles est
200 - a" concordante avec les niveaux d’expressions élevés d’IL-8 et de CXCL1, deux
puissants chemoattracteurs de ces cellules. Le début de I'accumulation des
n neutrophiles est tres probablement d a la sécrétion de quantité
100+ importante de CXCL1 par les kératinocytes, en réponse a la présence d’IL-
° lalpha. Une fois présent au niveau de la peau, les neutrophiles contribuent
0 Apapeee- - probablement eux-mémes a leur chemoattraction via la sécrétion massive
& S d’IL-8. L’intégration de ces nouvelles évidences a la physiopathologie
0\& \{;\9 globale du PPPP sont discutées dans la partie conclusion & perspectives de
3 R ce document, ol nous proposons un nouveau modele de physiopathologie.

4.2.3.4 CD14 : les macrophages

Le CD14 est majoritairement exprimé par les macrophages, et dans une moindre mesure par les
monocytes et les neutrophiles™". Les macrophages sont des cellules du systéme immunitaire se
caractérisant par le capacité a phagocyter d’autres cellules ou micro-organismes ainsi que leur capacité
a présenter des antigénes, et sont présents dans la plupart des tissus de I’organisme™"".

lIs ont également un réle prépondérant au niveau de la chronologie de l'inflammation : si les
neutrophiles et I'lL-lalpha apparaissent dans un premier temps pour la phase précoce de
I'inflammation, ils sont ensuite remplacés par I'expression de I'lL-lbeta et de la présence des
macrophages qui témoignent de la mise en place de la phase “chronique” de I'inflammation. Leur réle
est aujourd’hui peu clair dans le psoriasis.

Résultats : Concernant le CD14, nos expériences n’ont pas mis en évidence de différences significatives
en termes de nombres de cellules présentes au niveau du derme entre les patients souffrant de
psoriasis vulgaire et ceux souffrant de PPPP. De plus, aucune de ces cellules ne fut retrouvées dans
I’épiderme.

4.2.3.5 CD163 : les monocytes

Le CD163 est une protéine exprimée par les monocytes ou macrophages. Elle fait également office de
“scavenger receptor” plasmatique pour le complexe hémoglobine/haptoglobine™.

Les monocytes sont des cellules circulantes du systéme immunitaire, ayant entre autre la capacité en
cas d’inflammation de migrer au niveau tissulaire pour se différencier en macrophages ou en cellules
dendritiques™.

Bien que la place précise de ces cellules dans la physiopathologie du psoriasis ne soit pas encore
clairement établie, les monocytes sont soupgonnés de jouer un role dans I'incidence plus importante
d’événements cardiovasculaires observés dans cette population par rapport a une population
contrdle®™ . De plus, en situation physiologique, les monocytes réagissent a la présence de
lipopolysacharides (LPS) bactériens par le relaichement de médiateurs proinflammatoire stimulant
I'activité des neutrophiles. Curieusement, il a été démontré que les monocytes issus de patients

souffrant de psoriasis peuvent stimuler I’attraction, la phagocytose et |la production de dérivés réactifs



de I'oxygene chez les neutrophiles sans stimulation préalable nécessaire par des LPS, via entre autre
la production de TNF et de GM-CSF™™",

Résultats: Concernant le CD163, nos expériences n‘ont pas mis en évidence de différences
significatives en termes de nombres de cellules présentes au niveau du derme entre les patients
souffrant de psoriasis vulgaire et ceux souffrant de PPPP. A noter que sur trois des huit échantillons de
PPPP, des CD163 ont été détectés en faible quantité (respectivement 1, 1 et 7 cellules).

5. Conclusion & perspectives

Bien que le psoriasis vulgaire et le PPPP aient des présentations cliniques et histologiques sensiblement
différentes, il est intéressant de relever que leur profil d’expression est similaire pour un certain
nombre de cytokines. Ceci permet de considérer les formes de psoriasis au sens large comme des
“network diseases of cytokines”, ou la surexpression de quelques cytokines spécifiques a une forme
de psoriasis entraine avec elles I'expression d’autres cytokines proinflammatoire, commune a
plusieurs phénotypes cliniques particuliers.

