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La leucémie lymphoide chronique (LLC) est I’hémopathie maligne la plus fréquente des
pays occidentaux. Elle se caractérise par une accumulation de cellules leucémiques dans le
sang, la moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires. Malgré les nouvelles thérapies,
la LLC reste incurable. Dans la LLC, comme dans tout cancer, le microenvironnement tumoral,
un milieu complexe contenant des cellules immunitaires pouvant étre pro-tumorales, prend une
part croissante aussi bien dans la physiopathologie que le pronostic. La recherche de nouvelles
thérapies ciblant les interactions des cellules leucémiques avec ce microenvironnement

représente aujourd’hui une piste prometteuse pour traiter cette pathologie.

Les « nurse-like » cells (NLC) semblaient étre les macrophages associés aux tumeurs (TAM)
de la LLC. Ces cellules, retrouvées dans les ganglions lymphatiques de patients, favorisent in
vitro la survie des cellules leucémiques. Elles partagent avec les TAM de nombreuses
caractéristiques telles que des capacités immunosuppressives, un profil transcriptomique
proche et une implication dans la résistance aux traitements. Nous 1’avons confirmé par une
analyse fonctionnelle et phénotypique. Nos travaux indiquent clairement que les NLC sont les
TAM de la LLC avec une forte expression de CD68 et de CD163 et qu’elles favorisent la survie

des cellules leucémiques.

Suite a ce travail, nous avons déterminé I’impact pronostique des NLC dans la LLC, en émettant
I’hypothese que, comme dans d’autres cancers, une forte infiltration par les TAM pouvait étre
de mauvais pronostic. Nous avons alors montré que le taux de NLC présentes au sein du
ganglion lymphatique chez le patient est corrélé a la progression de la LLC. Les NLC relarguent
également un facteur soluble le CD163 soluble (sCD163) dans le sang des patients, dont le taux
est corrélé a des marqueurs de mauvais pronostic dans la LLC tels que le statut IgHV non muté,
le caryotype complexe et les mutations de TP53. Enfin, le taux de sCD163 est un marqueur
pronostique indépendant dans la LLC : un fort taux étant associé a un raccourcissement du

temps avant retraitement, de la survie sans progression et de la survie globale des patients.

Ensuite nous avons étudié¢ I’'impact d’une thérapie innovante, 1’ibrutinib, un inhibiteur de
tyrosine kinase ciblant spécifiquement la Bruton Tyrosine Kinase, sur ces NLC. In vitro, les
monocytes se différencient toujours en NLC et leur phénotype n’est pas modifié. De plus, ces
cellules sont toujours capables de protéger les cellules leucémiques de 1’apoptose. Finalement,

nous avons mis en évidence qu’elles pouvaient participer a la chimiorésistance, en protégeant
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in vitro les cellules leucémiques de 1’ibrutinib mais pas du dasatinib, de 1’idélalisib, du

vénétoclax, de la bendamustine et du rituximab.

L’ensemble de nos résultats indique que cibler les NLC est une piste prometteuse dans le
traitement de la LLC. Les interactions cellulaires entre NLC et cellules leucémiques pourraient
représenter une cible thérapeutique intéressante. Nous avons montré qu’in vitro le contact entre
NLC et cellules leucémiques est nécessaire a la survie de ces derniéres. Suite a une étude
transcriptomique, nous avons mis en évidence plusieurs couples moléculaires potentiellement
impliqués dans ces interactions. Seul le couple LFA3/CD2 s’est révélé étre nécessaire dans ce
contact via un mécanisme dépendant d’Akt et son blocage inhibe totalement les effets pro-

survie des NLC sur les cellules leucémiques.

En conclusion, les NLC via des interactions dépendantes du couple LFA-3/CD2 protégent les
cellules leucémiques de I’apoptose in vitro. De plus, elles participent a la chimiorésistance en
protégeant aussi les cellules leucémiques de I’ibrutinib. Elles relarguent également du sCD163,
dosable dans le sérum, un facteur pronostique indépendant de la LLC. La recherche de
nouvelles thérapies plus spécifiques, ciblant les NLC constitue donc une piste thérapeutique
intéressante dans la LLC.
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common hemopathy in western countries.
This pathology is characterized by an accumulation of leukemic cells in blood, bone marrow
and secondary lymphoid organs. Despite new therapies, CLL is still incurable. In CLL, the
microenvironment, a complex media containing immune cells witch can favor the tumor, takes
now a large place in the physiopathology and the prognosis. The research of new therapies
targeting interactions between CLL cells and microenvironment is a promising runway to find

new drugs in CLL.

“Nurse-like” cells (NLC) should be the tumor associated macrophages (TAM) of CLL. This
cells, found in the lymph node of CLL patients, protect CLL cells against in vitro apoptosis.
They share with TAM many characteristics including immunosubversive proprieties
chemoresistance induction and a close gene expression profiling. We confirmed that by
functional and phenotypical analysis. Our results indicate that NLC are the TAM of CLL with
a high expression of CD68 and CD163 and that NLC can protect CLL cells against in vitro

apoptosis.

Thus, we focused on the clinical impact of NLC in CLL. Because in several cancers a high
infiltration of TAM is correlated with a poor clinical outcome, we hypothesized that NLC
infiltration should be associated with CLL outcome. We showed that infiltration of NLC in the
lymph node can be correlated with the progressivity of CLL. Moreover, NLC release a soluble
factor, the sCD163 (soluble sCD163), in the blood of CLL patients. High levels of this factor,
can be correlated with previously established prognostic makers in CLL such as TP53
mutations, unmutatted IgHV status and complex karyotype. Finally, sCD163 was an
independent prognostic marker in CLL and high levels are associated with shorter time to next

treatment, progression free survival and overall survival.

Next, we studied the impact of ibrutinib, a new therapy in CLL, on NLC. Ibrutinib is a specific
tyrosine kinase inhibitor witch targets specifically the Bruton Tyrosine Kinase. In vitro, NLC
differentiated from ibrutinib treated patients have the same phenotype as NLC from untreated

patients and are still able to protect CLL cells against apoptosis. To end, we tested if in vitro
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NLC could protect CLL cells against chemotherapy and showed that NLC protect CLL cells

against ibrutinib but not against idelalisib, dasatinib, venetoclax, bendamustin and rituximab.

All our previous studies reveal that NLC are a good target to find new therapies in CLL. We
focused our work on the interaction between NLC and CLL cells. First, we demonstrated that
the NLC/CLL cells contact is necessary to prevent CLL cells death in vitro. Next, by gene
expression profiling, we screened several couple of molecules potentially implicated in these
interactions. Finally, only LFA-3/CD2 couple was necessary for this contact through an Akt
pathway dependent and the inhibition of this couple totally inhibited the pro-survival effect of
NLC on CLL cells.

To conclude, NLC protect CLL cells from in vitro apoptosis through LFA-3/CD2.
Moreover, they protect CLL cells against ibrutinib and so facilitate the chemoresistance. They
release sCD163, an independent marker in CLL, which can be measured in the serum. The
research of new targets, which can be considerate as more specific, targeting NLC is still an

interesting way to find new therapies in CLL
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INTRODUCTION

| La leucémie lymphoide chronique

I.A Définition et épidémiologie

1.A.1 Définition

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée par
une accumulation dans le sang, la moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires de
petits lymphocytes d’aspect mature 1, apparentés a la lignée B dans 95 % des cas. Le diagnostic
est biologique. La Haute Autorité de Santé (HAS) définit la LLC selon ces criteres «Toute
lymphocytose isolée de plus de 5 000 / mm3, persistant depuis plus de 3 mois, chez un sujet

adulte, doit faire évoquer le diagnostic de LLC» 2.

I.A.2 Epidemiologie

La LLC est I’hémopathie maligne la plus fréquente dans les pays occidentaux. L’ Institut
national de Veille Sanitaire (InVS) estime a 4 464 le nombre de nouveaux cas en France en
2012, avec une prévalence nettement masculine (60 % de nouveaux cas pour les hommes et 40
% pour les femmes) . Au niveau mondial, I’incidence standardisée sur la population mondiale
est de 4,4 pour 100 000 personnes-année chez I’homme et de 2,2 pour 100 000 personnes-annee
chez la femme, soit un sex-ratio de 2. Il convient de noter que des variations ethniques étudiées
aux Etats-Unis sont marquées par une incidence plus faible chez les Asiatiques et les Afro-
Américains comparée a celle des Caucasiens # mais en Europe, aucune variation n’a pu étre

établie °.
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L’incidence a peu varié entre 1980 et 2012, avec un taux annuel moyen d’évolution
proche de 1. En revanche, sur une période plus récente de 2005 a 2012, on note une diminution
de I’incidence avec un taux annuel moyen d’évolution de moins 1,3 % et de moins 2,4 %,
respectivement chez I’homme et la femme, ce qui pourrait s’expliquer par des modifications de
la définition de la maladie ou par un sous-enregistrement potentiel.

Il s’agit d’une maladie du sujet agé, avec un age médian lors du diagnostic de 71 ans
chez I’homme et 74 ans chez la femme. L’incidence, quasi nulle chez les patients de moins de
35 ans avec 0,8 cas-année pour 100 000 habitants chez I’homme et 0,4 cas-année pour 100 000
habitants chez la femme, augmente ensuite de maniére exponentielle pour atteindre chez les
personnes de plus de 80 ans, 205.8 pour 100 000 chez les hommes et 88.5 pour 100 000 chez

les femmes (Figure 1) 3.

Figure 1: Incidence par age en 2012 de la LLC et du lymphome lymphocytique (extrait de 3).

I.A.3 Facteurs de risques et formes familiales

Malgré la forte incidence, il existe peu de preuves de I’existence de cancérigenes
provoquant une apparition de la LLC. Ainsi, I’exposition au benzene, connue pour induire des
leucémies myéloides aigués n’a aucune influence sur 1’apparition de LLC ©. A ce jour, seuls les
herbicides semblent avoir un lien avec I’apparition d’'une LLC. Bien que la mécanistique de

cette cancérogénese ne soit pas élucidée, il a été observé dans des etudes rétrospectives aux
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Etats-Unis que les fermiers ayant utilisé de fagon intensive des pesticides ont un risque de déces
supérieur de 1,67 comparé a la population témoin ” 8, Le cancérigéne le plus connu dans la
LLC, I’Agent Orange, est un mélange de deux herbicides l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétiqgue (2,4-D) et l'acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique (2,4,5-T)
contaminé par du 2,3,7,8-trétrachlorobenzo-p-dioxine. En 2002, le département d’état
américain chargé des vétérans a admis qu’il existait une association de preuves suffisante entre
une exposition a ce composé et la LLC en se basant sur les études réalisées dans 1’agriculture
avec des composes similaires. Néanmoins, a ce jour, il existe tres peu de résultats sur
I’exposition a 1’ Agent Orange pendant la guerre du Vietnam aussi bien du coté américain que
vietnamien. Une étude américaine révele que les vétérans sont diagnostiqués a un age plus
précoce (64 vs 72 ans) et qu’ils nécessitent un traitement plus rapide (9,6 vs 30,2 mois). Enfin,
la survie globale de ces patients, ajustée sur 1’age, révele un risque de décés supérieur de 1,8
par rapport aux patients non exposés °.

Dans la LLC, il existe des formes familiales avec un risque relatif 8,5 fois plus élevé
chez les descendants de patients, ce qui suggérerait une prédisposition génétique * 1,
Néanmoins, ces patients ne nécessitent pas de consultation d’oncogénétique. Au total, plus de
vingt polymorphismes ont été identifiés et expliqueraient prés de 50 % du risque familial 124,

sans qu’aucune mutation initiatrice n’ait été décrite.
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I.B Diagnostic

I.B.1 Circonstances de découverte et criteres diagnostiques

1.B.1.1 Circonstances de découverte

Les signes cliniques de la LLC sont extrémement variables. Dans la majorité des cas, la
LLC est découverte de maniére fortuite, lors d’un hémogramme de routine et est confirmée
trois mois plus tard *°. En effet, les symptomes, mimines dans la majorité des cas, n’orientent
pas le clinicien vers ce diagnostic.

Dans une minorité de cas symptomatiques, des adénopathies superficielles, une
splénomégalie ou plus rarement une hypertrophie thyroidienne permettent la suspicion d’une
LLC qui doit néamoins étre confirmée par un hémogramme.

Enfin, dans des cas beaucoup plus rares, la LLC est supectée via ses complications
infectieuses ou auto-immunes (essentiellement une anémie hémolytique auto-immune
(AHAL)).

I.B.1.2 Diagnostic

Le diagnostic de la LLC repose sur les résultats de deux examens : 1’hémogramme et

I’ immunophénotypage du sang périphérique.
1.B.1.2.1 Hémogramme

La HAS, dans ses recommandations, évoque le diagnostic de LLC devant une
hyperlymphocytose absolue (> 5 000 lymphocytes / mm?) et persistante au-dela de 3 mois. Il

n’y a généralement aucune indication pour un myélogramme, une biopsie ostéomédullaire ou

méme une biopsie ganglionnaire pour poser le diagnostic de LLC *°.
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1.B.1.2.2 Immuphénotypage et analyse morphologique

Le frottis sanguin révele un grand nombre de petits lymphocytes d’aspect mature, avec
un noyau arrondi et un cytoplasme tres restreint. La chromatine est dense, parfois « motée ».
On observe aussi classiquement des noyaux nus nommés ombres de Glmprecht correspondant
a des cellules leucémiques endommagées lors du frottis (Figure 2). Il existe également des
formes cytologiques trés atypiques, le plus souvent associées a des anomalies

immunophénotypiques et cytologiques.

Figure 2 : Etalement sanguin typique d’une LLC (gauche). Nombreux petits lymphocytes avec noyau arrondi et

cytoplasme tres reduit avec des ombres de Gumprecht (croix) (droite) (source : http://campus.cerimes.fr/).

L’analyse immunophénotypique des cellules leucémiques est fondamentale pour poser
formellement le diagnostic de LLC. On observe ainsi, dans le cas d’une LLC typique, que la
cellule leucémique exprime des marqueurs classiques de lymphocytes B tels que le CD19 et le
CD20 a un taux plus faible que les lymphocytes B normaux, mais aussi de maniére pathologique
le CD5, marqueur classique des cellules T. Elles expriment également le CD23, élément
diagnostic clé de la LLC vis-a-vis d’autres syndromes lymphoprolifératifs B. Enfin, le FMC7
(épitope conformationnel du CD20) ainsi que la chaine p du BCR (B Cell Receptor) ne sont
que peu ou pas exprimés. 1l est, de plus, nécessaire pour confirmer le diagnostic de déterminer
le caractére monoclonal de I’expansion leucémique via 1’expression d’une seule chaine légere

d’immunoglobuline K dans 2/3 des cas ou A dans les autres cas (Figure 3) 7.
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Figure 3: Représentation schématique d’un clone leucémique typique de LLC (haut : marqueurs pris en compte

dans le score de Matutes).

L’ensemble de ces marqueurs, combinés dans le score de Matutes, permet de confirmer le
diagnostic de LLC s’il est supérieur ou égal a quatre (Table 1) 8, Un score inférieur a trois

exclut le diagnostic de LLC et si le score est égal a trois on retient celui de LLC atypique.

Score de Matutes

Marqueurs i i
1 point 0 point
Intensité de I'immunoglobuline )
) Faible Forte
de surface monotypique
Expression du CD5 + =
Expression du CD23 + -
Expression de FMC7 - +
Expression du CD79b Faible Forte
Expression du CD22 Faible Forte

Table 1: Score de Matutes 7.

I.B.1.2.3 Diagnostic différentiel

Il convient, en premier lieu, de différencier une hyperlymphocytose transitoire d’une
LLC en réalisant deux NFS (Numération Formule Sanguine) a trois mois d’intervalle selon les
recommandations de la HAS.

Devant la persistance de cette hyperlymphocytose au-dela de trois mois, il est nécessaire
de poser un diagnostic différentiel entre une LLC et d’autres pathologies lymphoprolifératives
tel que le lymphome du manteau, le lymphome prolymphocytaire, le lymphome folliculaire, la
leucémie a tricholeucocytes, les lymphomes B de la zone marginale, le lymphome B splénique
a lymphocytes villeux. Ce diagnostic est permis par la clinique, I’immunophénotypage et le

score de Matutes .
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D’aprés la classification des néoplasies hématopoiétiques de ’OMS (Organisation
Mondiale de la Sante), la LLC differe du lymphome lymphocytique (SLL, Small Lymphocytic
Leukemia) uniquement par des manifestations cliniques différentes *°. Dans le SLL, on retrouve
la présence d’adénopathies et/ou d’une splénomégalie, résultant de I’infiltration des cellules B
matures identiques a celles de la LLC. Cependant dans le SLL, la lymphocytose est

normalement inférieure a 5 000 lymphocytes / mm?3 6,

1.B.2 Explorations initiales obligatoires

I.B.2.1 Interrogatoire

L’interrogatoire permet de rechercher des antécédents familiaux d’hémopathie maligne,
notamment de LLC, pour trouver une éventuelle forme familiale, de maladie dysimmunitaire
ou de cancer, ainsi que les comorbidités. Questionner le patient permet également de rechercher
des symptdmes éventuels sur les six derniers mois pour détecter des formes symptomatiques de
la maladie.

Il est important de retrouver des hémogrammes antérieurs, pour renseigner 1’évolutivité

de la maladie.

1.B.2.2 Examen clinique

L’examen clinique vise a définir la présence, le nombre et la taille des adénopathies
superficielles. Ces adénopathies superficielles sont classiqguement bilatérales, symétriques,
indolores et mobiles. De maniére générale, les mesures de la fleche hépatique (longueur du lobe
droit du foie) et du débord splénique sont aussi classiqguement recherchées. On peut aussi
rechercher une hypertrophie amygdalienne. La recherche d’adénopathies profondes n’est pas

systématique au moment du diagnostic.

1.B.2.3 Examens biologiques

L’hémogramme est nécessaire au diagnostic, d’une part pour confirmer la lymphocytose

et d’autre part pour quantifier les réticulocytes.
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L’électrophorése des protéines sériques fait également partie des examens biologiques
nécessaires au diagnostic. Elle permet de détecter une anomalie des y globulines (pic
monoclonal ou déficit).

Le test de Coombs direct est un élément important de ces examens, il permet de rechercher des
phénoménes d’auto-immunisation (anémie et/ou thrombopénie auto-immune).

Enfin, les sérologies virales doivent étre réalisées afin d’écarter une lymphocytose virale et de
rechercher des comorbidités associées qui pourraient favoriser une réactivation de certains

virus.
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I.C Origine de la leucémie lymphoide chronique et physiopathologie

I.C.1 Origine de la leucémie lymphoide chronique

1.C.1.1 La lymphocytose B monoclonale isolée

La lymphocytose B monoclonale isolée (MBL) se définit par une lymphocytose
B monoclonale persistante inférieure & 5 000 lymphocytes / mm?® en I’absence d’atteinte
ganglionnaire, de cytopénie ou de maladie auto-immune associée 2°. Elle est retrouvée chez 3 a
12 % des individus dans la population générale selon les études et les techniques analytiques

utilisées (Figure 4).

Figure 4 : Prévalence de la MBL aux Etats-Unis et dans différents pays européens (extrait de 2°).

L’immunophénotypage du clone B révele que, dans 75 % des cas, ces cellules ont des
caractéristiques proches des cellules leucémiques de LLC. De plus, parmi ces patients, 1 a 2 %
par an évoluent vers une LLC, taux tres supérieur a celui observé dans la population générale.
Aujourd’hui il est communément admis que toute LLC est précédée d’'une MBL.

Il est intéressant de noter que malgré la faible lymphocytose, les MBL peuvent presenter
des anomalies cytogénétiques caractéristiques de la LLC %! mais les données sur les mutations
récurrentes manguent dans la littérature. Enfin, au niveau biologique, les MBL ne différent des
LLC stade Rai O (stade précoce de la maladie, ces stades seront plus précisement décrits dans
la partie 1.D.2.2 Classification de Rai) qu’au regard du statut IgHV (Immunoglobulin Heavy

Chain), ce dernier étant plus souvent retrouvé non muté chez les patients Rai 0 comparés aux
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patients atteints de MBL %2, Ces résultats posent la question du suivi des patients MBL, ainsi
en France I’InVS proposait en 2012 de rendre sa déclaration obligatoire, proposition restant

sans réponse a I’heure actuelle.

1.C.1.2 La cellule souche de la leucémie lymphoide chronique

La cellule souche se définit fonctionnellement comme une cellule capable de
s’autorenouveler et de se différencier en de multiples types cellulaires. En cancérologie ou en
hématologie, des cellules ayant des propriétés souches ont été identifiées dans de nombreux
types tumoraux 224, Ces cellules, rares, sont capables de générer des tumeurs et permettent de
maintenir la malignité de la maladie. De plus, elles présentent beaucoup de caractéristiques
communes avec les cellules souches « normales » du tissu correspondant.