Actuellement, nous sommes progressivement en train de mettre en évidence des voies de
signalisations physiopathologiques prépondérantes a chaque forme clinique de psoriasis, dans le but
de pouvoir proposés les traitements les plus ciblés possibles aux patients.

Schématiquement, il a été proposé de considérer 3 grandes formes de psoriasis :aiglie, chronique
et pustuleux. Si elles présentent des points communs en termes d’expression de cytokines
proinflammatoires, elles se distinguent également par les surexpressions spécifiques de cytokines,
comme le TNF et I'lL-17 dans le cadre du psoriasis chronique, I'lIFN-alpha dans le psoriasis aigu, ou I'IL-
1 et I'lL-36 dans le psoriasis pustuleux.
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Les données observées dans ce travail concordent et complétent ce modele. En effet, concernant le
PPPP, on retrouve une prédominance d’expression de la voie IL-1, via la surexpression de I'IL-1alpha,
dont nous formulons I’hypothése qu’elle entraine par la suite I’élévation des niveaux de CXCL1, puis
d’IL-8 avec l'arrivée des neutrophiles.

Concrétement, cette étude a confirmé la prépondérance de la voie IL-1 dans le PPPP et clarifié son
implication. Considérant les connaissances préliminaires a nos expériences et a la lumiere des
nouveaux éléments que nous avons apportés, nous proposons ci-apres un modele physiopathologique
concernant le processus inflammatoire dans le psoriasis pustuleux palmo-plantaire.
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Etape 1:

Une nécrose des kératinocytes au niveau de la peau le relachement et la sécrétion de quantités
pathologiques d'lIL-1alpha. La rapidité d’induction de cette molécule est permise par les propriétés
effectrices de la forme préformée.

Etape 2 :

L'IL-1alpha induit sur les kératinocytes, qui expriment I'lL-1R1, la production de CXCL1, un puissant
chemoattracteur des neutrophiles, ainsi que la production de GM-CSF induisant leur prolifération.
Parallelement, I'expression de I'IL-23 induit également la prolifération des kératinocytes via
augmentation des cytokines Th17 et Th22, augmentant ainsi le nombre de cellules sécrétantes.

Etape 3 :

Conséquence de la surexpression de CXCL1, les neutrophiles sont massivement attirés vers la peau,
proliferent, sécrétent de I'lL-8 et forment les pustules, caractéristiques de cette forme de psoriasis.
L’IL-8 augmente encore la chemoattraction des neutrophiles et induit le relachement de leur enzymes
lysosomiales.



Etape 4 :
Parallelement a I’élévation des d’IL-8, les niveaux d’IL-1beta augmentent a leur tour, chronicisant le
processus inflammatoire.

Au fur et a mesure de ces différentes étapes, due a la redondance des voies de signalisations
proinflammatoire entre elles, d'autres cytokines proinflammatoires sont surexprimées, de méme que
se forme un infiltrat de cellules leucocytaires mixtes, comprenant en plus des neutrophiles, des
lymphocytes, des cellules dendritiques et des macrophages.

Néanmoins, le modéle physiopathologique que nous proposons ici devra étre validé par des
expériences ultérieures. Tout d’abord, nous formulons I'hypothése que les kératinocytes sont la
principale source d’IL-1alpha, ce qui doit étre confirmé. Si tel est bien le cas, il serait pertinent d’évaluer
par la suite le pourquoi de cette abondance de sécrétion, via par exemple la recherche de mutations
dans les genes régulateurs de I'expression de I'lL-1alpha, s’ils sont connus.

De plus, nous formulons I'hypothese que les corrélations observées sont le reflet d'une cytokine qui
induit I'expression d'une autre, alors qu'il est également possible que les deux cytokines observées
soient induite par un autre mécanisme, aujourd'hui inconnu.

De plus, cette étude a été conduite de maniere rétrospective, sans que les échantillons utilisés soient
prélevés pour cette utilisation. L'inflammation étant un phénomene dynamique, il n'est pas exclu que
I'amplitude des expressions des cytokines observées soit influencées par le délai entre le début de
I'apparition des lésions et le moment du préléevement de I'échantillons, ce qui peut expliquer entre
autre le profil trés "étalés" en terme d'amplitude observé pour I'lL-1alpha et plus particulierement I'IL-
1beta. Conduire cette étude de maniére prospective serait pertinent afin de pouvoir évaluer au mieux
la chronologie de l'inflammation dans cette maladie. Finalement, il serait également intéressant de
confronter ces données aux autres formes de psoriasis pustuleux, a savoir le psoriasis pustuleux
généralisés et I'acrodermatite de Hallopeau.

Au-dela des nouvelles connaissances apportées par ce travail se pose a présent clairement la question
de I'lL-lalpha comme cible thérapeutique dans le PPPP. En effet, au niveau du psoriasis vulgaire,
aucune autre classe de médicament n'a aujourd'hui égalé I'efficacité des biologiques dans le
traitement des formes modérées a séveres de la maladie.

Actuellement, la ciclosporine et I'acinétrine sont les traitements de premiére intentions dans le PPPP.
En termes de biologiques, les anti-TNF sont parfois utilisés, mais uniquement en traitement de
deuxiéme intention et de maniére off-label. Il est aujourd’hui nécessaire de pouvoir proposer des
alternatives de traitements aux patients souffrant de ces maladies. A la lumiére de ces résultats, nous
avons déposé auprés CER-VD une demande d’autorisation pour un essai clinique portant sur le
traitement de patients souffrant de PPPP par Xilonix. Nous espérons pouvoir faire bénéficier de ce
traitement les patients souffrant de psoriasis pustuleux palmo-plantaire dés 2017.



6. Annexes

graphiques relevants

6.1 Immunomarquage
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6.2 Immunohistochimie : images relevantes
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IL-1alpha in Psoriasis Pustulosis Palmoplantaris

new physiopathological implications and potential therapeutic target
R. Jenelten, A. Mylonas, I. Surbeck & C. Conrad

Psoriasis is a group of chronic, autoi ble di ized by painful and mm-htng lesions of the skin. Distinct entities in this group are characterized by an overlap of their
pathogenic immune response bu! also specrﬁc cysreg:lanon related to their individual clinical i The most and studied lorm is the one called plaque psonasis. During the last
decade, new patt i of ki and related cells provided by lead the devel of new bi g mermwes which have revolutionized the therapeutic

rmnagemmt of me plaque psonasus Unionunahely our management of one of the other form of the di uled iasi pus(ubsa (PPPP), is stil compromised by our lack of
g the ical process of this condition. In this work, considering the overlapping phanotype of the dlﬂavent brns of psoriasis, we plan to assess the pathological
cytoklnes and related immune cells in the PPPP aiming at highlighting new pathological processes and therapeutic targets.

Background: Our global phwopamologncal model of this condition mdudes three distinct | |[Aim 2: To assess the different im cells pul ati We have performed a
clinical forms : plaque iasis, eryth iasis and pustular i p by | [immunohi: istry for the immune cells related to the previous cytokines. Lymphocytes,

particular subtypes and ized by spedific cytokines and related immune cells. 1 as the mam effectors of the plaque psoriasis, have been stained with CD3 and CD8.
: Dendritics cells, known to have a ftrigger implication, have been stained with CD208 and CD123.
xl;f;::,:g‘nr:n? ;q“l:;;ed br:::fz: Neutrophils have been stained by CD15. Finally, we explore the monocyte/macrophage lineage by

disease, _is zed by a | |PerformingaCD14 and CD163 staining.

Method : Biopsies have been received Iixed in paraﬂ' fin. 21 slices of 4um for each biopsies have been

dudn Th17 and Th22 ll;

in 0 with m: P :7 ”f_ fixed on microscope slides and incub. ht (3 plers by slide, 2 br staining and 1 as
17 as effector cytokine. il negative control). Targeted antigens have been sfaned with lonal ined with
Pustular Ps a'as;ls includes relative Ig and reveal with HRP. Counting cells has been performed by averaging three 40x
generalized  pustular  psoriasis, microscopy’s fields. Statistical fi has been with PRISM.
(PPPP), 'and acrodermatitis  of e s - : X cu"

Hallop Clinical it ions of
the PPPP suggest a strong implication
of neutrophils and related cytokines in
the pathogenesis of this condition.