En 2010 et 2011, Kikushige et ses colleges ont démontré que dans la LLC, la cellule
souche hématopoiétique est impliquée dans le développement de la maladie 2* 26, En effet, ils
ont prouveé que cette cellule produit un grand nombre de cellules pro-B polyclonales en réponse
a une activation de la voie de signalisation du BCR. Cette cellule souche hématopoiétique est
capable de produire des cellules B exprimant fréqguemment le CD5 et le CD23, caractéristiques
du clone leucémique. Enfin, ces cellules CD34", CD38", obtenues suite a un prélevement de
moelle osseuse de patients LLC, générent chez la souris immunodéficiente une MBL, mais pas
de LLC. Suite a cette étude, ils ont émis 1’hypothése que la cellule souche hématopoiétique de
LLC génére un grand nombre de clones B polyclonaux, qui sont ensuite sélectionnés et
amplifiés par activation de la signalisation de leur BCR conduisant a I’apparition de la MBL.
Cette derniére évoluerait enfin vers une LLC suite a des événements oncogéniques non définis
(Figure 5).
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Figure 5: Présentation schématique du développement de LLC chez I’Homme basée sur un modéle de xénogreffe

murine (extrait de ).

Malgré le travail important mis en place pour la recherche et la caractérisation de la

cellule souche de LLC, aucune preuve formelle de son existence n’a a ce jour été avancée.

1.C.1.3 Réle de la stimulation antigénique dans la leucémogéneése de la LLC

Au sein du lymphocyte B normal, la diversité du répertoire immunitaire du BCR
est rendue possible notamment par la recombinaison des chaines VDJ (Variable Diversity
Joining). Celle-ci a lieu au moment du stade pré-B dans la différenciation B, et par I’association
de la variabilité des chaines lourdes et 1égeres d’immunoglobulines. A cette premicre diversité
s’ajoute une diversité jonctionnelle due a des mécanismes d’additions et de délétions aléatoires
de nucléotides au niveau des extrémités V, D et J avant fusion. Cette derniere, trés importante
sur le plan fonctionnel, concerne le site de contact direct avec I’antigéne nommé
Complementary Determing Region 3 (CDR3). Ainsi, a la sortie de la moelle osseuse, chaque
lymphocyte B naif exprime un BCR qui lui est propre et la probabilité qu’il existe au sein de
I’organisme deux BCR identiques appartenant a deux lymphocytes B différents est quasi nulle.

Or, dans la LLC, des études ont montré I’existence de similarités de séquence du BCR
chez environ 20 % des patients ’. Ces similarités, appelées stérotypiques, suggéreraient un biais
de répertoire qui serait le reflet d’une stimulation antigénique commune lors de la

leucémogénése. Cette hypothése se heurte au fait que le profil des antigénes (Ag) reconnus par
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le BCR differe, suggérant que plusieurs Ag différents pourraient étre responsables de la
sélection du répertoire des Ig (Immunoglobulines) associées a la LLC 2. De plus, le BCR des
cellules leucémiques de LLC est capable de reconnaitre un épitope interne a leur propre BCR,
induisant sa stimulation autonome 2°. Ainsi, I’hypothése d’une stimulation antigénique

commune a ’origine de la LLC semble peu probable au vu de la diversité des Ag reconnus.

D’autres auteurs proposent de diviser la leucémogénése des LLC en deux groupes sur

la base du statut mutationnel d’IgHV (Figure 6) *.

Ainsi, les cellules leucémiques a IgHV non muté, qui expriment le plus souvent un BCR
polyréactif, proviendraient de lymphocytes B normaux soumis & une stimulation antigénique
de faible intensité mais constante ce qui induirait leur prolifération. La localisation tissulaire de
cette stimulation est quant a elle peu claire. Les hypothéses les plus communément retenues
évoquent les centres germinatifs, bien que 1’on n’observe pas de commutation isotypique, ou

encore la zone marginale, via une réponse a des Ag T indépendants 3.

Les cellules leucémiques a IgHV muté, quant a elles, dériveraient de lymphocytes B
normaux soumis a une stimulation antigénique persistante au sein des centres germinatifs. Ces
clones, initialement répondeurs, deviendraient anergiques suite a cette stimulation au long

cours.
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Figure 6: Représentation schématique du développement et de 1’évolution de la LLC dépendante de la stimulation

antigénique selon le modéle de Chiorazzi (adapté de ).

Cette hypothése, bien qu’intellectuellement brillante, se heurte durement a la reéalité.
Ainsi, les données morphologiques, phénotypiques et transcriptomiques révelent que les
cellules leucémiques a IgHV muté ou non sont extrémement proches, ce qui sous-tend plutét

une leucémogénese commune.

Une autre hypothése a donc été formulée. La LLC, peu importe le statut IgHV,
proviendrait de la prolifération de lymphocytes B mémoires de la zone marginale. Ainsi, suivant
leur mode d’activation, il y aurait ou non des mutations hypersomatiques ce qui expliquerait
I’émergence de clones mutés ou non. Cependant, dans cette théorie, les lymphocytes B
mémoires n’expriment Ni le CD5 ni le CD23, deux marqueurs d’un état activé. Enfin, afin de
complexifier encore cette théorie, il a récemment été décrit un clone leucémique IgHV non
muté mais sélectionné par une stimulation antigénique dependante des cellules T via des
cellules dendritiques **. Cette hypothése reste donc a ce jour purement intellectuelle, avec peu
de preuves expérimentales venant la confirmer ou I’infirmer.
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A ce jour, le réle de la stimulation antigénique dans la LLC, bien qu’alléchant, reste peu clair.

I.C.1.4 Le cas des cellules B non leucemiques CD19* CD5* CD23*

Il existe, chez I’individu sain, une sous-population de lymphocytes B exprimant le CD5
et le CD23 correspondant a un stade mature activé selon leurs critéres phénotypiques. Ainsi,
I’hypothése ¢élégante selon laquelle la LLC proviendrait d’un processus leucémogéne de cette
sous-population a été formulée, bien qu’elle soit relativement peu étayée par des preuves

expérimentales.

1.C.2 Physiopathologie

1.C.2.1 La résistance a I’apoptose

Il 'y a vingt ans, la vision classique de la LLC considérait les cellules leucémiques
comme des cellules B naives, immunologiquement incompétentes, non proliférantes,
s’accumulant en raison d’un défaut d’apoptose in vivo.

En effet, une surexpression de la protéine antiapoptique Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma
2) a été mise en évidence 3> 33 dans les cellules leucémiques. Initialement cette surexpression
était expliquée par une hypométhylation du promoteur de Bcl-2 3, mais aujourd’hui
I’hypothése la plus communément admise est que miR-15-a et miR-16-1, qui régulent
négativement Bcl-2 au niveau post traductionnel, sont sous-exprimés dans la LLC. Cette
régulation de la transcription de Bcl-2 conduit & une accumulation de cette protéine *°. De plus,
d’autres protéines antiapoptiques telles que Bcl-xI (B-cell lymphoma-extra large) et Mcl-1
(Myeloid cell leukemia 1) sont surexprimées dans cette pathologie, tandis que des protéines
proapoptiques telles que Bax (BCL2-associated X protein) ou Bcl-xs (B-cell lymphoma-extra
small) sont quant & elles sous-exprimées 3¢, De ce déséquilibre résulterait un défaut d’apoptose
des cellules leucémiques. En plus de favoriser la survie des cellules leucémiques, ces protéines
ont été décrites comme étant des facteurs clés dans la résistance aux traitements. Ainsi, une
augmentation du rapport Bcl-2/Bax est associée a une maladie en progression et une résistance

aux drogues in vitro 3. On peut également noter qu’un taux élevé de Mcl-1, in vitro ou in vivo,
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ou du rapport Mcl-1/Bax sont corrélés a une mauvaise réponse a la fludarabine et une durée
avant traitement réduite %,

A ce déséquilibre s’ajoutent, dans les LLC de mauvais pronostics, des pertes ou des
mutations d’autres régulateurs classiques de 1’apoptose tel que TP53 (Tumor Protein p53) et
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) qui sont mutés ou perdus notamment lors des délétions
17p13 et 11922-23.

Cette évidence de défaut d’apoptose in vivo contraste trés fortement avec
I’hypersensibilité de ces cellules a la mort programmeée in vitro. En effet, ex vivo ces cellules
leucémiques engagent spontanément des processus apoptotiques . Ce processus peut étre
inhibé par la culture de ces cellules leucémiques avec des cellules de leur microenvironnnement
tumoral telles que les cellules stromales de moelle osseuse *°, les cellules mésenchymateuses
0 ou les Nurse-Like Cells (NLC) #* (voir 111.C.3.2 Protection contre ’apoptose des cellules

leucémiques in vitro).

1.C.2.2 La prolifération

La vision selon laquelle la LLC serait une maladie quiescente résultant d’un défaut
d’apoptose plus que d’une prolifération reposait sur plusieurs faits objectifs. Premiérement, les
cellules leucémiques, prélevées dans le sang périphérique, sont des lymphocytes quiescents. On
observe en effet au niveau morphologique une chromatine nucléaire condensée, un rapport
nucléo-cytoplasmique éleve, et une absence de nucléole. Deuxiemement, ces cellules, toujours
prélevées dans le sang périphérique, sont bloquées en phase Go/G: du cycle cellulaire.
L’hypothése retenue pour expliquer ce phénomeéne serait que les genes contrélant ce cycle sont
dérégulés. En effet, dans les cellules leucémiques, la protéine p27Kip1, un inhibiteur de kinases
dépendantes du cycle cellulaire, est sur-exprimée ce qui expliquerait le blocage en phase Go/G:.

La plus grosse bréche dans cette théorie apparait dans 1’étude de Messmer at al 2. En
faisant ingérer a des patients de I’eau lourde quotidiennement, ils ont étudié I’incorporation de
ce radio isotope au sein des cellules leucémiques. Grace a cette méthode, ils ont pu montrer que
0,1 41,75 % de I’ensemble des cellules leucémiques proliféraient soit environ de 1 x10° & 1x
102 cellules naissantes chaque jour. De plus, ils proposent qu’un taux de prolifération supérieur
4 0,35 % serait le reflet d’une maladie progressive 2.

Ensuite, les cellules leucémiques expriment un certain nombre de marqueurs

d’activation (CD23 et souvent CD25, CD69 et CD71). Ces observations indiquent que ces
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cellules malignes ressemblent a des lymphocytes B activés ayant eu une expérience
antigénique.

De plus, I’analyse de la longueur des téloméres apporte une autre preuve de la
prolifération des cellules leucémiques. Les téloméres sont des séquences polynucléotidiques
répétées en tandem, situées aux extremités des chromosomes et qui se raccourcissent apres
chaque division cellulaire. Plusieurs études révelent que les cellules leucémiques ont des
télomeres plus courts que les lymphocytes B normaux démontrant ainsi une augmentation de
leur prolifération 4347,

Finalement, des cellules leucémiques en prolifération peuvent étre retrouvées au sein
des ganglions lymphatiques ou plus rarement dans la moelle osseuse “8. Elles sont regroupées
au niveau de structures histologiques particuliéres appelées pseudo-follicules. Elles sont
composées de foyers nodulaires contenant de grands agrégats de cellules tumorales,
proliférantes (Ki67%) et exprimant fortement des molécules anti-apoptotiques. Au sein méme
de ces centres de prolifération, ces cellules leucémiques sont en contact avec les cellules du
microenvironnement tumoral et leurs délivrent de nombreuses cytokines et chimiokines
permettant leur prolifération et leur survie au sein de la niche %> %°. Ainsi, les cellules
proliféreraient au sein des ganglions et migreraient ensuite dans le sang périphérique via un
mécanisme impliquant la sphingosine-1-phosphate et son récepteur °1. Dans le sang, sans leur
microenvironnement, ces cellules deviendraient quiescentes.

L’ensemble des données démontre clairement qu’en plus d’étre une maladie résultant

d’un défaut d’apoptose, la LLC est bel et bien une hémopathie proliférante.

1.C.2.3 La voie de signalisation du BCR

Le BCR et son signalosome contrdlent tres finement la différenciation et la maturation
des lymphocytes B. Ainsi, 1’évidence selon laquelle le BCR ou les protéines de sa voie de
signalisation seraient modifiés dans LLC s’est trés vite imposée.

Le BCR est constitué d’une Ig de surface associée au CD79a et CD79b
(Immunoglobulin a et  respectivement). Son activation, suite a la fixation d’un antigéne sur
I’Ig de surface, entraine une phosphorylation de la partie intracellulaire de 1’hétérodimeére
CD79a/CD79b. Cette fixation permet le recrutement de la protéine kinase SYK (Spleen
Tyrosine Kinase) qui active ensuite une cascade de signalisation impliquant BTK (Bruton
Tyrosine Kinase) et PI3K3 (isoforme delta de la Phosphatidylinositol-3 Kinase). Ces kinases
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activeront ensuite différentes protéines des voies de prolifération et de survie comme les MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases), NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) ou NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) %% (Figure 7).

Figure 7: Représentation schématique du signalosome du BCR (extrait de %%).

Dans la LLC, la voie de signalisation du BCR est essentielle a la survie, a la

prolifération, et aux interactions avec le microenvironnement °.

De plus, lorsque I’on dicotomise les patients suivant leur statut IgHV (voir le statut
mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines), on observe au niveau
transcriptomique que parmi la centaine de geénes différentiellement exprimés, la plupart
concerne la signalisation du BCR °*>°. En effet, ces auteurs ont retrouvé notamment ZAP-70
(zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa), protéine qui est absente dans la voie de
signalisation normale du lymphocyte B. Cette protéine est utilisée dans la LLC pour augmenter
la signalisation du BCR via une augmentation des flux calciques et en activant diverses kinases
dont BTK *6,

Enfin, cette voie de signalisation fait actuellement 1’objet d’une attention toute
particuliéere car de nombreux inhibiteurs des protéines de signalisation sont en cours de
développement ou déja sur le marché notamment dans le traitement de la LLC (pour plus
d’informations voir I.E.5.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®) et I.E.5.2 Idélalisib (Zydelig ®)) .
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I.D Facteurs pronostiques

La LLC est une hémopathie maligne d’évolution extrémement variable d’un patient a
’autre, allant de I’espérance de vie non modifiée a un déces rapide di a la pathologie et a ses
complications. Devant cette hétérogénéité, de multiples facteurs pronostiques aussi bien
cliniques ou biologiques que cytogénétiques permettent de classifier les patients en différentes

populations afin d’optimiser la réponse thérapeutique.

I.D.1 Facteurs pronostiques genéraux
Comme dans d’autres hémopathies malignes, 1’age avancé, un mauvais état général,

I’existence de signes généraux, des facteurs de comorbidités associés, ou encore le sexe

masculin, ont un impact négatif sur la survie des patients >’

1.D.2 Facteurs pronostiques clinico-biologiques

1.D.2.1 Classification de Binet

Cette classification est la plus utilisée en France et en Europe. Créée en 1981 par
Jacques-Louis Binet, elle est déterminée par le nombre d’aires ganglionnaires atteintes, le plus
souvent bilatérales (Figure 8), et les troubles de I’hémogramme (Table 2), et divise les patients
en trois groupes . Au moment du diagnostic, 75 % des patients sont au stade A, 18 % au B et
7% au C.

Figure 8 : Les cing aires lymphoides palpables (extrait de ?).
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platelets < 100,000,/ mm* areas)

Table 2: Classification des stades de Binet °.

Cette classification est hautement prédictive de la survie des patients (Figure 9), avec
une médiane de survie supérieure a 12 ans pour les patients au stade A, tandis que les patients
au stade B ont des médianes de survie de 5 a 8 ans et ceux au stade C des médianes de survie

de moins de 5 ans.

| A 57 10 ,_':,'.'| 0,44
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£
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Figure 9: Courbes de survie en fonction du stade de Binet en 1981 (extrait de ).

Aujourd’hui, avec I’apparition de nouveaux traitements dans la LLC, cette classification est
toujours d’actualité, bien que les survies globales des patients soient allongées et que le

pronostic des patients des stades B et C soit semblable (Figure 10).
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Figure 10: Courbe de survie en fonction du stade de Binet en 2011 (Hallek, communication personnelle).

1.D.2.2 Classification de Rai

Décrite par Rai aux Etats-Unis en 1975, elle est beaucoup utilisée en Amérique du Nord.
Elle définit quatre stades par I’existence d’un syndrome tumoral (adéno- , spléno- ou

hépatomégalie) et la présence de cytopénies (anémie, thrombopénie) (Table 3) 5. La encore,

cette classification est hautement pronostique de la survie (Table 3 et Figure 11)

Critéres de définition Pronostic Médiane de Suvie
0 Lymphocytose > 5000 mm3 Bon =10 ans
I Lymphocytose + adénopathies Intermédaire 9 ans
Il Lymphocytose + hépato ou splénomégalie Intermédaire 5-7ans
11} Lymphocytose + hémoglobine < 10 mg/L Mauvais 2-5ans
1\ Lymphocytose + plaquettes <100 000/pL Mauvais 2-5ans

Table 3: Classification de Rai 7.

Malgré ces hautes valeurs pronostiques, ces classifications clinico-biologiques ne
permettent pas de prédire 1’évolution des malades de bon pronostic (Binet stade A et/ou Rai 0).
C’est pourquoi des parametres permettant de mieux anticiper I’évolution tumorale et la prise en

charge thérapeutique des patients diagnostiqués a des stades précoces ont été recherchés.
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Figure 11: Courbes de survie en fonction du stade de Rai (extrait de ).

1.D.2.3 Les facteurs pronostiques liés a la prolifération : le temps de doublement des

lymphocytes

Le temps de doublement des lymphocytes (LDT) se définit comme la durée durant
laquelle le nombre absolu de lymphocytes est multiplié par deux. Il s’agit d’un marqueur de
prolifération mais aussi de défaut d’apoptose sans qu’il soit possible de différencier la part
respective de chacun. Ainsi, un LDT inférieur a 6 mois est un reflet d’une maladie active et
nécessite un traitement ®2. De plus, un LDT inférieur & 12 mois est associé & une diminution de

la survie globale ¢ (Figure 12).
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Figure 12: Courbes de survie en fonction du LDT (extrait de ©3).

1.D.2.4 Les facteurs pronostiques liés a la signalisation du BCR : le statut mutationnel des

chaines lourdes des immunoglobulines

L’ontogénése des lymphocytes B normaux est caractérisée par 1’acquisition de
marqueurs protéiques tels que le CD19, le CD20 mais aussi par I’expression d’une Ig de surface,
récepteur a I’antigéne formant avec le CD79a et le CD79b le BCR.

C’est au cours de la recombinaison VDJ que chaque cellule B acquiert un BCR qui lui
est propre lors de sa différenciation dans la moelle osseuse. Ces lymphocytes B naifs
rencontreront ensuite leur antigéne au sein des centres germinatifs conduisant a leur
prolifération avec la sélection de clones hautement affins vis-a-vis de 1’antigéne et a une
commutation isotypique des classes IgM et IgD vers les classes 1gG, IgA ou IgE. Les cellules
ainsi sélectionnées positivement peuvent alors se différencier soit en lymphocytes B mémoires
exprimant le marqueur CD27, soit en plasmocyte sécréteur d’anticorps exprimant le CD138. lls

sont alors appelés « post-centre germinatif ».

Bien que I’hypothése de I’expérience antigénique des cellules a 1’origine de la LLC reste
peu claire, 1’étude du statut mutationnel des chaines lourdes d’Ig appelées plus couramment
IgHV a conduit & I’identification de deux entités.

La premiere concerne les LLC avec IgHV muté, soit environ 60 % des patients, ou la
chaine lourde des Ig présente plus de 2 % de différences avec celle du lymphocyte B naif. La
seconde, les LLC avec IgHV non-muté, soit environ 40 % des patients, ou la chaine lourde des

Ig présente moins de 2 % de différences avec le lymphocyte B naif. Il s’agit d’un facteur
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pronostique important, les patients LLC a IgHV non muté ayant une diminution significative
de leur survie sans progression, de leur temps sans retraitement % et de leur survie globale
(Figure 13).
1,0 A
0,8 -

0,6 -

04

Survie sans progression

0 12 24 36 48 50 72 84 96

Mois
Figure 13: Courbes de survie sans progression de patients LLC traités par RFC (Fludarabine, Cyclophosphamide,
Rituximab) en fonction du statut IgHV (courbe verte : IgHV muté, courbe orange : IgHV non muté) (Fisher K.,
IwCLL, 2013).

Le statut mutationnel ne varie pas au cours de la LLC . L’utilité de sa détermination
est contrebalancee par le fait qu’elle fait appel a un procédé long, cofiteux et nécessitant des

techniques rarement accessibles hors des laboratoires hospitaliers des CHU.

1.D.3 Marqueurs cytogénétiques

La découverte de marqueurs cytogénétiques, notamment par la FISH (Hybridation In
Situ en Fluorescence), a révolutionné la prise en charge de la LLC %% % en retrouvant des
anomalies cytogénétiques liées au pronostic, chez plus de 80 % des patients.
Contrairement a d’autres hémopathies malignes caractérisées par des arrangements
chromosomiques récurrents, comme le chromosome Philadelphie dans les leucémies myéloides

chroniques (LMC), dans la LLC aucun événement oncogénique spécifique responsable de son
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initiation n’a été découvert. La majorité de ces anomalies apparait au cours du développement
et semble survenir plus fréquemment chez les patients ayant un statut lgHV non muté 2,

Les anomalies les plus couramment retrouvées dans la LLC sont la délétion 13q14, la délétion
11922-23, la trisomie 12q et la délétion 17p13.