This triad model is completed by the

by high level of IFNa ( interferon-
alpha, type 1 interferon ).

Material: For this work, 8 btopsaes of palients suffering from plaque psoriasis and 8 biopsies of
patients suffering from has been used for gPCR,
immunohistochemistry and histology analysis. Skin biopsies of healthy donors has been used as
control.

Aim 1: To hlgmgn newr‘“, iopathological for specific cytoklnes Regarding
to the apping p and physi i different forms of
we have i L the i of the relevant pamologml cytokines of the
plaque psoriasis in the PPPP as IL-17A. IL-17F and IL-22, the effector cytokines produced by
Ihe Th17 in the plaque psodasxs and also IFNg and TNFa produced by the Th1 cells t 4§
ing recent evid we ir igated further the implication of IL-1 related cytokines, Above figure - Results: Neutrophils appear to be the most abundant immune cells in the PPPP and
lnd IL-1aIpha IL-1beta and |g-36 Plus, beca?sedlmcal presef\taﬁon of the PPPP suggesting a | | " e I?)ucated in the epudenﬁand in the dermis. In comparison, lymphocytes are the most
strong imp of phils, we have exp the exp of IL-8 and CXCL1. abundant cells in the plaque psoriasis, and CD8 infiltrate the epidermis in a significative greater
Method: Genetic expression has been d by trizol jon performed on cryogenized i ncompeced BEEE:
biopsies, following by gPCR and statistical analysis by PRISM. Aim 3: New physi logy &p target. Considering new evid ided by
ILATF TNF our previous alms. a systerranc review of Iltemtu'e has been pedcrmed 143 articles have been
NS NS

selected to elaborate a new model of pathophysiology of the PPPP and consider new biological
therapeutic target with already available therapy.

i T T b
Above figure — Results: No significant (NS) difference has been observed between plaque
psoﬁads and PPPP conc conceming the expfesbn of Mese cytokines, which is concordant with

the of \ proir il ] the different forms of psoriasis.
IL1A Adjacent figure — Results: As
cxeut expected, IL-1A, a
150 2000 **  proinflammatory cytokine early

. released during necrotic death,
s is overexpressed in PPPP
comparing to plaque psoriasis.

In addition, CXCL1, which can
be secreted by keratinocytes in
response to the binding of IL-
1R, is a strong chemoattractant
for neutrophils and also

overexpressed  in  PPPP. Q wiashe W Lim Dot @ ns A sewropht ;,fm Q e
Finally, IL-8, another | |Step 1 A necrotic death process causes the release of pre-formed IL-1alpha and the synthesis of
h of phil new-formed IL-1alpha from stressed keratinocytes, which prime the inflammation process.
produced by themselves is also | |Step 2 The pre-IL-1alpha and IL-1alpha bind the IL-1R1, expressed by keratinocytes, which induce
strongly overexpressed in PPP. | |the release of CXCL1, a strong chemoattractant for neutrophils.
Step 3 Neutrophils secrete massive quantity of IL-8, amplifying the chemoaattraction of other
Correlation neutrophils. The accumulation of these cells to the skin cause the lesions that we clinically observe.
P » <001 Step 4 Correlated with the secretion of IL-8, the rise of IL-1beta rate induces the chronocization of the
inflammation.
- 20
N 10000
: : Ly . PERSPECTVES |
5000
° 10
.
oS Considering these new evidences, we submitted a request to the CER-VD for a
o 100 200 300 400 00, o 80 100 1850
e 1A treatment protocol by Xilonix, a true lonal antibody targeting IL-1alpha.
Above figure — Results: Surprisingly, in the PPPP, IL-1B appears to be correlated with IL-8. If " " o
the expression of IL-1A takes place during the initiation phase of sterile inflammation, its We hope, we'll be able to p this to the p g from
is quickly, the level of IL-1B is rising and participate to the jasis Lok " " ris in 2017,
chronicization of mﬂan'mahon which seems to be associated with the expression of IL-8, mainly paoriase p ¥ v L 2

produced by neutrophils
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