L’impact pronostique, la fréquence et les anomalies génétiques consécutives des principaux

marqueurs cytogénétiques sont resumés dans la Table 4.

. . . Médiane de
Anomalies Fréquence . Anomalies . . es
. Pronostic g survie Commentaires Références
caryotypiques (%) génétiques .
(mois)
R(AcF Perte de miR-15a 15, 6568
Délétion 13914 51 Favorable et de MiR-16-1 133 -
Délétion 11q22-23 17-19 Défavorable Perte d'ATM 79 - 68-76
Associé a un
Trisomie 12 15 intermédiaire Non décrit 114 score &, TR
de Matutes<4
Délétion 17p13 5-7 Défavorable Perte de TP53 32 Resstancg ala 80-83
fludarabine
Délétion 6¢21 5-6 Intermédiaire - 105 &
. . Activation
Translo%ag;g; (igh- 4-7 Défavorable constitutive - - 85
de Bcl2
Caryotype complexe - N
(plus de 3 anomalies 10 Défavorable - 18.3 RT?&;?L?::]?E a 86-89
non apparenté)

Table 4 : Principales anomalies cytogénétiques retrouvées dans la LLC.

1.D.4 Mutations récurrentes

Le développement récent des techniques de séquencage a haut débit a mis en évidence
des mutations somatiques récurrentes contribuant a la pathogenése de la LLC. Au total 18
anomalies récurrentes ont eté décrites dont NOTCH1, XPO1 (Exportin 1), MYD88 (Myeloid
Differentiation Primary Response 88), KLH6 (Kelch-Lite 6), TP53 (Tumor Protein p53), TGM7
(Transglutaminase 7) , BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3), PLEKHG5 (pleckstrin
homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member 5) , ATM (Ataxia
telangiectasia mutated), SF3B1 (splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa) , ZMYM3 (zinc finger,
MY M-type 3) MAPK1, FBXW?7 (F-box and WD repeat domain containing 7, E3 ubiquitin
protein ligase) et DDX3 (DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 3) &. De plus, ces mutations

sont mutuellement exclusives.
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Au CHU de Toulouse, cette détection s’effectue par la technique HRM (High Resolution Melt)
qui a un seuil de sensibilité d’environ 5 % de cellules pathologiques. Si ce test est positif, alors

la validation s’effectue par séquengage dont le seuil de sensibilité est d’environ 20 %.

Les principales mutations récurrentes de la LLC ainsi que leur pronostic sont résumeés dans la
Table 5.

Mutations Fréquence . Médiane de survie . s
Pronostic Commentaires Références

récurrentes (%) (mois)

Résistance a la fludarabine

TP53 4-37 Défavorable 40.8 Méme impact pronostique pour i, 0, B

les clones ultraminoritaires
Evolution fréquente en

NOTCH1 8-12 Défavorable 93.8 lymphome B diffus a grande 89,9298
cellules
Souvent associé
SF3B1 5-18 Défavorable - a la délétion 11q b
Résistance a la fludarabine

: ) Plus fréquente chez les patient 89, 98, 100
MYD88 3 Peu clair IgHV muté
BIRC3 2 Défavorable 37.2 Résistance a la fludarabine A, 1

Table 5 : Principales mutations reécurrentes retrouvées dans la LLC.

1.D.4.1 Classification combinant les anomalies caryotypiques et les mutations récurrentes

En se basant sur les facteurs cytogénétiques et les mutations récurrentes, Rossi et al ont
proposé une classification hiérarchique des patients nouvellement diagnostiqués en quatre
groupes 1%, Le premier groupe, pour les patients & haut risque, concerne les patients mutés ou
délétés pour TP53 et/ou BIRC3 indépendamment des autres mutations et/ou anomalies
caryotypiques, présente une survie globale a dix ans de 29 %. Le second, pour les patients ayant
des mutations sur NOTCH1 et/ou SF3B1 et/ou une délétion 11922-23 en I’absence des
mutations décrites dans le premier groupe, est défini comme un groupe de risque intermédiaire
avec une survie a 10 ans de 37 %. La présence d’une trisomie 12, d’un caryotype normal et de
TP53, BIRC3, NOTCH1 et SF3B1 non mutés forme le troisieme groupe des patients a risque
faible avec une survie a dix ans de 57 %. Enfin, les patients ayant une délétion 13q forment le
dernier groupe, a risque tres faible dont la survie a dix ans ne différe pas de la population témoin
(Figure 14).
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Figure 14: Courbes de survie globale selon la classification hiérarchique proposée par Rossi et al basée sur les

anomalies cytogénétiques et les mutations récurrentes (extrait de ).

1.D.5 Marqueurs sériques pronostiques

1.D.5.1 B2 microglobulinémie

La B2 microglobuline (2m) est une protéine extracellulaire de la superfamille des Ig
liée de facon non covalente a la chaine a des molécules du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe I. La forme soluble de cette protéine est détectable dans le sérum
et cette B2 microglobulinémie est un facteur pronostique indépendant 1%, Lorsqu’elle est élevée,
on observe chez les patients a un stade avancé de la maladie, une charge tumorale élevée et une

infiltration ganglionnaire et médullaire.

Une élévation de sa concentration est associée & une mauvaise réponse a la chimiothérapie 1%

ainsi qu’un temps avant la rechute et une survie globale diminués %2 1% (Table 6).

0gIioD e e O
< 3mg/dL Non atteinte -
2 3mg/dL 55 < 0.00001

Table 6: Médiane de survie en fonction du taux de 2 microglobuline 1%.

49



INTRODUCTION
La leucémie lymphoide chronique

Néanmoins, il faut prendre certaines précautions avec ce facteur. En effet, la f2m a une
élimination rénale dépendante du DFG (Débit de Filtration Glomérulaire) et peut donc étre
augmenteée artificiellement par une insuffisance rénale. Ainsi, la valeur prédictive de ce facteur

pronostigue serait améliorée si on ajustait la f2m au DFG 2,

1.D.5.2 Taux de Thymidine Kinase sérique

La thymidine kinase (TK) est une enzyme cellulaire impliquée dans la réparation de
I’ADN lors de sa synthése. Elle controle la phosphorylation de la désoxythymidine en
désoxythymidine monophosphate, ensuite incorporée sous forme triphosphate a I’ADN. Sa
forme prédominante, TK1, est retrouvée dans les cellules en division, elle est donc corrélée a
la prolifération cellulaire %2 % ce qui en fait un marqueur de I’activité proliférative. Dans la
LLC, I’activité de la TK sérique (sTK) est donc probablement liée a la quantité¢ de cellules
leucémiques en division 1%, Un taux sérique de TK élevé est associé a une progression rapide
et aux stades avancés de la maladie'® 7. Parmi les patients Binet stade A, des taux élevés de
STK sont corrélés a d’autres marqueurs pronostiques tels que le LDT, I’expression de CD38 et
de ZAP-70, le CD23 soluble, les anomalies cytogénétiques et le statut IgHV %, De plus, la

STK est considérée comme étant un marqueur pronostique indépendant 1%,

La technique d’analyse de ’activité de la STK est radio enzymatique ce qui limite son
utilisation. De plus, sa spécificité n’est pas parfaite, car son activité peut étre augmentée lors

109

d’une carence en vitamine B12 ou d’infections virales **, il n’est donc pas dosé couramment

en routine.

1.D.6 Facteurs pronostiques liés au microenvironnement tumoral

1.D.6.1 Expression du CD38

Le CD38 est une glycoprotéine transmembranaire de type Il, qui a une fonction de
récepteur ou d’ectoenzyme. Son activité enzymatique est impliquée dans le métabolisme de
1I’ADP ou elle a une activité NAD glycohydrolase, ADP-ribosyl cyclase ou encore ADP-ribose
cyclique hydrolase. Il est physiologiquement present sur les lymphocytes B, T, les cellules NK
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et les monocytes. Sur ces cellules il peut s’associer avec le CMH de classe 111 et jouer un role

de co-récepteur dans I’activation des lymphocytes T induite par les super-Ag 10,

Dans la LLC, CD38 est a la fois un reflet de 1’activité proliférative et de 1’interaction
avec le microenvironnement. Il a tout d’abord été décrit comme un marqueur de substitution au
statut IgHV 1. Cependant, aprés de nombreuses études aux résultats controversés 112114 il est
maintenant considéré comme un marqueur indépendant dans la LLC 417  Les principaux
problémes limitant I’utilisation de ce marqueur en clinique sont que le taux de CD38 peut varier
au cours de I’évolution de la maladie chez un méme patient 1> 117 118t que le taux de positivité

11" valeur

fait encore débat. En effet, a 1’origine, un taux arbitraire de 30 % a été défini
confirmée plus tard par des études statistiques *'mais certaines équipes ont proposé des taux
beaucoup plus faibles jusqu’a 7 % !°. Ce pourcentage, méme faible, serait le reflet de la part
proliférante des cellules leucémiques. Son rdle dans le microenvironnement tumoral serait di a
la liaison avec son ligand, le CD31 aussi appelé PECAML1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion
Molecule 1). La fixation de ce ligand, exprimé par les cellules stromales et les Nurse-Like Cells
(NLC) provoque dans la cellule leucémique, I’activation d’une cascade de signalisation

favorisant la survie de ces derniéres 12,

L’expression du CD38 considérée comme positive est associée a un mauvais pronostic
: stade avancé de la maladie, incidence plus importante d’adénopathies, hépatomégalie, taux de

B2 microglobuline et CD23s élevés, LDT court.

1.D.6.2 Expression du CD49d

Le CD49d ou intégrine o 4 est une molécule d’adhésion généralement retrouvée
complexée au CD29. Elle permet le déplacement des leucocytes, leur activation et leur survie.
Cette protéine permet également les interactions entre leucocytes et cellules stromales
médullaires dans les centres germinatifs via la fibronectine ou par la liaison a la molécule

d’adhésion cellulaire VCAM-1 (vascular-cell adhesion molecule 1).

Dans la LLC, son expression est variable, mais est augmentée chez les patients ayant un stade
avancé de LLC ou ayant des adénopathies lymphoides. Cette expression de CD49d est corrélée
a I’expression de CD38. Quelques études montrent sa valeur prédictive sur la survie globale et

le délai avant traitement 21, mais il est peu utilisé en clinique.
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|.E Traitements conventionnels de la leucémie lymphoide chronique

I.E.1 Criteres de mise en place du traitement

La stratégie décisionnelle pour la LLC est présentée en Figure 15. Pour les patients sans
indication thérapeutique initiale, une surveillance est nécessaire afin de détecter une éventuelle
progression de la maladie. Cette surveillance, effectuée par le médecin traitant, passe par
I’examen clinique et des NFS réguliéres tous les 3 a 6 mois. Il est important de noter que plus
de la moitié des patients diagnostiqués au stade de Binet A ne seront pas évolutifs et donc non

traités ultérieurement.

Figure 15: Schéma de la stratégie décisionnelle dans la LLC (extrait de 2).
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L’indication thérapeutique se fait en fonction de critéres d’évolutivité ou de progression de la

maladie définie en 2012 par ’'HAS :
Symptdmes systémiques (au moins un) :

e Perte de poids non intentionnelle > 10 % dans les 6 derniers mois ;
e Fiévre > 38°C pendant 2 semaines ou plus, sans preuve d’infection ;
e Sueurs nocturnes sans preuve d’infection ;

e Fatigue significative.
Syndrome tumoral volumineux :

e splénomégalie volumineuse (> 6 cm de débord sous costal) ou progressive ;
e Adénopathie volumineuse (> 10 cm), ou rapidement progressive ou
symptomatique ;

e Hépatomégalie.
Hyperlymphocytose progressive avec :

e Une augmentation > 50 % sur 2 mois ;

e Temps de doublement des lymphocytes < 6 mois.
Insuffisance médullaire progressive ; apparition ou aggravation :

e Anémie;

e Thrombocytopénie

Anémie hémolytique auto-immune et/ou thrombocytopénie ne répondant pas aux

corticoides ou a un autre traitement standard.

En premiére ligne, la stratégie thérapeutique vise a rechercher la meilleure réponse et la
plus durable possible, en tenant compte des comorbidités et non de 1’age. Elle repose sur la
chimiothérapie le plus souvent combinée a la prise d’anticorps monoclonaux. Le but du
traitement est, dans la mesure du possible, d’obtenir une réponse compléte (clinique et
hématologique). Habituellement, la maladie évolue en phases successives, nécessitant plusieurs
lignes de traitement. La stratégie thérapeutique dépend de 1’existence de comorbidité(s), de la

présence d’une délétion 17p et de la nature des traitements antérieurs.
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|I.E.2 Choix du traitement

Comme pour toute pathologie, I’état général des patients conditionne le traitement. En
s’inspirant des classifications proposées dans les tumeurs solides, les Allemands ont proposé
de classifier les patients suivant trois groupes en fonction de leurs objectifs thérapeutiques. Le
premier, le groupe « no go » est constitué des patients ayant une survie estimee réduite par de
multiples et/ou de séveres comorbidités, qui doivent étre traités avec les meilleurs soins
palliatifs. Le second, le groupe « slow go » est composé de patients ayant une espérance de vie
intermédiaire qui doivent étre traités pour permettre un bon contrdle des symptémes de la
maladie, via des traitements a des doses réduites. Enfin, le groupe des patients « go, go » est
formé de patients avec un bon état général et ils sont traités par de fortes doses de chimiothérapie

en vue d’obtenir de longues rémissions complétes.

I.E.3 Traitement de premiere ligne des patients avec un bon état général et TP53

non mute : Rituximab + Fludarabine + Cyclophosphamide

I1 s’agit du traitement le plus agressif mais aussi celui présentant le plus fort taux de
réponse dans la LLC. Utilisé classiquement chez les patients jeunes (< 70 ans) et sans
comorbidité associée, il se compose de 6 cycles de 28 jours décomposés comme décrit ci-
dessous :

Cycle 1 : Rituximab 375 mg/m? en IV (intraveineuse), & 50 mg/h (augmenté de 50 mg/h
toutes les 30 min jusqu’a 400mg/h maximum) a J1 et cyclophosphamide 250 mg/m? per os a
J1-3 et fludarabine 25 mg/m? en per os a J1-3.

Cycles 2-6 : Rituximab 500 mg/m? IV, & 50 mg/h (augmenté de 50mg/h toutes les 30
min jusqu’a 400mg/h max) a J1 et cyclophosphamide 250 mg/m? per os & J1-3 et fludarabine 25

mg/m? en per os a J1-3.

L’efficacité de cette association a été démontrée dans 1’essai randomisé ouvert allemand
CLLS8, ou un total de 817 patients atteints de LLC non précédemment traités et 552 patients
atteints de LLC en rechute ou réfractaires, ont été randomisés afin de recevoir une
chimiothérapie soit FC (fludarabine, cyclophosphamide) soit RFC (rituximab, fludarabine,
cyclophosphamide) 22 (Figure 16).
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Figure 16: Survie sans progression de patients traités par RFC (courbe verte) ou FC (courbe bleue) (extrait de 3.

I.E.3.1 Le rituximab (Mabthera ®)

Le Rituximab est un anticorps monoclonal chimérique anti CD20 développé par Roche
® 24 1l est indiqué en association & une chimiothérapie pour le traitement des patients atteints

de LLC, non précédemment traités ou en rechute ou réfractaires.

Le rituximab se lie spécifiquement a I'antigéne transmembranaire CD20, une
phosphoprotéine non glycosylée exprimée sur les lymphocytes pré-B et B matures et qui est
présente sur plus de 95 % des cellules B des lymphomes non hodgkiniens.
Le fragment Fab du rituximab se lie au CD20 et le fragment Fc peut générer des fonctions
d'effecteurs immunitaires qui entrainent la lyse de ces lymphocytes. Le mécanisme possible de
la lyse cellulaire induite par les effecteurs est une cytotoxicité dépendante du complément
(CDC), faisant intervenir la liaison du fragment C1q *°*. La cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (ADCC), passant par un ou plusieurs des récepteurs aux fragments constants des
Ig présents notamment sur la surface des granulocytes, des macrophages et des cellules NK est
également impliquée 125126 || a aussi été démontré que le rituximab induit une mort cellulaire
directe des cellules leucémiques par apoptose '?’. L’ensemble des actions du rituximab est

résumé dans la Figure 17.
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Figure 17: Représentation schématique des différents mécanismes d'action du rituximab (extrait de 1%8).

I.E.3.2 La fludarabine (Fludara ®)

Indiquée dans le traitement de la LLC a cellules B chez les patients ayant des réserves
médullaires suffisantes, la fludarabine est un antinéoplasique de la famille des purines
commercialisé par Sanofi ® 2°. C’est un nucléotide hydrosoluble fluoré et phosphaté analogue
de l'agent antiviral vidarabine, 9-B-arabinofuranosyladénine (ara-A) qui est relativement
résistant a la désamination. Le phosphate de fludarabine est rapidement déphosphorylé en 2F-
ara-A qui est incorporé dans la cellule puis subit une phosphorylation intracellulaire par la
déoxycytidine kinase en triphosphate actif, le 2F-Ara-ATP. 1l a été montré que ce métabolite
agit en inhibant la ribonucléotide réductase, I'ADN polymérase alpha/delta et epsilon, 'ADN
primase et 'ADN ligase, bloquant ainsi la synthése de I'ADN. De plus, en raison d'une inhibition
partielle de I'ARN polymérase I, il se produit une importante inhibition de la synthése des
protéines. Bien que certains aspects du mécanisme d'action de la 2F-ara-ATP soient encore
obscurs, il est établi que ses effets sur I'ADN, I'ARN et la synthése des protéines contribuent
tous a l'inhibition de la prolifération des cellules leucémiques, l'inhibition de la synthése de
I'ADN étant le facteur principal 30 131,
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I.E.3.3 Le cyclophosphamide (Endoxan ®)

Agent alkylant bifonctionnel de type oxazaphosphorine appartenant a la famille des
moutardes azotées, le cyclophosphamide agit par interaction directe sur I'ADN en formant des
liaisons covalentes avec les substrats nucléophiles par I'intermédiaire de ses radicaux alcoyles.
Ceci entraine des modifications profondes chimiques ou enzymatiques de I'ADN ainsi que la
formation de "ponts™ alcoyles intrabrins ou interbrins, avec pour conséquence une inhibition de
la transcription et de la réplication de I'ADN aboutissant a la destruction cellulaire. Cette action

est cycle dépendante, elle n’affecte pas les cellules en Go.

I.E.4 Le traitement de premiere ligne chez les patients agés ou avec un mauvais

état général sans mutation TP53 : Rituximab + Bendamustine

Au vu de la toxicité du RFC et des comorbidités couramment observées chez les patients
agés, I'utilisation du rituximab en association avec la bendamustine (BR) est souvent préférée
chez ces patients. De plus, avant I’avénement des nouvelles molécules, elle constituait aussi

une approche thérapeutique intéressante pour les patients réfractaires a la fludarabine.

En effet, bien que dans la population globale le RFC ait montré sa supériorité vis-a-vis
du BR, I’étude allemande CLL10 présentée en 2014 au congrés annuel de I’ASH (American
Society of Hematology) a montré que chez les patients agés de plus de 65 ans ou ayant des
comorbidités (Score CIRS>4) il n’y avait pas de différence entre RFC et BR au niveau de la
survie globale sans progression mais que les patients traités par BR présentaient moins
d’infections séveres (48,4 % pour RFC vs 26,8 % pour BR).

Ce schéma thérapeutique se compose de 6 cycles décrits ci-dessous :
Cycle 1: Rituximab 375 mg/m? IV a J1 et bendamustine 70 mg/m? IV & J1-2.

Cycles 2-6: Rituximab 500 mg/m? IV a J1 et bendamustine 70 mg/m? IV & J1-2.

La bendamustine est un agent alkylant antitumoral possédant une activité originale

basée sur I'établissement de liaisons covalentes croisées par alkylation de I'ADN simple brin ou
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double brin. En conséquence, les fonctions de matrice de I'ADN, sa synthese et sa réparation
sont déficientes. Il agit toutefois in vitro de maniere différente des autres alkylants et il existe
treés peu de résistance in vitro, au moins en partie en raison de la persistance, comparativement

plus longue, de l'interaction avec I'ADN.

I.LE.5 Le traitement des patients avec une mutation de TP53, en rechute ou

réfractaires : les petites molécules

Le traitement des patients, réfractaires, en rechute ou mutés pour TP53 constituait il y
encore quelques années un « challenge » pour le clinicien. Les patients en rechute ou
réfractaires, traités en premiére ligne par du RFC recevaient a la rechute du BR, tandis que les
patients mutés TP53 étaient traités en premiére ligne par de I’alentuzumab (Campath ®) qui a
perdu son AMM en 2012. Une alternative a ces traitements était la greffe pour les patients
jeunes ou I’inclusion dans des essais cliniques. Avec I’arrivée sur le marché de 1’ibrutinib
(Imbruvica ®) et de I’association de 1’idelalisib (Zydelig ®) et du rituximab, cette prise en

charge a été révolutionnée.

I.E.5.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®)

L’ibrutinib est un inhibiteur suicide de la protéine Bruton Tyrosine Kinase (BTK). Pris
par voie orale, il a obtenu son AMM en 2014 dans le traitement de la LLC en rechute/réfractaire
(ou en premiére ligne avec délétion 17p/mutation TP53). Il est utilisé a 420 mg en une prise par
jour, de fagon chronique jusqu’a ce que la maladie progresse ou que les effets secondaires
nécessitent I’arrét. Il est trés efficace quel que soit le caryotype, le statut IgHV, le statut de Rai

et le nombre de traitements précédemment recus (Figure 18).
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Figure 18: Analyses en sous-groupes du taux de réponse globale de patients traités par ibrutinib (Etude PCYC-
1104-CA) (source: Vidal®).

BTK est une protéine kinase sans récepteur de la famille des Tec kinases, impliquée
dans la signalisation du BCR mais aussi des TLR 4/9 (Toll-Like Receptors) et de CXCR4. La
signalisation en aval du BCR promeut notamment la survie des cellules leucémiques via une

activation séquentielle de protéines kinases présentees dans la Figure 19.
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Figure 19: Implication de BTK dans les signalisations du clone leucémique (Ysebaert, non publié ).

L’ibrutinib se lie de maniére irréversible & BTK via une liaison covalente avec la
cystéine 481 située dans le site actif de BTK avec une trés forte affinité (IC50 0.5 nM) %2, A
420 mg/ jour, il lie virtuellement I’ensemble des protéines BTK dans le sang périphérique 1%,
Cette inhibition est vendue comme étant trés sélective 13413 et donc minimisant les effets
secondaires. Les études précliniques ont montré qu’il inhibe la survie et la prolifération des
cellules leucémiques **" | la migration des cellules leucémiques via CXCL12 (Chemokine (C-
X-C Motif) Ligand 12) et CXCL13 (Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 13) et I’adhésion
cellulaire médiée par les intégrines 138 139 In vivo, il provoque une rapide redistribution des
cellules leucémiques situées notamment dans les ganglions lymphatiques vers le sang
périphérique ce qui provoque une diminution rapide des adénopathies et une augmentation de
la lymphocytose qui se stabilise en quelques mois 26142, Malgré cela, la majorité des patients
traités par ibrutinib ne sont pas en rémission compléte et la lymphocytose stabilisee reste
significativement plus élevée que la normale 4. De plus, le traitement favorise I’émergence de
clones leucémiques mutants. En effet, chez des patients traités par ibrutinib, des cellules
leucémiques présentant une substitution de la cystéine 481 du BTK par une sérine ont été
décrites. Chez ces mutants, cette substitution rend I’ibrutinib incapable de se fixer sur la BTK

et entraine donc une résistance 1“3 (Figure 20). De méme, chez deux patients, il a été mis en
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évidence des mutations gain de fonction de PLCy2, un acteur situé en aval de BTK qui provoque

une inefficacité de 1’ibrutinib.

Figure 20: Modélisation structurale de l'interaction de la BTK muté ou non avec I’ibrutinib (extrait de 43).

Enfin, il a été montré récemment que les patients ayant un caryotype complexe présentaient une
survie globale diminuée lorsqu’ils étaient traités par ibrutinib, bien qu’aucune preuve claire ne

soit apportée pour ’expliquer 8.

I.E.5.2 Idélalisib (Zydelig ®)

L’idélalisib est indiqué en association avec le rituximab, pour le traitement de patients
atteints de LLC en rechute ou en progression aprés deux lignes de traitement et en premiere
ligne de traitement chez les patients présentant une délétion 17p ou une mutation TP53 et pour

lesquels une chimio-immunothérapie n'est pas appropriée.

Cette association, tres efficace, améliore la survie sans progression, la réponse globale

et la survie globale comme montré dans la Table 7.
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Rituximab +

Rituximab + placebo

idélalisib

Médiane (mois) (IC a 95
, NA (12,1 ; NA) 5,5(3,7;6,9)
Survie sans %)
progression Hazard ratio (IC a 95 %) 0,15 (0,08 ; 0,28)
Valeur p 3x10-11
80,7 % 12,5 %
RIS (IC & 95 %) (70,9 ; 88,3) (6,4 : 21,3)
globale :
. QOdds ratio (IC a 95 %) 29,92 (12,76 ; 70,11)
au traitement
Valeur p 3,0x10-19
79/85 (92,9 %) 3/84 (3,6 %)
Réponse ] R
. . Odds ratio (IC a 95 %) 264,46 (53,28 ; 1 312,71)
ganglionnaire
Valeur p 1,3 x 10-30
) Médiane (mois) NA NA
Survie
globale Hazard ratio (IC a 95 %) 0,28 (0,09 ; 0.86)
Valeur p 0,018

Table 7: Résultats d'efficacité de I'étude 312-0116 comparant l'association rituximab et idélalisib a I'assoctiation

rituximab et placebo (source: Vidal®).

L’idélalisib est un inhibiteur sélectif de I’isoforme p1106 de la PI3K8 (Phosphoinositide
3-kinase) (IC50 a 19nM) et interagit peu avec les isoformes PI3Ka, PI3Kp et PI3Ky.

Les PI3K forment une famille composée de trois classes (classe I, Il et I11) définies par
leurs structures et leurs fonctions. Ces enzymes jouent un role majeur dans de nombreuses
cascades de signalisation et sont hyperactivées dans de nombreux cancers 144145, Elles régulent
des processus de prolifération, différenciation, mobilité et de métabolisme 261,

La classe IA active des protéines couplées a des récepteurs G (GPCR) par une interaction avec
les protéines Ras activées et Rho. En effet, I’activité catalytique de la PIK3 médie la
transformation du PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate) qui est un second messager ancré a la membrane plasmique qui active de
nombreuses voies cellulaires. Elles sont formées d’un hétérodimere contenant une sous-unité
régulatrice p85 et une sous-unité catalytique pl110 (p110a, pl110B, pl105 et pl10y).
L’association de la sous-unité régulatrice et de la sous-unité catalytique forme respectivement
les 4 isoformes appelée PI3Ka, PI3K, PI3KS et PI3Ky. Dans les cellules B malignes ou non,

PI3K3 régule de nombreuses voies de signalisation en aval du BCR, du récepteur aux chaines
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lourdes des Ig (FcyR), des TLR, du CXCR4/5 et des récepteurs de la famille du TNF (Tumor

Necrosis Factor) 146 147,

Dans la LLC, il a été démontré que la PI3K joue un role essentiel dans la transmission
des signaux de survie, de prolifération et de « homing » par le microenvironnement 148 149 En
effet, I’idélalisib est capable d’inhiber les signaux de survie ex vivo fournis par les NLC %2, les

cellules stromales et les cellules endothéliales.

Cliniquement, 1’idélalisib, comme 1’ibrutinib, provoque une sortie des cellules
leucémiques des compartiments résidents vers le sang % 1, provoquant une augmentation

rapide et transitoire de la lymphocytose et une diminution des adénopathies.
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Il Le microenvironnement tumoral

Au siecle dernier, le cancer était considéré comme une maladie résultant d’une
acquisition séquentielle de mutations conduisant une cellule saine a acquérir au fur et a mesure
de ses divisions, des altérations géniques aboutissant au final a ’apparition de cellules
cancéreuses. Dans cette théorie, résumée par Hanahan et Weinberg en 2000 (Figure 21), la
cellule cancéreuse est donc caractérisée par six grandes capacités : 1’évasion a 1’apoptose, un
potentiel réplicateur illimité, une autosuffisance vis-a-vis des facteurs de croissance, une
résistance aux signaux inhibiteurs de croissance, une promotion de 1’angiogénése pour son

profit personnel et des capacités d’invasion et de métastases 1°2,

Figure 21: Acquisition et propriétés transformantes des cellules cancéreuses (extrait de %2).

Cette theéorie ne laissait aucune place a tous les facteurs extérieurs a la tumeur. Au cours
des quinze dernieres années, au vu des nombreuses preuves accumulées sur le fait que le cancer
résultait non seulement d’altérations géniques de la cellule cancéreuse mais aussi de 1’influence
de tout le microenvironnement les entourant, ces auteurs ont revu leur théorie. Dans une revue
datant de 2011, aux six marqueurs précédents s’ajoutent d’autres marqueurs dont notamment

I’influence du microenvironnement tumoral °3. Ce microenvironnement, dit tumoral, est
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constitué notamment de toutes les cellules immunitaires entourant et infiltrant la tumeur, de
fibroblastes de matrice extracellulaire assurant son soutien et de vaisseaux sanguins apportant
nutriments et oxygene. Tous ces facteurs forment un ensemble complexe ou se mélangent les
cellules favorisant la survie et la prolifération tumorale, et d’autres tentant de la contenir et de

la détruire.
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1. A L’immunosurveillance anti tumorale

I11.A.1 Concept théorique

Le systtme immunitaire est trés efficace pour détecter et éliminer les cellules
précurseurs de tumeur. En effet, au vu du nombre de divisions cellulaires ayant lieu chaque jour
(1 x10° chez I’adulte) et d’erreur(s) potentielle(s) produite(s) lors de la réplication de I’ADN
(’ADN polymérase commet une faute tous les 1x10° nucléotides), si le systéme immunitaire
n’était pas capable de détruire les cellules du « soi modifié », I’incidence des cancers serait bien

supérieure a ce que 1’on observe.

Cette affirmation est notamment soutenue par des expériences effectuées chez des souris
mutantes présentant un déficit immunitaire. En effet, il est possible de générer des souris
n’ayant ni lymphocytes B, T ni de cellules NK en inactivant le gene RAG2 (Recombination
activating gene 2) qui code pour une enzyme necessaire aux recombinaisons somatiques ayant
lieu dans ces populations. Chez ces souris, on observe une augmentation de 1’incidence des
tumeurs spontanées et chimiquement induites comparativement aux souris non mutées *>* donc

immunocompétentes ce qui sous-tend le role anti-tumoral du systéme immunitaire (Figure 22).

Figure 22: Courbes d'incidence des tumeurs chimiquement induites chez des souris immunodéficientes ou

immunocompétentes (extrait de °°).

De plus, chez des patients immunodéprimés il a été relevé une forte augmentation des cancers.
Par exemple, chez les greffés, ou il est nécessaire d’induire une immunodépression pour éviter
tous les phénomenes de rejet des greffons, plusieurs études ont montré une augmentation de
I’incidence de lymphomes non Hodgkiniens, de cancers viro-induits tels que des lymphomes

de Burkitt, de mélanomes, de cancers du c6lon ou du poumon 6-15%, De méme, les patients au
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stade SIDA (Syndrome d’Immunodéficience Acquise) suite a une infection au VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) ont une incidence plus élevée de tumeurs viro-induites telles
que des sarcomes de Kaposi, des lymphomes de Burkitt ou des tumeurs non viro-induites telles

que des cancers prostatiques, ovariens ou du colon 60161,

L’ensemble de ces données indiquent clairement que la surveillance immunitaire anti-tumorale
a un réle important dans le controle du soi et fait appel aussi bien aux cellules de I’immunité

innée que de I’immunité acquise.

I1.A.2 Les forces en présence dans la réaction immunitaire anti-tumorale

La destruction de la cellule tumorale par les cellules de I’immunité nécessite en premier
lieu une reconnaissance des cellules tumorales du « soi modifié » par les cellules de I’immunité.
Comme dans toute réponse immunitaire, il est possible de distinguer les effecteurs selon qu’ils

appartiennent a I’immunité innée ou acquise (Figure 23).

Figure 23: Représentation schématique des effecteurs de I'immunité innée (gauche) et acquise (droite) dans la

réponse anti-tumorale (CTL : lymphocytes T cytotoxiques) (extrait de *6?).
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11.A.2.1 Les acteurs de ’immunité innée

Les effecteurs de I’immunité innée sont les cellules NK, les polynucléaires, les cellules

dendritiques (DC) et les macrophages.

Les cellules NK sont des acteurs clés dans I’immunité anticancéreuse. Elles reconnaissent les
cellules tumorales car ces derniéres expriment des molécules de stress comme MICA (MHC
class | polypeptide-related sequence A) et MICB (MHC class | polypeptide-related sequence
B), et présentent une faible expression des molécules de CMH de classe 1 1%, Les cellules NK
secretent alors des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFNy (Interferon vy), le TNFa
(Tumor Necrosis Factor a) et des granules lytiques contenant de la perforine et des granzymes
A et B qui induisent de maniére directe ou indirecte la mort des cellules cancéreuses. De plus,
elles se fixent sur les cellules cancéreuses via TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand) ou FasL (Fas ligand) induisant ainsi une lyse des cellules cancéreuses 164 165,
Enfin, via la production d’IL-4 (interleukine 4) et d’IFNy, elles aident a I’activation d’autres

partenaires du systeme immunitaire.

Dans le méme temps, les granulocytes vont aussi intervenir dans la réponse anti-tumorale 6%
167 Les neutrophiles expriment TRAIL et FasL et produisent des espéces réactives de 1’oxygéne
(ROS) qui vont induire la mort directe des cellules tumorales. Au contact des cellules tumorales,
ils sécrétent de nombreuses cytokines et chimiokines comme le TNF-a, IL-1p, I'TL-8 , CXCL1
(chemokine (C-X-C motif) ligand 1) et CCL3 impliquées dans 1’apoptose, le recrutement et
I’activation des autres cellules du systéme immunitaire %1%, Les éosinophiles sécrétent une
trés grande quantité de granules lytiques contenant de la MBP (Major Basic Protein) ou I’EPO
(eosiniphil peroxidase) cytotoxiques pour les cellules cancéreuses, ainsi que des ROS (Reactive
Oxygen Species). lls expriment des molécules de CMH de classe 1l et les molécules de co-
stimulation CD80, CD86 et CD40 et peuvent donc servir de CPA (Cellules Présentatrices de
I’Ag) pour les lymphocytes T. Enfin, ils produisent aussi des cytokines et des chimiokines

caractéristiques des réponses immunitaires Th1 comme ’IL-2, I'TL-12 et I’IFN-y 1%,

Les DC et les macrophages reconnaissent les cellules tumorales par leurs PRR (Pattern
Recognition Receptors) qui se lient a des molécules transformees a la surface des cellules
cancéreuses. Suite a cette reconnaissance, elles les phagocytent ensuite 62, C’est donc tout
naturellement qu’elles avaient été décrites comme étant anti-tumorales % 10 bien

qu’aujourd’hui il parait évident que ces cellules sont détournées par la cellule tumorale & son
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profit et jouent un réle pro-tumoral (voir I11. Les macrophages associés aux tumeurs). De plus,
ces cellules sont capables d’endocyter des peptides tumoraux tels que les alarmines par
’intermédiaire de récepteurs scavengers comme le CD91 %2, Elles sont aussi capables de
présenter des peptides modifiés issus des cellules cancéreuses aux lymphocytes T CD8 afin de

les activer.

11.LA.2.2 Les acteurs a la frontiére de 'immunité innée et adaptative

A la frontiere des deux pans de I'immunité, on retrouve les lymphocytes non
conventionnels qui partagent des caractéristiques avec les cellules de I’immunité innée et
adaptative, comme les lymphocytes NKT ou les lymphocytes Tyd.

La cytotoxicité des lymphocytes T vy vis-a-vis de leurs cellules cibles s'exerce via différents
mécanismes d’induction de mort cellulaire. D’une part, ils sécretent des cytokines pro-
inflammatoires IFN-y 1* et TNF-a 172 et des granules lytiques 1'3. lls expriment également des
ligands des récepteurs de mort FasL et TRAIL. D’autre part, les lymphocytes T yd peuvent
aussi avoir une activité cytotoxique via le mécanisme d’ADCC.

Les lymphocytes NKT quant a eux sont activés au contact des CPA qui leur présentent un
antigene glycolipidique par la molécule CD1d et leur délivre des sighaux de co-stimulation via
le CD40 et la sécrétion d’IL-12 14175 |es lymphocytes NKT activés interviennent dans la
réponse antitumorale via deux mécanismes. D’une part, ils sécrétent de I’IFN-y et de I’IL-4 et
vont donc aider a I’activation des autres cellules du systéme immunitaire. D’autre part, certains
lymphocytes NKT expriment les molécules TRAIL et FasL, et vont donc avoir une action

cytotoxique directe sur les cellules tumorales 176,

11.A.2.3 Les acteurs de ’immunité adaptative

Les effecteurs de I’immunité acquise sont les lymphocytes B et les lymphocytes T CD8.
Cette réponse est plus tardive que celle de I'immunité innée mais est plus spéecifique et plus

puissante.

Les lymphocytes B sont activés lorsqu’ils rencontrent I’Ag spécifique de leur Ig de surface.

Suite a cette activation, le complexe BCR/Ag est internalisé, I’Ag sera ensuite associé aux
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molécules de CMH de classe Il puis presenté aux lymphocytes T. Parallelement, ils sont

capables de se différencier en plasmocytes pour produire des Ac anti-tumoraux 17’

Les lymphocytes NKT sont activés au contact des CPA. Les lymphocytes NKT activés
interviennent dans la réponse antitumorale via deux mécanismes. D’une part, ils sécrétent de
I’IFN-y et de I’IL-4 et vont donc aider a I’activation des autres cellules du systéme immunitaire.
D’autre part, certains lymphocytes NKT expriment les molécules TRAIL et FasL, et vont donc

avoir une action cytotoxique directe sur les cellules tumorales 176

La fonction principale des lymphocytes T CD4 dans la réponse anti-tumorale est la sécrétion
de cytokines telles que I’IL-2, ’IFN-y et le TNF-a 178, Certaines cytokines, comme le TNF-a,
ou I’IFN-y, ciblent directement les cellules cancéreuses, par induction d’apoptose ou effet anti-
prolifératif respectivement 172 17°. Cela dit, les lymphocytes T CD4 aussi appelés T helpers,
vont surtout aider a I’activation des cellules cytotoxiques et des lymphocytes B via notamment
le CD40L 80, Cette interaction est aussi impliquée dans la maturation des lymphocytes B en
plasmocytes 1. De plus, I’IL-2 et I'IFN-y sont des signaux de co-stimulation impliqués dans
la différenciation et I’activation des cellules NK et des CTLs.

Les lymphocytes T CD8 nécessitent pour étre activés, d’étre stimulés par des CPA telles que
les macrophages, les DC et les lymphocytes B qui leurs présentent les Ag associés au CMH de
classe 1 170180 Une fois activés les T CD8 expriment TRAIL, produisent de I’TFNy et des
granules lytiques contenant de la perforine et du granzyme B et ont donc un effet cytolytique

direct sur les cellules tumorales 17°.

La réponse immunitaire anti-tumorale est donc un mécanisme complexe impliquant les cellules

de ’immunité innée et acquise et peut étre résumée par la Figure 24.
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Figure 24: Représentation schématique de la réponse immunitaire anti-tumorale (extrait de 6?).
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11.B Immunoédition

Malgré les efforts déployés par le systéme immunitaire pour contrer le développement
tumoral, I’incidence des cancers n’est pas nulle. Ce simple fait sous-entend que les cellules
tumorales, soumises a la pression de sélection du systeme immunitaire, développent des

capacités d’échappement qui leurs permettent de survivre et de proliférer malgré cette pression.

11.B.1 Concept théorique

Le concept d’ immunoédition a été formulé au cours de la derniére décennie par Screiber.
Il explique comment le systeme immunitaire fagconne la tumeur en étant tour a tour pro et anti-
tumoral 182 183 155 Selon cette théorie, la tumeur résulte d’une interaction complexe entre
cellules immunitaires et cellules tumorales. En effet, les altérations des cellules tumorales

proviennent non seulement d’elles méme mais aussi des stimuli du microenvironnement.

Cette théorie a été confirmée par des expériences menées chez la souris et résumée dans la
Figure 25. L’expérience, simple et brillante a la fois, consistait a induire chez des souris
immunocompétentes ou immunoincompétentes des tumeurs via un traitement par des
carcinogenes. Quand ces tumeurs furent cliniquement détectables, les souris furent sacrifiées et
les tumeurs prélevées pour étre ré-injectées dans des souris immunocompétentes. Le résultat
fut saisissant : les tumeurs provenant de souris immunocompétentes induisaient des tumeurs
chez 100 % des souris « réceptrices » tandis que les tumeurs provenant de souris
immunoincompétentes ne se développaient que dans 50 % des cas. Grace a ces expériences, ces
auteurs ont pu montrer que chez les souris immunocompétentes le systéme immunitaire en
induisant une pression de sélection avait faconné la tumeur qui était devenue « résistante » au
systéeme immunitaire tandis que chez les souris immunoincompétentes cette pression n’existant
pas, les cellules tumorales n’eurent pas besoin de muter pour y échapper. Ainsi, lorsque ces
deux types de tumeurs furent mises en contact avec un systeme immunitaire « compétent », les
premiéres, dites immunoéditées et progressives, y étant déja habituées y échappérent
facilement. Les secondes subirent de plein fouet la réponse anti-tumorale, certaines y

échapperent et furent alors appelées non immunoéditées et progressives, d’autres non et furent
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alors appelées non immunoéditées et non progressives. Cette théorie explique qu’il y ait d’un

cOté 100 % de prise de greffe tandis que de 1’autre on en observe seulement 50 % %% 1%,

Figure 25: Les tumeurs provenant de souris immunocompétentes sont qualitativement différentes des tumeurs

provenant de souris immunodéprimées (extrait de ).

11.B.2 Les grandes phases de I’immunoédition des tumeurs

L’immunoédition peut étre séparée en trois phases selon la nature des éléments qui s’y
déroulent, le moment ou ils surviennent et les Ag présents a la surface des cellules tumorales
155184 Ces phases sont résumées dans la Figure 26. La premiére se produit lorsque le systéme
immunitaire rencontre des cellules transformées potentiellement tumorales et conduit soit a
I’¢limination de ces cellules soit a une phase d’équilibre. Durant cette phase d’équilibre, la
tumeur est soumise a la pression de sélection du systéme immunitaire, elle commence a acquérir
des mécanismes d’échappement et devient de plus en plus hétérogéne ou au contraire se fait
éliminer par le systéme immunitaire. A ce stade, la tumeur est encore infraclinique mais pas a
pas la tumeur prend le dessus sur le systétme immunitaire pour finalement aboutir a
I’'immunoéchappement. Durant cette derniére phase, on observe une forte croissance tumorale
jusqu’a ce qu’elle devienne cliniquement détectable. De plus, la tumeur devient de plus en plus
hétérogéne et corrompt activement les cellules du systeme immunitaire censées les combattre

en les retournant pour son propre compte.
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Figure 26: Représentation schématique de I'immunoédition des tumeurs (extrait de 84).

L’étude de ces trois phases nous permet de tirer plusieurs conclusions. i) L’élimination
des cellules transformées ou tumorales est la regle générale et le développement tumoral est
I’exception. En effet, comme nous 1’avons vu précédemment, au vu du nombre de divisions
cellulaires ayant lieu par jour et du nombre d’erreurs potentielles dans la réplication, si ce
systéeme n’était pas efficace 1’incidence des cancers serait énorme. ii1) Lors de la phase

d’équilibre, le systeme immunitaire selectionne involontairement les clones les plus malins et
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les plus aptes a I’éviter. iii) Lors de la derniére phase, quand le diagnostic de cancer est posg, la
situation est souvent désastreuse. D une part, la tumeur est trés hétérogene donc la possibilité
qu’il y ait d’ores et déja des clones potentiellement résistants aux traitements est forte. D’autre
part, le microenvironnement tumoral est clairement pro-tumoral en délivrant des signaux pro-
survie aux cellules cancéreuses et en les protégeant physiquement des attaques du systéeme
immunitaire et des traitements. iv) Méme durant la phase d’échappement, il peut parfois arriver
que le systeme immunitaire éradique la tumeur provoquant ainsi des cas de rémission

spontanée.
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I1.C Les acteurs du microenvironnement tumoral et leurs impacts

pronostiques

Comme nous ’avons vu précédemment, le microenvironnement tumoral est un milieu

complexe dont les principaux acteurs sont présentés dans la Figure 27.

Figure 27: Les acteurs du microenvironnement tumoral (extrait de 1%).

Au cours de ce manuscrit nous détaillerons le r6le des lymphocytes T CD8, des cellules NK et
des DC matures généralement considérés comme des acteurs anti-tumoraux. Ensuite, nous nous
intéresserons aux acteurs généralement considérés comme pro-tumoraux, a savoir les cellules
suppressives de la moelle (MDSC) et les lymphocytes T régulateurs (Treg). Nous étudierons
tous ces acteurs par le biais de leurs impacts pronostiques, des mécanismes développés par les
tumeurs pour échapper aux acteurs de la réponse anti-tumorale et promouvoir les acteurs pro-
tumoraux. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM), acteurs pro-tumoraux clés seront

détaillés dans le chapitre I11. Les macrophages associés aux tumeurs.
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I1.C.1 Les acteurs généralement considérés comme anti-tumoraux et les

meécanismes d’échappement

11.C.1.1 Les lymphocytes T CD8

11.C.1.1.1 Impact pronostique

Les lymphocytes T sont des acteurs clés de I’'immunité anti-tumorale, comme nous
I’avons vu dans le paragraphe 11.A.2.3 Les acteurs de I’immunité adaptative. Que ce soit par la
sécretion de multiples facteurs solubles ou par contact direct, ces cellules sont capables

d’induire une mort directe des cellules tumorales.

Les lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TIL) ont un impact pronostique dans de nombreuses
tumeurs. Ainsi, une infiltration tumorale par ces TIL est associée a un meilleur pronostic dans
le mélanome 8% 187 e cancer de 1’cesophage 188, de 1’ovaire '® ou le cancer colorectal **°. La
premiere association entre pronostic et TIL a été observée dans le mélanome, ou les auteurs de
ces études ont rapporté que les patients avec de forts niveaux de lymphocytes T CD8 infiltrant
les tumeurs survivaient mieux que ceux ayant une faible infiltration 8¢ 187 Cet effet anti-
tumoral de ces lymphocytes T CD8 a depuis été expliqué par la production d’Ag
mélanospécifiques par la tumeur °1, De méme, dans une étude sur des cancers ovariens, la
présence de TIL est associée avec le pronostic. En effet, chez les patients présentant un nombre
élevé de TIL, plus de 38 % survivaient plus de cing ans tandis que chez les patients avec peu
de TIL la survie a cing ans n’était que de 4.5 % . Enfin, dans les cancers du poumon ou du
cblon, le type et la densité lymphocytaire infiltrant la tumeur sont des facteurs pronostiques plus
puissants que les classifications anatomopathologiques pour prédire I’évolution des patients 19

193 Depuis ces études, dans ces cancers, la détermination des TIL est entrée dans la

caractérisation pronostique anatomopathologique.

11.C.1.1.2 Mécanismes d’échappement

Les cellules cancéreuses sont capables de mettre en place de multiples stratégies afin

d’échapper aux lymphocytes T %1% (Figure 28). On peut ainsi retrouver des altérations dans
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la présentation de 1’ Ag aux lymphocytes T avec I’absence d’expression des molécules du CMH
de classe | due a la mutation du géne de la £2m **7. De plus, les cellules tumorales ou les cellules
stromales sécretent des facteurs immunosuppressifs et/ou des facteurs pro-apoptotiques tels que
le TGF-B qui inhibe I’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T %. Un
autre mécanisme d’échappement passe par 1’activation de voies de signalisations inhibitrices
des lymphocytes T telles que celles de CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocytes associated protein
4) et PD-1 (Programmed Cell Death 1)!% 1% Enfin, les cellules tumorales peuvent faire
proliférer, recruter et activer des populations régulatrices qui inhibent les réponses anti-
tumorales comme les lymphocytes T régulateurs 2% 201, Aux stades avancés du cancer,
I’ensemble de ces mécanismes peut coopérer et ainsi contrer I’effet anti-tumoral des

lymphocytes T.
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Figure 28: Stratégies immunosuppressives exploitées par les cellules tumorales pour échapper aux réponses

immunitaires T (extrait de 2°2).
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11.C.1.2 Les cellules Natural Killer

Mises en évidence en 1975 par leur réactivité contre des cellules tumorales sans
sensibilisation préalable, les cellules NK sont des lymphocytes larges et granuleux. Elles tirent

leur nom de leurs capacités a détruire un grand nombre de cellules tumorales in vitro 2%,

11.C.1.2.1 Impact pronostique

Les cellules NK sont des acteurs clés dans I’immunosurveillance anti-tumorale. Ainsi,
chez la souris, la déplétion de cette population via un Ac spécifique provoque une sensibilité

accrue au développement de tumeurs spontanées ou induites par des agents carcinogeénes 2%,

Chez I’homme, plusieurs études anatomopathologiques ont montré que I’infiltration tumorale
par les cellules NK peut étre variable dans les cancers colorectaux, les métastases pulmonaires
de cancer rénal, les cancers du poumon a petites cellules et dans les tumeurs stromales
gastriques 227, De plus, dans le mélanome, I’infiltration tumorale par des cellules NK est
associée a une meilleure survie des patients 2%, A 1’opposé, des études de « microarrays » ont
montré que dans cette méme pathologie les cellules NK infiltraient peu les tumeurs 2%°. Enfin,
les cellules NK ne seraient pas en contact avec les cellules tumorales mais cantonnées dans le
stroma 21% 211 et seraient anergiques 2°% 2'2, Ces études ont montré que malgré la pertinence de
I’infiltration des cellules NK dans les tumeurs, leur efficacité reste limitée dans le contrdle de

la progression tumorale.

I1.C.1.2.2 Mécanismes d’échappement

L’exposition chronique des tumeurs aux cellules NK favorise la sélection ou I’induction
de clones tumoraux avec une expression altérée des ligands inhibiteurs et activateurs des
cellules NK résumée dans la Figure 29. Ainsi, in vitro, il a été montré que des cellules issues
de mélanome mises en contact avec des cellules NK augmentaient leur expression de molécules
du CMH de classe | canoniques et non canoniques et devenaient ainsi résistantes aux cellules
NK 213, De plus, in vivo, les cellules de mélanome en contact avec des cellules NK infiltrant ont

une expression des molécules de CMH de classe | plus élevée '3, Enfin, chez la souris,
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I’expression du ligand du récepteur activateur NKp46 (Natural Cytotoxicity Triggering
Receptor 1) peut étre modulée a la surface des tumeurs. En effet, dans un modéle de souris
NKp46 déficientes, les tumeurs induites au méthylcholanthrene présentent une plus forte
expression des ligands de cette molécule que celle observée chez des souris non déficientes 214,
Ces résultats indiquent que sous la pression de sélection des cellules NK, les cellules tumorales

se modifient en diminuant I’expression de ces ligands.

Les acteurs pro-tumoraux du microenvironnement tumoral favorisent eux aussi I’échappement
des cellules tumorales aux cellules NK par deux mécanismes principaux : la suppression des
fonctions effectrices des cellules NK et la sélection de clones tumoraux peu immunogénes 184,
Ainsi, ces cellules tumorales peuvent produire du TGF-B qui inhibe I’expression de NKp30
(Natural killer cell p30-related protein) et NKG2D (Killer cell lectin-like receptor subfamily K,
member 1), deux récepteurs cruciaux pour la reconnaissance et la destruction de la cellule
tumorale 2%, De plus, elles peuvent sécréter de ’IL-4 qui réduit les capacités lytiques des
cellules NK ainsi que leur production cytokinique et leurs capacités a interagir avec les DC 218,

Figure 29: Mécanismes de I'évasion tumorale lors d'une attaque par les cellules NK (extrait de 7).

81



INTRODUCTION
Le microenvironnement tumoral

11.C.1.3 Les cellules dendritiques matures

Les DC régulent I’activité des cellules T et des cellules NK, et forment un lien entre
I’immunité innée et adaptative dans la réponse anti-tumorale #'8, Les DC constituent une
population hétérogeéne, a la fois pro et anti-tumorale. En effet, les cellules matures CD141",

218

étant tres efficaces pour délivrer des signaux de co-stimulation <*°, sont donc anti-tumorales

tandis que les immatures, les plasmacytoides et les DC migratoires semblent favoriser la

tolérance tumorale en partie & cause de leur faible capacité a délivrer ces mémes signaux 29220,

11.C.1.3.1 Impact pronostique

Vu leur réle dual, I’'impact pronostique des DC dans Dinfiltration tumorale est
hétérogéne dans les publications étudiant I’ensemble de toutes les sous-populations de DC.
Ainsi, I’infiltration tumorale par I’ensemble de cette population n’est pas associée avec les
parameétres clinico-pathologiques tels que 1’évolution de la maladie dans les carcinomes de

I’cesophage et du poumon 221222,

Cet impact est plus clair lorsque 1’on dichotomise les DC en fonction de leurs stades de
maturation. Ainsi, une forte infiltration tumorale par des DC matures ou activées est
généralement corrélée a une amélioration de 1’évolution clinique dans les lymphomes B diffus
223 les cancers de 1’cesophage 224, du sein 22° ou les mélanomes 2%, De plus, il est intéressant de
noter que dans le cancer de I’cesophage et dans le mélanome, cette forte infiltration par les DC
est aussi corrélée a une forte infiltration par les lymphocytes T ce qui augmente encore la
réponse anti-tumorale 22422 A I’opposé, une forte infiltration par des DC plasmacytoides dans

le cancer du sein ou le mélanome est associée & un mauvais pronostic 227-22°,

A contrario, il a été rapporté dans certaines études qu’une forte infiltration par ces cellules
pouvait étre associée a une augmentation de la survie globale dans les carcinomes du
nasopharynx et dans les cancers du poumon non a petites cellules 2% 231, De méme, dans des
cohortes de cancers du sein ou de carcinomes gastriques, de fortes infiltrations en DC matures
ont été associées & un mauvais pronostic 22”232 ces observations contredisant la théorie selon

laquelle ces cellules seraient anti-tumorales.
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Le role des DC dans la réponse anti ou pro-tumorale est donc complexe et difficilement

¢valuable aujourd’hui car on manque de marqueurs discriminants pour les sous-populations.

11.C.1.3.2 Mécanismes d’échappement

Les stratégies d’échappement tumoral au DC peuvent étre séparées en trois grandes
classes. La premiere est de diminuer la présence de DC compétentes, la seconde d’accumuler
des DC immatures et la derniére d’accumuler des DC tolérantes vis-a-vis de la tumeur. Ces

stratégies sont partiellement résumées dans la Figure 30.

Figure 30: Corruption des DC par les cellules tumorales (extrait de 33).

On observe dans les carcinomes épidermoiques de la téte et du cou, a des stades précoces, une
diminution de moitié du nombre de DC comparé a des donneurs sains tandis qu’aux stades
tardifs ce taux est diminué d’un facteur quatre dans le sang périphérique 2. Dans une autre
étude, il a eté montré que la diminution concernait plus particulierement les DC myéloides et
non les plasmoides plus immuno-tolérantes 2°. De plus, dans une étude regroupant des patients
atteints de cancers du sein, de la prostate et de glioblastomes, on observait une diminution de

DC myéloides circulantes avec une accumulation concomitante de DC immatures 2*°. La
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conséquence fonctionnelle de cette diminution des DC présentant les Ag est une diminution de

la stimulation de I’immunité acquise et donc une réponse anti-tumorale moins efficace.

Dans la majorité des cancers, on retrouve des DC immatures. Par exemple, dans les carcinomes
rénaux, on retrouve un faible taux de DC présentant elles-mémes de faibles niveaux
d’expression des molécules de co-stimulation telles que CD80 et CD86 2*”. Des observations
similaires ont été réalisées pour les DC isolées de métastases de melanome et de carcinome
basocellulaire 23240, De plus, ces DC infiltrantes sont incapables d’exprimer ces molécules de
co-simulation suite a des stimuli délivrés in vitro par le TNF-a ou le GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) 4. Ces résultats indiquent que cette absence
d’expression n’est pas seulement due a un défaut d’activation mais aussi a un défaut dans leur
différenciation. Enfin, ce défaut de différenciation serait la cause de 1’augmentation du nombre
de DC immatures dans le sang périphérique des patients atteints de cancers du sein, du poumon,
de I’cesophage et de carcinomes épidermoiques de la téte et du cou 234243, En favorisant non pas
une réponse anti-tumorale mais une tolérance T, ces cellules immatures provoquent ainsi une
tolérance du systeme immunitaire vis-a-vis de la tumeur. Ainsi, les DC issues de prélévements

de cancer du colon et de mélanome n’induisent pas de prolifération T mais leur anergie 23824,

En parallele, on retrouve dans les tumeurs une sous-population de DC capables de supprimer
les lymphocytes T et d’induire ’accumulation de lymphocytes T régulateurs. La majorité de
cette population est formée de DC plasmacytoides 244, Par exemple, dans le cancer ovarien, on
retrouve une accumulation de ces cellules attirées par CXCL12 2. De plus, chez la souris, au
sein des ganglions drainant la tumeur, on retrouve des DC plasmacytoides qui favoriseraient la
mort cellulaire T et interféreraient avec 1’expansion clonale T suite a la présentation de I’Ag

par les CPA qu’elles soient immunosuppressives ou non 4,

11.C.2 Les acteurs généralement considérés comme pro-tumoraux

11.C.2.1 Les cellules suppressives de la moelle

Les MDSC sont un groupe hétérogene de diverses populations d’origine myéloide
capables de supprimer la réponse immunitaire innée et acquise, de promouvoir 1’angiogénése
tumorale et de favoriser les métastases 247249 0 (Figure 31). En effet, elles peuvent supprimer

la prolifération et les fonctions effectrices T dans différents cancers 22, De plus, des MDSC
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issues d’hépatocarcinomes sont capables d’inhiber la cytotoxicité et la secrétion cytokinique
des cellules NK autologues 2°. Enfin, elles augmentent la prolifération des Treg, autres acteurs

pro-tumoraux 2.

Figure 31: Effets pro-tumoraux des MDSC (extrait de 257).

Elles comprennent les progéniteurs de cellules myéloides, les macrophages immatures,
les granulocytes et les cellules dendritiques 24" %7, Elles ont de nombreux marqueurs
phénotypiques communs (CD11b, CD33 et CD124) et sont classiquement divisées en deux
populations: les MDSC granulocytiques et les MDSC myeéloides, ceci grace a I’expression de
marqueurs de surface tel que le récepteur au VEGF 1 (VEGFR1) et un faible niveau
d’expression du CD16 2,

11.C.2.1.1 Impact pronostique

Les niveaux de MDSC circulantes sont altérés dans de nombreux cancers et sont souvent
corrélés avec I’évolution de la maladie 24" 258261 par exemple, un faible niveau de MDSC
circulantes constitue un facteur de bon pronostic chez les patients atteints de lymphomes B
diffus & grandes cellules avec un réle prééminent de la sous-population monocytique 22, Des
observations similaires ont été faites dans les cancers du sein et les carcinomes épidermoiques
de la téte et du cou 2% 2% De plus, dans les cancers gastriques, un fort niveau de MDSC
granulocytiques est le seul facteur pronostique associé avec I’évolution de la maladie 2%°. A

’opposé dans une tres faible cohorte de trois patients, un faible taux de MDSC circulantes a été
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reporté chez des patients atteints de neuroblastomes 2%, Au sein de la tumeur elle-méme,
I’infiltration par les MDSC est pronostique, par exemple dans les cancers ovariens, une forte
infiltration est corrélée a une survie globale et une survie sans progression diminuées 2%°. De
méme, il existe une relation entre les MDSC et les récurrences des cancers, ainsi qu’entre
MDSC et la présence de métastases. Ainsi dans les cancers du poumons non a petites cellules
producteurs de GM-CSF, un fort taux est associé avec plus de récurrences et une plus forte
proportion de métastases 25’

11.C.2.1.2 Mécanismes d’accumulation dans les cancers

Actuellement, les mécanismes par lesquels les MDSC s’accumulent dans les cancers
restent peu clairs au vu de leur diversité. L’hypothése communément admise est que les cellules
tumorales sécréteraient des cytokines et des facteurs chémoattractants afin d’attirer les MDSC.
Ainsi, le GM-CSF attire des MDSC macrophagiques ou CD34*, comme le montre la corrélation
entre le taux de MDSC et le taux de GM-GSF dans les carcinomes épidermoiques de la téte et

du cou 268

et I’augmentation du taux de MDSC sanguins dans les mélanomes apres des
injections de GM-CSF 2%°. Tout n’est pas aussi simple car 1’accumulation des MDSC
granulocytiques ne semble pas dépendante du GM-CSF dans les carcinomes épidermoiques de
la téte et du cou 2’°. De méme, le VEGF semble attirer les MDSC CD34* ou les MDSC
granulocytiques comme le montre la corrélation existante entre VEGF et MDSC CD34" dans
les carcinomes épidermoiques de la téte et du cou 2%, ou la corrélation entre VEGF et MDSC
granulocytiques dans les carcinomes hépatocellulaires 272, Les taux d’I1L-10 ou d’IL13 ont aussi
été associés a des MDSC macrophagiques dans 1’hépatocarcinome. 2’2, Un fort taux d’IL-8 est

associé a une augmentation du taux de MDSC macrophagiques dans le mélanome 2,

Cette liste non exhaustive révele des mécanismes de recrutement trés hétérogénes (Figure 32)
qui semblent tumeurs-dépendants. De plus, un facteur soluble recrute seulement une ou
plusieurs sous-populations de MDSC. Le recrutement de 1’ensemble de ces cellules étant
probablement réalisé par un cocktail complexe de cytokines et de facteurs chémoattractants

dont la composition exacte n’est pas claire.
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Figure 32: Mécanismes de recrutement des MDSC au sein des tumeurs (extrait de ).

11.C.2.2 Les lymphocytes T régulateurs

Les Treg sont une sous-population de lymphocytes T CDA4. lls représentent environ 5 a
10 % des lymphocytes T CD4, expriment constitutivement le CD25 et inhibent la réponse T in
vivo 2% _ IIs présentent un phénotype particulier avec notamment I’expression de Foxp3
(forkhead box P3), de GITR (glucocorticoid-induced TNF factor) et CTLA-4. Leurs actions
inhibitrices passent aussi bien par la destruction des lymphocytes T que par une suppression de

I’activation et de la prolifération des T CDS8 232" via la production d’IL-10 et de TGF-B.

11.C.2.2.1 Impact pronostique

Les premiers resultats concernant 1I’impact pronostique des Treg furent obtenus chez la
souris. En effet, la déplétion des cellules CD4* CD25" provoque une réponse T anti-tumorale
276278 Cet effet anti-tumoral est principalement médié par les lymphocytes T CD8 mais les

lymphocytes T CD4 et les cellules NK seraient aussi impliqués.

Chez ’Homme, une augmentation des Treg (en nombre absolu ou en proportion) a été
révélée dans de nombreux cancers 222 Ainsi dans les cancers gastro-intestinaux, la

proportion de Treg a méme été corrélée au pronostic de la maladie 22,
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De méme, le niveau d’infiltration tumoral par des Treg semble avoir un impact pronostique.
Une forte infiltration de Treg au sein de la tumeur chez des patientes atteintes de cancer du sein
est ainsi associée a une évolution défavorable de la maladie 2% 28°, Dans les cancers gastriques,
il semble que ce soit plus la localisation des Treg que leur nombre qui soit un facteur
pronostique 2%¢. Cependant, dans les gliomes, les glioblastomes et les mélanomes, le nombre de
Treg infiltrants n’est pas relié a I’évolution clinique de la maladie 272%° A 1’opposé,
I’infiltration par des Treg est un facteur de bon pronostic dans des cancers de la téte et du cou,

dans de multiples lymphomes et dans des cancers colorectaux 2%0-2%,

L’explication de ces résultats surprenants peut étre que dans les cas de forte infiltration par les
Treg on retrouve le plus souvent aussi une forte infiltration par des lymphocytes T CD8 connus
pour étre anti-tumoraux. Ainsi, il semblerait que des scores combinant a la fois les Treg et les

T CD8 seraient de meilleurs facteurs pronostiques que ces deux facteurs pris séparément.

11.C.2.2.2 Mécanismes d’accumulation dans les tumeurs

Les mécanismes d’accumulation des Treg sont encore aujourd’hui mal compris. Ils
passent principalement par deux voies : un recrutement des Treg du sang périphérique et une
conversion des T effecteurs. En effet, les cellules tumorales et leur microenvironnement créent
un gradient cytokinique attirant les Treg au sein de la tumeur. Par exemple, dans les cancers
ovariens les Treg migrent selon un gradient de CLL22 produit aussi bien par les cellules
tumorales que par les TAM 2%, De plus, les cellules tumorales peuvent produire du TGF-B qui

peut convertir des lymphocytes T effecteurs en Treg 2%,

Cependant, le trafic et la localisation des Treg semblent aussi dépendre du stade tumoral. Dans
les stades tres précoces de la maladie, les Treg seraient situés dans les ganglions lymphatiques
drainants tandis qu’a des stades plus avancés ils seraient dans le microenvironnement 202,
L’explication proviendrait du fait qu’a des stades précoces les Treg empécheraient 1’activation
des T naifs tandis qu’aux stades tardifs ils inhiberaient la fonction des T effecteurs au sein de

la tumeur 201,
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11.D Le microenvironnement tumoral dans la leucémie lymphoide chronique

Le microenvironnement tumoral dans la LLC est retrouvé au sein des organes
lymphoides secondaires et de la moelle osseuse. Il se compose notamment de cellules T, de
cellules NK, de MDSC, de cellules folliculaires dendritiques (FDC), de cellules endothéliales,
de neutrophiles et des NLC qui entourent, protegent et favorisent la prolifération des cellules
leucémiques résidentes (Figure 33). L’influence de toutes ces populations sur les clones
leucémiques et sur la LLC sera décrite ci-dessous, a I’exception des NLC qui font 1’objet d’un
chapitre a part (111.C Les « nurses-like cells » : les macrophages associés aux tumeurs de la

leucémie lymphoide chronique).

Figure 33: Les acteurs du microenvironnement tumoral dans la leucémie lympoide chronique. A. Au sein de la
moelle osseuse. B. Au sein du ganglion lymphatique. (extrait de 2%)

11.D.1 Les lymphocytes T dans la leucémie lymphoide chronique

Comme nous I’avons vu précédemment, dans la majorité des cancers, le role des
lymphocytes T est plutot anti-tumoral. Cependant dans la LLC, ces effets anti-tumoraux sont

contestés et leur réle dans la réponse pro-tumorale de plus en plus décrit.

Cliniquement on observe une hyperlymphocytose T, particulierement T CD8, avec un
déséquilibre dans le ratio CD4/CD8 2%, Néanmoins, ces lymphocytes T présentent de profonds
défauts fonctionnels ce qui limite leurs capacités anti-tumorales 2%, 1ls présentent ainsi un état

d’activation chronique avec une surexpression de CD68, de HLA-DR et de CD57 et une
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diminution d’expression de CD28 et de CD62L 2%, Cette activation chronique conduit ainsi a
un épuisement de ces lymphocytes T caractérisé par une augmentation des marqueurs
d’épuisement tels que CD244, CD160 et PD1 avec une expansion de la population
PD1"BLIMP1H'2%, De plus, on observe des expansions oliclonales T chez des populations T
avec un phénotype CD57" activé. Leurs capacités cytolytiques sont elles aussi diminuées avec
un défaut d’incorporation du granzyme au sein des vésicules et une dégranulation non polarisée
(Figure 34). PD-1 et CTLA-4, qui sont surexprimés sur les lymphocytes T de patients,
participent aussi au défaut d’activation qui peut étre levé par les immunothérapies anti PD-L1
et anti CTLA-4 2% 300 Enfin, les cellules leucémiques présentent a leur surface moins de
récepteurs de mort et un défaut d’apoptose intrinséque ce qui provoque une diminution des

effets cytotoxiques des lymphocytes T 01,

L’analyse transcriptomique permet d’apporter aussi des explications sur les défauts
fonctionnels des lymphocytes T. En comparant des cellules T issues de patients atteints de LLC
a celles de donneurs sains, Gorglin et al ont montré que les lymphocytes T issus de patients
présentent une dérégulation de 1’expression des génes impliqués dans la formation du
cytosquelette. 11 est intéressant de noter que ce profil d’expression génique peut étre acquis par
des lymphocytes T issus de donneurs sains mis en contact avec des cellules leucémiques ce qui
indique que ce sont ces dernieres qui induisent ce changement et non pas un état préexistant des
lymphocytes T chez le patient 3°2. Ces altérations transcriptomiques induisent ainsi un défaut
fonctionnel de la polymérisation de I’actine conduisant a une synapse immunologique
déficiente avec les CPA 3%, Ce méme défaut de polymérisation de ’actine limite aussi les
capacités migratoires intégrines dépendantes des lymphocytes T, avec une activation altérée
des RhoGTPases 304,

L’ensemble des caractéristiques des lymphocytes T chez le patient atteint de LLC montre
clairement pourquoi ils ne peuvent délivrer la réponse anti-tumorale qu’ils mettent en place
dans la majorité des cancers. Cependant, il est possible de restaurer la synapse et les effets
cytotoxiques des lymphocytes T par un traitement au Iénalidomide (Revelimid ®), un agent

immunomodulateur 304 305,

Dans la LLC, les lymphocytes T peuvent aussi avoir des effets pro-tumoraux. Ainsi, ils peuvent
stimuler la croissance des cellules leucémiques en produisant du TNF-a. 3%, De méme, dans les
ganglions lymphatiques, au sein des centres de prolifération, une proportion significative de
lymphocytes T CD4" exprime CD154 (CD40L) qui en se liant aux cellules leucémiques
exprimant CD40, favorisent ainsi la survie et la prolifération de ces derniéres 3% (Figure 34).
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Suite a cette fixation les cellules leucémiques produisent a leur tour du CCL3 et du CCL4 qui
permettent le recrutement d’autres cellules du microenvironnement tels que les monocytes
précurseurs des NLC 37, Cette survie peut aussi étre favorisée par la production de cytokines

pro-inflammatoires telles que 1’TL-4 3%,

Figure 34: Interaction entre cellules leucémiques et cellules T (extrait de 3%°).

Néanmoins et malgré tous leurs défauts fonctionnels, un fort taux de lymphocytes T par rapport
a la lymphocytose leucémique est associé a des facteurs de bon pronostic tels que des statuts
Rai faibles et un statut IgHV muté 2°®. De plus, ce fort taux est associé a un allongement de la
durée avant traitement. Il faut cependant noter que ce n’est pas le nombre absolu de
lymphocytes T qui est pronostique mais bien le ratio T/lymphocytose leucémique et qu’il

n’existe a ce jour aucune association entre lymphocytose T, relative ou non, et la survie globale
310

Si I’on s’intéresse plus précisément aux populations T CD4 ou T CD8, on observe que les
nombres relatifs des lymphocytes T CD4 ou T CD8 ont été identifies comme étant des
marqueurs indépendants pour la survie globale lors d’analyses multivariées. En effet, les
patients avec des taux relatifs de T CD8 et de T CD4 (fixés respectivement a 0,074 et a 0,1)
élevés sont associés a des facteurs de bon pronostic tels que des stades Rai faibles et des taux

de B2m faibles. De plus, en utilisant ces « cutt offs », Gonzalez-Rodriguez et al. ont montré que
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les patients avec des taux relatifs élevés avaient une meilleure survie globale a 5 et a 10 ans
(Table 8). Finalement, en combinant le taux relatif de T CD8 et I’expression du CD38, ils ont
mis en évidence trois populations aux pronostics distincts : (i) les patients avec un faible taux
relatif de CD8 et une expression du CD38 forment le groupe de plus mauvais pronostic, (ii) les
patients avec un fort taux relatif de CDS et pas d’expression du CD38 représente le groupe de
meilleur pronostic et (iii) les patients ne pouvant étre classés dans les deux groupes précédents

forment le dernier groupe de pronostic intermédiaire.

Table 8: Survie globale a 5 et 10 ans en fonction du taux de lymphocytes T CD4 et T CD8 31°,

Ainsi, malgré un role pro-tumoral indéniable, les lymphocytes T, qu’ils soient CD4" ou CD8",
dans la LLC sont aussi anti-tumoraux comme le prouvent leurs influences sur la survie globale

des patients.

11.D.1.1 Les sous-populations particulieres de lymphocytes T dans la leucémie lymphoide

chronique

Les lymphocytes Tyd de patients atteints de LLC montrent, par rapport aux lymphocytes
Tyd de donneurs sains des capacités cytolytiques réduites 31,
Concernant les Treg, plusieurs équipes ont montré que leur nombre absolu était augmenté chez
les patients atteints de LLC par rapport a des donneurs sains 312316, De plus, des taux plus élevés
sont retrouvés dans les stades avancés de la maladie tels que les stades Rai 111 et IV 37, Ces
résultats permettent de supposer que dans la LLC, ces Treg apportent une action
immunosuppressive supplémentaire contre la réponse anti-tumorale. Ainsi, un taux élevé de
Treg est associé a une durée avant traitement diminuée 318 31°, Enfin, ce facteur pronostique est
indépendant pour la durée avant traitement 31 31° mais n’a pas été décrit comme ayant une

influence sur la survie globale.
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11.D.2 Les cellules Natural Killer dans la leucémie lymphoide chronique

Les cellules NK présentent un défaut fonctionnel dans la LLC dont la résultante est leur
capacité réduite a induire la lyse de lignées de cellules leucémiques associée a une perte de leurs

granules cytolytiques 32

, Cette capacité lytique étant supérieure chez les patients présentant une
MBL 2%, Leur activité peut néanmoins étre restaurée par I'1L-2 322, Les mécanismes par lesquels
les cellules leucémiques inhibent les cellules NK ne sont actuellement pas décrits mais
impliqueraient des facteurs solubles 32> 324, Les cellules leucémiques peuvent aussi inhiber les
cellules NK par contact direct. En effet, en exprimant HLA-G a leurs membranes et en le
relargant sous forme soluble dans le sérum, les clones leucémiques induisent 1’apoptose et/ou
un défaut d’activité cytolytique des cellules NK 3%, De méme, ’expression a la surface des
cellules leucémiques des ligands de 4-1BB 325, ou la diminution de ’expression de NKp30 327
328 ou de NKG2D %2 | induisent un défaut de reconnaissance par les cellules NK ce qui favorise
leur échappement. Enfin, les cellules NK issues de patients atteints de LLC présentent, tout
comme les lymphocytes T, un défaut de polymérisation de ’actine et un défaut de formation de
la synapse immunologique 3°.

Néanmoins, malgré leurs défauts fonctionnels, les cellules NK ont un impact
pronostique dans la LLC. 45 % des patients nouvellement diagnostiqués présentent une
hyperlymphocytose NK 2% tandis qu’en 2010 une équipe a observé cette hyperlymphocytose
NK chez 62 % des patients 3°. En rationnalisant cette lymphocytose NK par rapport a la
lymphocytose des cellules leucémiques, les auteurs de ces publications ont observé qu’une
hyperlymphocytose NK relative était associée a des facteurs de bon pronostic tels que des
statuts Rai faibles, une concentration en 2m faible et un statut IgHV muté. De plus, ce fort
taux est associé a un allongement de la durée avant traitement. 1l faut cependant noter que ce
n’est pas le nombre absolu de lymphocytes NK qui est pronostique mais bien le ratio
NK/lymphocytose leucémique et qu’il n’existe a ce jour aucune association entre lymphocytose
NK, relative ou non, et la survie globale 3°,

Ainsi, et ce malgré de nombreuses stratégies d’échappement mises en place par le clone
leucémique, le rdle anti-tumoral des cellules NK dans la LLC est prouvé grace notamment a

leur influence sur la survie globale des patients.
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11.D.3 Cellules suppressives de la moelle dans la leucémie lymphoide chronique

Les MDSC, dans la LLC, tout comme dans la plupart des cancers, ont un role pro-

tumoral méme si a ce jour il n’existe aucune étude sur leur impact pronostique dans la LLC.

Elles sont communément retrouvées dans la moelle osseuse mais aussi au sein du ganglion
lymphatique ol elles délivrent au clone leucémique des signaux de migration et de survie 2%,
Via un gradient de CXCL-12 qu’elles produisent, les MDSC attirent les cellules leucémiques
qui expriment le récepteur correspondant, CXCR4, par un phénomeéne de pseudo-empéripoiese
331, 332 )

Les signaux de survie, quant a eux, sont délivrés par la fixation de VLA-4 (very late antigen 4)
a VCAM-1 présents respectivement sur le clone leucémique et la MDSC 3% 32 (Figure 35).
Suite a cette fixation, on observe au sein de la cellule leucémique une surexpression de MCL-
1334 une protéine anti-apoptotique, et de TCL1 3*° et une diminution de I’expression de CXCR4
3% L’importance de ces interactions est telle que 1’expression de VLA-4 sur les cellules
leucémiques a un impact pronostique in vivo 37, De plus, le contact avec les MDSC induit une
surexpression de marqueurs d’agressivité de la LLC sur le clone leucémique tels que ZAP70 et
CD38 3% et une diminution de I’expression a sa surface du CD20, ce qui pourrait diminuer
Iefficacité des thérapies anti-CD20 telles que le rituximab 3%,

Cette fixation permet aussi I’activation des MDSC par les cellules leucémiques via I’induction
de la PKCP2 (protein kinase C beta II) et I’activation de la voie de signalisation NF-KB 3%,
Enfin, les cellules leucémiques produisent des microvésicules enrichies en molécules de

signalisation activées qui activent la voie de signalisation AKT dans les MDSC 3% (Figure 35).

Figure 35: Le cross talk entre cellules leucémiques et MDSC (extrait de 34).

94



INTRODUCTION
Le microenvironnement tumoral

11.D.4 Les cellules folliculaires dendritiques dans la leucémie lymphoide chronique

Les FDC sont essentielles pour le homing et la rétention des cellules leucémiques dans
les tissus résidents 342, En effet, il existe un dialogue réciproque entre cellules leucémiques et
FDC, essentiel pour que le clone leucémique se positionne dans le centre de prolifération et
permette ainsi la progression de la LLC 3%. Au niveau moléculaire, ce dialogue implique le
couple CXCR5/CXCL13 et le couple lymphotoxine aff (LTaf) et son récepteur lymphotoxine
B (LTBR) **=.

De plus, in vitro, les FDC favorisent ainsi la résistance a 1’apoptose spontanée des cellules
leucémiques par contact cellulaire direct impliquant la fixation de CD44. Suite a cette fixation,
on observe au sein du clone une surexpression de MCL1 344, Ce mécanisme de survie contact

dépendant impliquerait aussi le couple CD100/Plexin B1 34,
A ce jour, il n’existe aucune étude sur I’impact pronostique des FDC dans la LLC.

Au vu des travaux cités ci-dessus, les FDC sont donc clairement des acteurs pro-tumoraux dans
laLLC.

11.D.5 Les cellules endothéliales dans la leucémie lymphoide chronique

Les cellules endothéliales, elles aussi, sont essentielles pour le homing et la rétention
des cellules leucémiques dans les tissus résidents 342, L.’adhésion des cellules leucémiques sur
les cellules endothéliales favorise la survie et la résistance aux agents chimiothérapeutiques
des clones leucémiques 346350, Au niveau moléculaire, ces mécanismes pro-survie mettent en
jeu la fixation des intégrines B1 et B2 **°, et de BAFF et d’APRIL 3/, présents a la surface des
cellules leucémiques. La fixation de I’endothéline 1 (ET-1) sur le récepteur a I’endothéline de
type A (ETAR) , présent respectivement sur le clone leucémique et la cellule endothéliale,
favorise elle aussi la survie des clones et leur résistance aux chimiothérapies, cet effet pouvant
étre inhibé par le blocage de ETAR 3,

L’ensemble des effets des cellules endothéliales sur le clone leucémique en font donc des
acteurs pro-tumoraux dans cette pathologie.
A ce jour, il n’existe aucune étude sur 1I’impact pronostique des cellules endothéliales dans la

LLC.
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11.D.6 Les neutrophiles dans la leucémie lymphoide chronique

Le role des neutrophiles dans la LLC a été mis en évidence dans une étude décrivant les
mécanismes nécessaires a la transition entre inflammation dans un contexte auto-immun, et
lymphoprolifération maligne. Dans ce travail, Sangaletti et al. ont montré que dans un contexte
inflammatoire chronique chez la souris, la mutation du géne de 1’ostéonectine provoque
notamment une désorganisation structurelle et un grossissement des organes lymphoides
secondaires d(i en partie a une lymphoprolifération CD19"CD5"CD43". Cette désorganisation
spatiale permet des interactions entre neutrophiles et lymphocytes B CD5" qui favorisent la
survie, et la prolifération NF-KB dépendante de ces derniers. Au niveau moléculaire, ces effets
pro-survie et prolifératifs sont permis notamment par BAFF, I’IL-21 et des ligands des TLR.
Or dans la LLC, le géne de l’ostéonectine est trés souvent muté et 1’on observe une
désorganisation spatiale des ganglions lymphatiques donc par analogie le réle pro-tumoral des

neutrophiles dans cette pathologie est donc plus que probable 2.,

11.D.7 Un microenvironnement tumoral largement pro-tumoral

Comme nous 1’avons vu dans ce chapitre, le microenvironnement de la LLC est tres
majoritairement pro-tumoral. Il est intéressant de noter que les interactions entre les cellules
leucémiques et le microenvironnement tumoral ressemblent beaucoup a celles observées entre
lymphocytes B normaux et microenvironnement normal. La survie et la prolifération des clones
malins sont ainsi permises par ce microenvironnement tumoral via des Ag, des cytokines et des

interactions cellulaires directes tandis que les réponses anti-tumorales sont inhibées (Figure 36).

96



INTRODUCTION
Le microenvironnement tumoral

Figure 36: Composants cellulaires et moléculaires du microenvironnement tumoral dans la leucémie lymphoide
chronique (extrait de 34?).
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I11. Les macrophages associés aux tumeurs

Pour comprendre les TAM, il est nécessaire de s’intéresser tout d’abord aux

macrophages.

I11.A Les macrophages de type | et de type Il

Les macrophages (littéralement les gros mangeurs du grec makros « gros » et phagein
« mangeur ») sont des cellules myéloides retrouvées dans les tissus et proviennent de la
différenciation des monocytes circulants aprés leur extravasation 32, Acteurs de 1’immunité
innée, les macrophages exercent leur activité phagocytique en captant des particules opsonisées
ou non telles que des débris cellulaires ou des bactéries, qu’ils endocytent puis dégradent. De
plus, les macrophages sont des CPA et sont donc capables de présenter les Ag aux acteurs de

’immunité adaptative 2.

Classiquement, les macrophages sont divisés en deux grandes catégories suivant leurs
effets pro ou anti-inflammatoires définissant respectivement les macrophages de type 1 (M1)
et les macrophages de type 2 (M2). Cette différenciation n’est pas définitive, un M1 pouvant se

différencier en M2 et inversement suivant les stimuli qu’il regoit.

Les M1 sont pro-inflammatoires et ont une trés forte activité antimicrobienne et anti-tumorale.
La différenciation des monocytes en M1 est classiquement induite par I’'INF-y, les LPS
(lipopolysaccharides) ou les agonistes des TLR 353, IIs sont caractérisés par un fort niveau de
production de TNF-a et de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’TL-6, I'TL-12 et I’TL-23 3%
(Figure 37). Ce sont également de trés bons CPA, car ils expriment de forts niveaux de
molécules du CMH de classe | ou de classe I, et des molécules de co-stimulation telles que
CD80 et CD86 3. IIs promeuvent ainsi les réponses T et sont physiologiquement retrouvés

dans les phases d’inflammation.

A T’opposé, les M2 ou macrophages activés alternativement, sont caractérisés par une forte

capacité phagocytique, un fort niveau d’expression de protéines « scavengers » et par la
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production de fortes quantités de prostaglandines, de TGF-f et de cytokines anti-inflammatoires
telles que I’IL-10 *** (Figure 37). Physiologiquement, ils sont retrouvés dans les phases de

résolution de I’inflammation. Les TAM sont classiqguement associés a la sous-classe M2d des
M2 355, 356

Figure 37: Phénotype des macrophages suivant leurs états de polarisation (extrait de %4).
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I11.B Les macrophages et les tumeurs

111.B.1 Définition des macrophages associés aux tumeurs

Les TAM sont des macrophages retrouvés au sein du microenvironnement tumoral.
Cette large définition comprend aussi bien des M1 anti-tumoraux que des M2 pro-tumoraux.
De plus, il a été montré que le « switch » entre M1 et M2 au sein du microenvironnement est
associé a la progression cancéreuse %7, Ainsi, si durant la phase d’équilibre ou d’élimination,
les M1 contribuent a 1’activation T et a la réponse anti-tumorale, ils adopteront un phénotype
M2 et faciliteront la progression tumorale aux stades plus tardifs °°. Actuellement, environ 80
% des études montrent que les TAM ont un effet pro-tumoral et seulement 10 % démontrent un

effet anti-tumoral 360,

111.B.2 Recrutement et différenciation

Les TAM dérivent de précurseurs monocytiques Ccirculants et non pas d’une

prolifération macrophagique au sein de la tumeur chez I’homme 3¢,

111.B.2.1 Le recrutement des monocytes

Le recrutement des monocytes au sein des tumeurs est régulé principalement par des
cytokines, des chémokines et des facteurs de croissance produits par les cellules tumorales et
les cellules du microenvironnement (Figure 38) 361 %2 En effet, les tumeurs sécrétent de
maniére constitutive des chémokines inflammatoires 33, la plus fréquente étant probablement
CCL2. Elle est retrouvée aussi bien dans des sarcomes, des gliomes, des mélanomes, des

854,381 au point qu’elle fut appelée le facteur

cancers pulmonaires, du sein, ou de 1’ovaire
chémoattractant des tumeurs. Ainsi, sa neutralisation par un Ac anti-CLL2 réduit
significativement la croissance tumorale chez la souris . De nombreuses autres chémokines
sont aussi produites afin d’attirer ces monocytes. Ainsi, I’IL-4 et I’IL-13 rendent les monocytes

extrémement sensibles a des attractants tels que CXCL8 et CXCL1 *%. En plus des facteurs
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précédemment cités, le CSF-1 (colony stimulating factor 1) et PDGF (platelet-derived growth

factor) qui sont des facteurs de croissance, participent aussi a ce recrutement, 366-368,

Certaines molécules de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que leurs fragments
protéolytiques permettent aussi le recrutement des monocytes. Ainsi, les fragments générés
suite au clivage de I’élastine par MMP9 (matrix metalloprotéinase) et MMP12 ou des fragments
dénaturés de collagéne de type | peuvent attirer des monocytes *¢°. Enfin, le VEGF-A (vascular
endothelial growth factor A) produit lors de situations hypoxiques au sein de la tumeur, est
aussi un attractant des monocytes. En effet, on retrouve au sein des zones hypoxiques un grand
nombre de TAM 37°,

Figure 38: Mécanismes de recrutement des monocytes au sein des tumeurs (extrait de %%).

111.B.2.2 Différenciation

La différenciation des monocytes mobilisés en TAM est un mécanisme complexe et
encore mal élucidé. La encore, I’environnement cytokinique produit par les cellules tumorales
et leur microenvironnement semble capital (Figure 39). Ainsi, CCL2 en plus de son role
d’attractant, permet la polarisation des monocytes recrutés en M2 3% 372 1°IL-6, souvent
rapportée comme étant présente dans les fluides tumoraux et sécrétée par les cellules tumorales,
provoque quant a elle, la différenciation in vitro de monocytes en TAM 373376 CSF-1, lui aussi,
permet cette différenciation in vitro 3”7, Les COX-2 (cyclooxygenase 2) via leur production de
PGE-2 (prostaglandin E2) induisent également cette différenciation 37> 38, De plus, dans le

cancer du poumon, lorsque les COX-2 sont surexprimées on retrouve une production accrue
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d’IL-6 °7°. 1’IL-10 produite notamment par les cellules tumorales promeut elle aussi la
différenciation en TAM. HSP-27 (heat shock protein 27), produite et relarguée par de
nombreuses cellules tumorales 3%, induit une différenciation de ces monocytes en macrophages

immunotolérants et pro-angiogéniques 8.

Figure 39: Mécanismes de différenciation des monocytes en TAM au sein des tumeurs (extrait de 3%2).

En conclusion, les médiateurs inflammatoires attirent au sein de la tumeur des
monocytes et provoquent leur différenciation en TAM. La plupart de ces facteurs peuvent étre

produits par les TAM différenciés eux-mémes, suggérant un rétrocontréle positif.

111.B.3 Phénotype

Bien que leurs phénotypes soient étroitement liés aux signaux de différenciation qu’ils
recoivent, la majorité des TAM sont proches des M2 3. Actuellement, il n’existe ni de
marqueur unique permettant leur caractérisation ni de liste exhaustive de tous leurs marqueurs.
Ainsi, comme toutes les cellules myéloides, ils expriment le CD14, le CD11b, et comme les
M2 ils expriment des faibles taux de CD64, de molécules du CMH de classe | et Il et des
molécules de co-stimulation telles que CD80, CD86. Dans de nombreuses publications, les
TAM sont assimilés aux cellules CD68* 343 pien que le CD68 puisse étre exprimé par des
cellules non myéloides 7. De plus, il a été montré que des cellules CD68" n’étaient pas
positives pour le CSF-1R (récepteur au CSF-1) ou le CD45, deux autres marqueurs utilisés en
combinaison pour la caractérisation des TAM. Le CD163 et le CD204, deux récepteurs

scavengers, ainsi que le CD206 un récepteur au mannose, sont aussi utilisés pour mettre en
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évidence les TAM %82 avec une spécificité qui semble plus forte que le CD68 dans le cancer du
sein, de I’ovaire et du pancréas %83, Les TAM peuvent également étre caractérisés par leur
production de cytokines telles que le TGF-B, le VEGF ou I’TL-10 342,

Aujourd’hui, il est communément admis que pour caractériser efficacement les TAM au
sein de coupes histologiques, un co-marquage est nécessaire. CD68 et CD163 sont les plus

couramment utilisés pour caractériser les TAM.

Figure 40: Exemple de phénotype de TAM (extrait de 3°%).

111.B.3.1 Le CD163

Le géne codant pour le CD163 est situé sur le chromosome 12 en p13 codant pour une
protéine de 35kDa transmembranaire appartenant a la superfamille des récepteurs
« scavengers » 3%2, Lors de la traduction, un épissage alternatif peut conduire a deux variants de
la protéine qui different seulement par la longueur de leur queue N-terminale cytoplasmique

sur laquelle se trouvent des sites de phosphorylation putatifs 3%,

Son expression est limitée aux cellules du lignage monocytaire/myéloide chez ’Homme 3%,

Physiologiquement, il est exprimé sur les cellules de Kupffer, sur les macrophages de la pulpe
rouge dans la rate, sur les macrophages corticaux dans le thymus, sur les macrophages matures

résidents de la moelle osseuse et sur les macrophages méningés dans le tissu nerveux central
393

Le CD163 est impliqué dans de multiples processus tels que la clairance de I’hémoglobine, la
régulation de I’érythropoiése. Il a de plus un role potentiel dans les fonctions anti-

inflammatoires et enfin il peut agir comme récepteur pour des bactéries.

-Lors d’une hémolyse intra-vasculaire, 1’hémoglobine (Hb) est relarguée lors de la lyse

érythrocytaire et se dissocie en deux dimeres of. Ces dimeéres sont ensuite captés par
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I’haptoglobine (Hp), une protéine plasmatique, et forment donc un complexe Hb-Hp. Le CD163
se fixe alors sur I’Hp complexée a I’Hb ce qui provoque I’endocytose du complexe par les
macrophages et la production d’IL-10 394, Dans les vésicules d’endocytose précoce, le CD163
est récupéré pour étre recyclé a la membrane plasmatique tandis que le complexe Hb-Hp sera
dégradé libérant ainsi le fer et du monoxyde de carbone (CO) qui ont aussi des propriétés anti-

inflammatoires 3%,

-Lors de I’érythropoicse, les macrophages sont en contact intime avec les érythroblastes dans
la niche hématopoiétique. Le CD163 interagit dans ce cas avec ces cellules et favorise alors leur

survie et leur prolifération 3%,

-Le réle potentiel du CD163 dans les processus anti-inflammatoires repose sur de multiples
évidences. Premiérement, les macrophages exprimant fortement le CD163 constituent la
population macrophagique prédominante lors des phases de résolution de I’inflammation 3%.
Deuxieémement, I’expression du CD163 a la surface de ces cellules est fortement induite par des
médiateurs anti-inflammatoires tels que les corticoides, I'TL-6 et ’TL-10 3%, De plus, lors de la
dégradation du complexe Hb-Hp, on observe une libération de métabolites de 1’héme comme
la biliverdine, la bilirubine et le CO qui ont des rdles anti-inflammatoires 3%°. Enfin, la fixation
d’un Ac agoniste sur le CD163 induit une production cytokinique pro et anti-inflammatoire par
les macrophages avec une production d’IL-1p et de TNF-a d’un c6té et d’IL-6 et de NO de

’autre 4°°,

-Le CD163 est aussi décrit comme un récepteur aux bactéries. Suite a cette fixation, on observe
une production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a ce qui contribue donc a

I’initiation de la réponse inflammatoire 4%,

Enfin, il existe une forme soluble du CD163 appelée sCD163 qui provient de la dégradation du
CD163 membranaire par des métalloprotéinases “°2. Sa fonction est inconnue a ce jour, bien
qu’il semble qu’il ait des fonctions anti-inflammatoires et que son niveau soit un reflet du pool
total du CD163 membranaire. Il est intéressant de noter que cette concentration est augmentée
dans les maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide et la spondylarthrite

ankylosante 49344 caractérisées par un déséquilibre entre effecteurs pro et anti-inflammatoires.

111.B.4 Fonctions
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111.B.4.1 Immunosuppression

Il existe de nombreux mécanismes d’immunosuppression médiés par les TAM qui
inhibent les réponses anti-tumorales et favorisent les réponses pro-tumorales comme détaillé
dans la Figure 41. Tout d’abord, les TAM, étant trés proches des M2, sont de tres mauvais CPA
donc n’activent pas la réponse anti-tumorale. Via I’expression de molécules de CMH I non
classiques telles que HLA-E et HLA-G, ils inhibent I’activation des cellules NK 4% qui en retour

inhibent ’activation des lymphocytes T CD8 dans les ganglions sentinelles .

Ensuite, les TAM expriment les ligands des récepteurs inhibiteurs de PD-1 et CTLA-4 présents
sur les lymphocytes B et T. Ainsi, I’expression de PD-L1 (programm cell death ligand 1) est
induite a la surface des TAM, par CSF-1, I’IL-4 INF-y ou encore I’hypoxie %" 4%, La fixation
de ces ligands sur leurs récepteurs respectifs induit une inhibition directe de la signalisation liée
a I’activation du TCR et du BCR et donc une absence de réponse anti-tumorale B et T.

Les TAM sécrétent aussi de nombreuses cytokines, chémokines et enzymes (I’IL-10, TGF-f et
PGE-2) qui inhibent les réponses T CD4 et CD8 %419 De plus, ils induisent la différenciation
des T en Treg et le recrutement des Treg en produisant de 1’IL-10, du TGF-B *!* et du CCL22
#12 dans le cancer ovarien ou via CCL20 dans le cancer colorectal 42,

Enfin, en métabolisant la L-arginine du microenvironnement tumoral, via la sécrétion

d’arginase 1, ils inhibent encore une fois la réponse anti-tumorale T #4,
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Figure 41 : Mécanismes d’immunosubversion médiés par les TAM (extrait de 4%°).

111.B.4.2 Réle pro-angiogénique

La néovascularisation des tumeurs dépend en partie de ’infiltration macrophagique !¢

418 Ainsi, au cours d’expériences de déplétion des macrophages grace a des liposomes
contenant du clodronate chez la souris, on observe une réduction de I’angiogenese dans les
tumeurs 41°.

Les TAM sécrétent en effet de nombreux facteurs pro-angiogéniques tels que le bFGF (basic
fibroblast growth factor), 1’'uPA (urokinase-type plasminogen activator), I’ADM
(adrénomedulline). Par exemple, I’ADM augmente la prolifération des cellules endothéliales et
la formation vasculaire en stimulant I’oxyde nitrique synthase 42°.

Les TAM retrouvés dans les zones hypoxiques sont aussi capables de sécréter du VEGF-A via
une activation de HIF-1a %2423, Au sein de ces zones, ils secrétent des enzymes protéolytiques
telles que MMP-1 424 et MMP-7 4% ce qui favorise ’angiogenése en libérant le VEGF séquestré

dans la MEC.
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111.B.4.3 Role dans I’invasion et la dissémination tumorale

Il existe au sein des TAM une sous-population, appelée Tie2* TAM (tyrosine kinase
with immunoglobulin and EGF homology domains) qui est capable de réguler I’intravasation
des cellules tumorales au sein de la circulation 425, Ces TAM sont alignés sur la face externe
des vaisseaux sanguins ou Tie2 se lie a son récepteur ANG2 (Angiopoeitine 2) exprimé par les
cellules endothéliales #?”. En fait, la cellule tumorale secréte du CSF-1 et les TAM de I’'EGF
(epidermal growth factor), ce qui provoque un déplacement de ces deux types cellulaires le long
des fibres de collagéne jusqu’aux vaisseaux “?8, Les macrophages sont alors capables de former
une bréche dans la paroi vasculaire permettant a la cellule tumorale de passer au sein de la
circulation ce qui augmente ainsi le nombre de cellules tumorales circulantes et les risques
métastatiques (Figure 42). Ainsi la déplétion des TAM induit une diminution du nombre de ces
cellules circulantes et une diminution des métastases %5, Preuve supplémentaire, chez la femme
une structure histologique particuliere, le TMEM (tumor microenvironment for metastasis),
composée de macrophages, de cellules endothéliales et de cellules cancéreuses, est prédictive

du potentiel métastatique dans le cancer du sein 4%,
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Figure 42: Les TAM contribuent au potentiel invasif des cellules tumorales (extrait de 4%5).

Les TAM produisent aussi des molécules telles que I’ostéonectine, le TGF-B ou de la cathepsine
impliquées dans le phénotype invasif des cellules tumorales. En produisant de 1’ostéonectine
ou du TGF-B, ils favorisent la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales 4%
431 La cathepsine permet, quant a elle, la dégradation de la MEC et le relargage des facteurs de

croissance solubles qui y étaient séquestrés 432 43 et donc favorise la croissance tumorale.

111.B.5 Impact pronostique

Il existe de multiples études associant I’infiltration tumorale par des TAM et I’évolution
de la maladie. Une partie de ces études est présentée dans la Table 9. Il faut néanmoins
differencier trois types d’études : celles réalisées avec un marqueur pan macrophagique tel que
le CD68 et celles réalisées avec des marqueurs plus specifiques des TAM comme le CD163 ou
le CD204 et enfin celles présentant I’impact pronostique des macrophages de type I dans les

cancers. A ce jour, il n’existe pas de référentiel précis pour la mise en évidence des TAM dans
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des coupes histologiques, les études étant contradictoires, chacune definit son seuil de positivite

et choisit son marqueur.

111.B.5.1 Impact pronostique des TAM

Number of
Cancer type patients Markers Link to course disease
analyzed
CD68 ;
265 No link 434,
; CD163
Hodgkins - ;
High CD68+ macrophages or high MMP-11
lymphoma CD68 . . )
130 and 166 expression correlates with poor disease
MMP11 . .
specific survival 43,
CD163 High CD68+ macrophages or high CD68+
101 CD68 CD163+ macrophages correlated with poor
Diffuse large B- HLA-DR overall survival 43,
cell ymphoma CD163 .
High CD68+ CD163+ macrophages
61 CD68 ) .
Lymph correlated with poor overall survival 437,
HLA-DR
node
CD163+ or CD68+ macrophages predict
CD68 outcome in follicular lymphoma but their
180+335 . o
CD163 prognostic impacts is highly dependent on
treatment received 4%,
Follicular CD31
Lymphoma CD68 Elevated CD163+ macrophages correlate
59 LYVE-1 and are in close proximity with angiogenic
Podoplanin, sprouts in poor prognosis follicular
CD11c lymphoma 439,
CD163
CCL2 Tumor cell produced CCL2 correlates to
17 CD68 macrophages count and advanced disease
IL-8 stage
High macrophages count at tumor front
478 CD68 ) ) .
associates with better prognosis
CD68
Intratumoral TAM correlate with invasion,
colorectal 118 MMP-2 :
Colon LN status and staging
cancer MMP-9
CD68 Significant better survival for patient with
40 S100 high DC count and trend for high CD163
CD163 count.
CD68 High peritumoral CD68 better prognosis;
159 CD206 low intratumoral M1/M2 ratio more
CD3 recurrent disease
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CD68
CD163
CD14
CDla
) ) CD20 ) )
gastro intestinal 47 (19 $100 Presence of M2 is correlated with FoxP3
stroma tumor metastatic) positive infiltrate
HLA-DR
Intestinal CD3
tract CcD8
FoxP3
CD33
hypoxia
CD68 .
_ Hypoxia and more macrophages correlates
gastric cancer 105 CD34 ; .
with shorter survival
VEGF
MMP2 +9
CD68 . ) ) )
Patients with long survival have higher
100 HLA-DR
number of M1 type macrophages
CD163
High IL-10 positive macrophages in
CD68 g _ p phag
50 (4l advanced disease and therefore correlated
to poor prognosis
non squamous CD68
Lung
cells lung cancer CD163 ) )
More macrophages in tumor islets correlate
40 VEGF ] )
with better prognosis
TNFa
iINOS
Higher CXCR-2, CXCR-3 and CCL-1
CXCR-1,2,3 o . .
20 expression in patients with extended
CCL-1 ;
survival
CD68 . .
. High macrophages number in non-
Mesothelio pleural CD163 o . ) .
) 52 epithelial tumors is associated with bad
ma mesothelioma CD206 .
prognosis
CD124
CD68 High number of proliferating macrophages
110 + 106 g P g phag
anti-PCNA associated with decreased survival
Breast breast cancer CD68 . ) )
High CD163 correlates with more distant
127 CD163
disease recurrence
MAC387
CD68
. epithelial 40 (21 CD163
Ovarian and . . o
. ovarian serous, 19 CD204 High M2 correlates with disease stage
Peritoneum . .
carcinoma mucinous) CSF-1
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- CD163 . o
endometrioid In paired LN metastatic lesion same
) 64 CD31 )
carcinoma pattern for CD163 and CD31 is found
Uterus HIF-1A
endometrioid - MMP-12 Higher MMP-12 and macrophages in
adeno cancer CD68 advanced disease
SKi stage 1/2 227 blood CD68 High CD163 in tumor front or stroma
in
melanoma 190 tumors CD163 correlates with poor survival
CD68 Less macrophages is associated with
Eye eye melanoma 43 :
CD163 better survival
. . CD68
intra-hepatic ) .
] ] CD163 High CD163+ correlates to poor disease
cholangiocarcin 39 )
CD34 free survival
oma
FoxP3
CD68
. . CD163 More CD163+CD204+ macrophages and
Brain glioma 79 . ;
CD204 high M-CSF in advanced stages
M-CSF
pancreatic head CD68 ) o ) )
] ) High M2 infiltration associated with LN
Pancreas cancer invasive 76 CD163 )
metastasis
ductal cancer CD204
76
. . gynecologic CD68 In non-gynecologic tumors, high CD163+
Soft tissues | leiomyosarcoma . .
and 73 non- CD163 number correlate with poor prognosis
gynaecologic
. angioimmunobla ]
Peripheral ] CD68 CD163/CD68 ratio correlates to overall
stic T cell 42 )
Lymphoma CD163 survival
lymphoma

Table 9: Relation entre TAM et pronostic dans différents cancers (adapté de 7).

II est intéressant de noter que le CD163, en plus d’étre un bon marqueur de TAM, peut étre
retrouvé sous forme soluble (voir 111.B.3.1 Le CD163). Ce sCD163 (soluble CD163) est méme

corrélé aux stades pathologiques dans le lymphome de Hodgkin #4°. D’autres études doivent

étre menées afin de définir si ce facteur soluble est ou non un facteur pronostique dans d’autres

cancers tels que la LLC.

111.B.5.2 Impact pronostique des macrophages de type |

I1 existe peu de travaux se focalisant sur I’impact pronostique des M1 en cancérologie

ou en hématologie. Une étude a montré que dans les cancers colorectaux, une forte infiltration
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par des cellules CD14" et CD40" est de bon pronostic et constitue un marqueur indépendant

dans I’évolution de la maladie **.

A ce jour, différentes ¢tudes tentent d’évaluer I’impact pronostique et prédictif des M1 et des
M2 dans des cancers du poumon (NCT00690261), dans des lymphomes folliculaires
(NCT00896922) ou dans des tumeurs de Wilm’s (NCT01493817). Malheureusement, les

résultats de ces études restent inconnus, la plus récente ayant été mise a jour en 2011.

111.B.6 Influence des macrophages associés aux tumeurs sur les traitements

111.B.6.1 Chimiothérapie

Les TAM peuvent moduler 1’effet des chimiothérapies en augmentant ou au contraire

en diminuant leur efficacité.

Le doxetaxel, un taxane, provoque ainsi une déplétion des TAM immunosuppressifs et
une activation ainsi qu’une expansion des TAM M1 favorisant la réponse T anti-tumorale dans
des tumeurs de sein greffées chez la souris #42. La trabectédine, elle aussi, dépléte les monocytes
et les TAM aussi bien chez la souris que chez les patients atteints de sarcome des tissus mous

levant ainsi I’inhibition des effets pro-tumoraux qu’ils avaient 442 443,

A l’opposé, les TAM peuvent limiter I’action de ces agents. Ainsi, lorsque 1’on dépléte les TAM
par un Ac anti CSF-1, on augmente 1’efficacité¢ du cyclophosphamide, du méthotrexate et du 5
fluorouracile dans des xénogreffes de tumeurs mammaires “*4. La chimiothérapie peut aussi
augmenter le recrutement et la différenciation des monocytes en TAM limitant par 1a méme
leur efficacité. Ainsi, le paclitaxel, provoque une augmentation de sécrétion de CSF-1 au sein
du microenvironnement tumoral, provoquant ainsi une augmentation de la différenciation des
monocytes en TAM #4544 De plus, ces TAM sécrétent alors des facteurs chémoprotectifs tels
que les cathepsines B et S qui protégent les cellules tumorales contre le paclitaxel. Enfin, les
TAM peuvent protéger les cellules souches initiatrices du cancer contre des chimiothérapies.
En effet dans le cancer du célon, elles relarguent du MFG-E8 (milk fat globule-epidermal

growth factor 8 protein) qui protége ces cellules souches du cisplatine 7.
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En conclusion, les chimiothérapies induisent des effets trés différents vis-a-vis des TAM
dépendants a la fois de la tumeur et de la drogue utilisée, bien que dans la majorité des cas ces

effets semblent plutdt aller contre ’efficacité des chimiothérapies.

111.B.6.2 Radiothérapie

Les TAM diminuent aussi I’efficacité de la radiothérapie. La premiére découverte de ce
réle des TAM fut une corrélation entre un fort nombre de TAM et une mauvaise réponse a
I’irradiation chez la souris **® . Depuis, de nouvelles preuves ont été apportées. Ainsi, le
traitement par un inhibiteur de CSF-1 augmente ’efficacité de la radiothérapie dans le cancer
de la prostate *4°. La radiothérapie peut aussi augmenter le recrutement des cellules myéloides,
dans des modéles de greffes orthotopiques de glioblastomes “°. Enfin, les TAM peuvent
augmenter la rechute tumorale. Ainsi, la déplétion des cellules myéloides diminue la croissance
des tumeurs suite a une irradiation dans un modele de greffe de tumeurs de la téte et du cou

chez la souris immunodéprimée 2.

Ces résultats suggerent que les TAM retrouvés dans les zones irradiées pourraient aider a la
reconstruction du microenvironnement tumoral, comme les M2 aident & la réparation tissulaire

dans les cas d’infarctus du myocarde, et favoriseraient ainsi la rechute post-irradiation 42,

111.B.6.3 Thérapies ciblées

Comme avec les chimiothérapies, les TAM peuvent moduler I’efficacité des thérapies
ciblées. Ainsi, au vu de leur role dans 1’angiogéneése, leur déplétion via le clodrolip ou un
inhibiteur de CSF-1R augmente 1’effet des thérapies anti-angiogéniques telles que les Ac anti
VEGF ou VEGF2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2) dans des modeles de tumeurs

greffées chez la souris %3 454,

Les TAM expriment a leur surface le récepteur au fragment Fc des Ig et sont donc capables de
médier des réactions d’ADCP (phagocytose dépendante des anticorps) ou d’ADCC. Ainsi,
I’action du trastuzumab, un Ac monoclonal anti HER-2, passe aussi par une activation de la
cytotoxicitée des macrophages et augmente la capacité de ces cellules a présenter les Ag aux

lymphocytes T 4% 4% De méme, dans des xénogreffes de cellules issues de lymphomes,
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I’ADCP médiée par les macrophages participe a la réponse anti-tumorale " 458 3 tel point
qu’un fort nombre de TAM est synonyme de meilleur pronostic chez les patients atteints de
lymphome folliculaire °. A I’opposé, I’engagement de ces récepteurs sur les TAM lors de
thérapies a base de cétuximab, un Ac anti-EGFR (epidermal growth factor receptor), peut

augmenter les fonctions immunosuppressives, pro-angiogéniques et pro-tumorales des TAM

460, 461

La encore, les TAM ont un réle dual, intimement lié¢ a leur phénotype a la fois M1 et M2, et

pouvent selon les thérapies, agir comme des agents pro ou anti-tumoraux.
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I11.C Les « nurses-like cells » : les macrophages associés aux tumeurs de la

leucémie lymphoide chronique

Pour comprendre les NLC, il est tout d’abord nécessaire de comprendre une
caractéristique importante des cellules leucémiques. Comme nous 1’avons vu précédemment,
les cellules leucémiques sont trés résistantes a I’apoptose in vivo. Paradoxalement, elles meurent
rapidement lorsqu’elles sont cultivées seules in vitro 462 463, Rapidement, I’hypothése selon
laquelle cette mort in vitro ne serait pas due a des caractéristiques intrinséques des cellules
leucémiques mais a une perte des signaux pro-survie délivrés par les cellules du
microenvironnement tumoral a été formulée 64, Ainsi, dés 1989, Lagneaux et son équipe ont
montré que les cellules stromales de moelle osseuse sont capables d’empécher 1’apoptose des
cellules leucémiques in vitro *°. Ce mécanisme, contact dépendant, est spécifique des cellules
leucémiques, la mort des lymphocytes B normaux n’étant pas inhibée par ces cellules stromales.
Depuis, d’autres publications ont décrit que cette apoptose in vitro pouvait étre inhibée par des
fibroblastes surexprimant CD31 et/ou CD40L (CD40 ligand) 348, des cellules endothéliales **,

des lignées de cellules dendritiques ** ou par les NLC (Figure 43) *%.
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Figure 43: Les NLC protegent les cellules leucémiques de I'apoptose in vitro (courbe noire: co-culture de NLC et
de cellules leucémiques, courbe blanche: cellules leucémiques cultivées seules) (extrait de 41).

Les NLC furent caractérisées in vitro en 2000 par 1’équipe de Burger.
Morphologiquement, ce sont soit des cellules larges, rondes et adhérentes ou soit des cellules
ressemblant a des fibroblastes, toutes de caryotype normal (Figure 44). Le nom de « nurse-

like » provient de la similarité que ces cellules partagent avec les « nurses cells » présentes dans
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le thymus qui délivrent des signaux pro-survie aux précurseurs des lymphocytes T lors de leur

différenciation 2.

Figure 44: Morphologie des NLC (extrait de *1).

111.C.1 Profil d’expression génique et phénotype

Phénotypiquement, les NLC présentent tous les marqueurs caractéristiques des TAM.
Elles sont CD14 positives et expriment ainsi fortement le CD68, le CD163 et le CD206 41+ 465-
47 Tout comme les TAM, elles présentent un faible niveau d’expression des molécules de
CMH de classe Il telles que HLA-DRA et CD74 suggérant un défaut de leurs capacités de
présentation de 1’Ag “%® On retrouve aussi une forte transcription du géne FCGR2B (Fc
fragment of IgG, low affinity Ilb, receptor) ce qui indique que les NLC ont un défaut de leur
capacité d’opsonisation “%, De plus, elles présentent de faibles niveaux de transcription de
génes typiques de M1 tels que LYZ codant pour le lysozyme, impliqué dans la dégradation des
bactéries gram positives 68, De plus, le Iénalidomide, agent immunomodulateur, est capable de
transformer les NLC en M1, en restaurant leurs capacités de CPA, de phagocytose, et leur

production cytokinigque pro-inflammatoire 46°.

Les NLC présentent aussi d’autres points communs avec les TAM comme 1’expression de
I’IDO 40, Cette enzyme, impliquée dans le métabolisme du tryptophane, est connue pour
moduler ’activation et la prolifération des lymphocytes T. Les NLC ont aussi un chémokinome
de M2/TAM avec une forte production de TGF-B, d’IL-10 de CCL17 et de CCL22 #5470 Tout
comme les TAM, elles peuvent produire du VEGF 41,

Enfin, la meilleure preuve que les NLC sont les TAM de la LLC est sans doute 1’étude
transcriptomique réalisée par L. Ysebaert. Lors de cette étude, 1’analyse par PCA (principal
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component analysis) comparant des monocytes, des M1, des M2, des TAM et des NLC a en

effet révélé que les NLC avaient un profil transcriptomique de TAM like #% (Figure 45).

Figure 45: Les NLC ont un profil transcriptomique de TAM like (extrait de 6°).

I11.C.2 Origine et différenciation

Les NLC proviennent de la différenciation des cellules CD14* du sang périphérique, en
contact avec des cellules leucémiques ¢ 472, Cliniquement, on retrouve une corrélation entre
la monocytémie chez le patient et la différenciation des cellules CD14" en NLC in vitro 1. De
plus, la différenciation des monocytes en NLC est indépendante de la plupart des parametres
clinico-biologiques de la LLC mis a part la p2m *’1. Une autre publication indiquait que les
monocytes provenant de patients IgHV non mutés se différencieraient moins en NLC in vitro,
mais cette étude n’a pas pris en compte la monocytémie, qui pourrait expliquer ces différences
473 Si les premiéres études montraient que les NLC étaient différenciées aprés quinze jours de
culture avec les cellules leucémiques #* 466472 jl semble aujourd’hui que la différenciation des

monocytes en NLC in vitro se fasse en huit jours 4’2,

Le profil transcriptomique des monocytes de patients LLC étant différent de celui de monocytes
de donneurs sains, notamment au niveau de leurs capacités phagocytiques et pro-
inflammatoires 4™, 1’hypothése selon laquelle les NLC ne proviendraient pas d’une
différenciation active mais d’une prédisposition des monocytes de patients a été posée. En
mettant en contact in vitro des monocytes de donneurs sains avec des cellules leucémiques de
patients, Bhattacharya a montré que ces monocytes « sains » étaient capables de se différencier
en NLC dites hétérologues. Ces NLC hétérologues ont un profil transcriptomique tres proche
des NLC différenciées a partir de monocytes de patients avec une faible expression de HLA-
DR, de lysozyme et une forte expression de FCGR2B %8, De plus, ces NLC hétérologues sont
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aussi capables d’inhiber ’apoptose des cellules leucémiques in vitro 4”°. L’ensemble de ces
résultats prouvent que la différenciation des monocytes en NLC est bien un phénomeéne actif et
non pas une prédisposition des monocytes de patients.

Les mécanismes de différenciation sont quant a eux peu clairs mais deux mécanismes sont
d’ores et déa décrits. Le premier implique I’enzyme NAMPT (nicotinamide
phosphoribosyltransferase) mais pas par son activité enzymatique. Cette enzyme est présente
dans le surnageant de lymphocytes activés et est en fait une adipokine présentant des effets
insuline like #7® 477 Elle est retrouvée en concentration plus importante dans le plasma de
patients que dans celui des donneurs sains. Le NAMPT extracellulaire sécrété par les cellules
leucémiques, active les cellules leucémiques qui produisent, suite a ce stimulus du CCL3
capable d’attirer les monocytes et de provoquer leur différenciation en cellules CD163* et
CD206". De plus, le NAMPT agit directement sur les monocytes par un mécanisme inconnu.
Enfin, le NAMPT induit une production de cytokines anti-inflammatoires par les NLC telles
que I’IL-6, I’IL-10 et CCL-3, ce qui indique que cette enzyme participe au maintien du
phénotype M2 des TAM 457,

Le second mécanisme de différenciation des NLC est dependant de SHMGBL1 (soluble high
mobility group box 1). HGMB1, une alarmine, est une protéine nucléaire tres conservée, qui
peut étre secrétée par les cellules de I’immunité innée ou relarguée passivement par les cellules
lors d’une mort nécrotique *’® 47°, sSHMGB1, tout comme NAMPT, est présente en plus forte
quantité dans le sérum des patients que dans celui des donneurs sains. Le mécanisme d’action
indique qu’au début de la culture in vitro, la mort de certaines cellules leucémiques induit un
relargage de sHMGB1. Cette molécule se lie alors a ses récepteurs TLR9 et RAGE
(receptor for advanced glycation endproducts) sur les monocytes et induit la différenciation en
NLC via une activation de phospho STAT-3 et de NF-KB dans la cellule leucémique.

Aujourd’hui, tous les mécanismes de différenciation décrits pour la différenciation des
monocytes en NLC impliquent des facteurs solubles, or il a été prouvé que cette différenciation
est contact-dépendante “6°. D’autres études sont donc nécessaires pour mettre en évidence les

mécanismes par lesquels le contact permet la différenciation des NLC.
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111.C.2.1 L’impact pronostique des monocytes dans la leucémie lymphoide chronique

Dans la LLC, en dichotomisant les patients suivant leur taux de monocytes, au moment
du diagnostic, supérieur ou inférieur & 0,91 x10° cellules/L , Mazumdar et al ont montré que les
patients présentant un taux élevé de monocytes ont une survie globale et une durée avant
traitement diminuées “% (Figure 46). Cette forte monocytémie est associée avec les facteurs
pronostiques tels que la délétion 11922-23 et 17p13, I’hypermutation somatique d’IgHV et des
stades de Binet B et C. Enfin ce taux, s’il est élevé aprés chimiothérapie, est lui aussi associé a
une diminution de la survie globale. Il est, de plus, considéré comme un facteur pronostique
indépendant dans la LLC. L’influence du taux de monocytes sur la survie globale a aussi été
rapportée par Herishanu et al en séparant dans sa cohorte les patients en trois groupes selon leur
taux de monocytes, le groupe avec le taux le plus élevé (>750/uL) étant celui avec le plus
mauvais pronostic 81, Il est cependant intéressant de noter que le groupe des patients avec le
taux de monocytes le plus faible (<250/uL) a un plus mauvais pronostic que celui avec un taux
intermédiaire. Cette différence inattendue pourrait étre expliquée par le fait que ces patients

présentent plus d’infections que les autres groupes 2.
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Figure 46: Courbes de survie globale en fonction du taux de monocytes sanguins (extrait de “8).
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111.C.3 Fonctions

111.C.3.1 Attraction des cellules leucémiques

Afin de protéger les cellules leucémiques contre 1’apoptose, les NLC commencent par
les attirer vers elles. Pour cela, elles produisent une grande variété de cytokines et de

chémokines qui agissent comme des chémoattractants pour les cellules leucémiques.

La premiére décrite fut CXCL12, une chémokine qui est normalement produite par les cellules
stromales dans la moelle, plus précisement au site de la différenciation B précoce ou elle permet
leur survie et empéche leur sortie précoce 331482 483 Dans la LLC, CXCL12 est notamment
produite par les NLC et les cellules stromales #1332, CXCL12 est ainsi relargué dans le milieu
intercellulaire selon un gradient qui attire ainsi les cellules leucémiques via leur récepteur, le
CXCRA4. Une fois en contact avec les NLC, ces cellules diminuent leur expression de CXCR4
afin de rester en contact avec les NLC “3. Il est intéressant de noter que les cellules leucémiques
ZAP-70" migrent plus en réponse a CXCL12 que les cellules ZAP-70" malgré un méme taux
d’expression de CXCR4 “8, On retrouve ainsi dans les cellules leucémiques une activation plus
longue de la voie de signalisation d’ERK en réponse au CXCL12 chez les cellules ZAP-70" 4%,
Enfin, lors de la chémoattraction des cellules leucémiques via CXCL12, et une fois celles-ci en
contact avec les NLC, on observe sur les clones leucémiques une diminution de la S1IPR1
(sphingosine-1-phosphate receptor 1) et une diminution de leur migration induite par S1P
(sphingosine-1-phosphate) “%. La S1P est un sphingolipide bioactif, contrdlant la sortie
ganglionnaire des lymphocytes 4¢7-488 |_a diminution de son récepteur a la surface des cellules
leucémiques permet a ces derniéres de rester en contact avec les NLC afin de recevoir leurs

signaux pro-survie 488,

Le méme type de mécanisme existe avec d’autres chémokines telles que CXCL13, exprimées
par les NLC, qui attirent les cellules leucémiques via son récepteur CXCR5 “, La encore, il
s’agit d’un détournement d’un phénomene normal, car cette chémokine permet normalement le

recrutement des lymphocytes B dans les follicules 490 492,

Enfin, le couple CX3CRL et son ligand CX3CL1 est impliqué dans un double chémotactisme
492 car ces molécules sont exprimées a la fois par les NLC et les cellules leucémiques. Ainsi,
les cellules leucémiques migrent encore une fois selon le gradient de CX3CLI1 afin d’atteindre
les NLC. De plus, la fixation de son ligand sur CX3CR1 sur le clone malin induit une

surexpression de CXCR4 favorisant encore ce chémotactisme 4%,
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111.C.3.2 Protection contre I’apoptose des cellules leucémiques in vitro

Les NLC protégent les cellules leucémiques de 1’apoptose in vitro, c’est méme ainsi
qu’elles furent caractérisées *'. Cette protection complexe passe a la fois par des facteurs

solubles et des interactions contact-dépendantes.

111.C.3.2.1 Protection via les facteurs solubles

Concernant les facteurs solubles il est possible de différencier les cytokines des autres
facteurs solubles. La premiere cytokine décrite produite par les NLC protégeant les cellules
leucémiques est CXCL12. On observe, suite a la fixation de CXCL12 sur CXCR4, une
activation des voies de signalisation d’ Akt et ERK au sein de la cellule leucémique. L ajout de
CXCL12 dans une culture de cellules leucémiques augmente leur survie, ce mécanisme ne
passant pas par une augmentation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 #** 472, On peut aussi
noter que CXCL13 et CX3CL1, les deux autres cytokines impliquées dans le chémotactisme

des cellules leucémiques n’ont, quant a elles, aucun effet sur la survie de ces cellules 8% 4%2,

Les NLC, tout comme les cellules leucémiques, sont capables de produire de ’'HGF (hepatocyte
growth factor) lorsque les deux types cellulaires sont en co-culture. L’HGF ainsi produit a un
réle dual ; il permet de maintenir le phénotype M2 des NLC et favorise la survie des B
leucémiques car les deux types cellulaires expriment aussi c-Met, le récepteur de ’HGF. Le

clone leucémique favorise ainsi les NLC qui les protégent en retour #7°.

111.C.3.2.2 Protection via des interactions contact-dépendantes

Concernant les mécanismes contact-dépendants, leur influence sur la survie des cellules
leucémiques est plus incertaine. Les NLC, comme les cellules leucémiques, expriment BAFF
(B-cell activating factor) et APRIL (A proliferation-inducing ligand) deux molécules de la
famille du TNF, impliquées dans la survie des lymphocytes B “%3. La fixation de ces molécules
sur leurs récepteurs induit dans la cellule tumorale une surexpression de Mcl-1 via une
activation de la voie canonique de NF-KB et non via les voies ERK et Akt. Malheureusement,
I’expérience consistant a bloquer directement BAFF et APRIL sur les NLC afin de démontrer
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que ces moléecules favorisaient la survie des cellules leucémiques n’a pas été réalisée, ce qui
laisse un doute sur leur réle pro-survie. De plus, I’expression de BAFF et APRIL semble
dépendante de I’ancrage des NLC a la MEC. Ainsi, lorsque que 1’on diminue I’expression de la
galectine 1, une lectine liant le B galactoside, on inhibe I’expression de BAFF et APRIL #%4. On
peut noter qu’il existe un effet additif entre BAFF, APRIL et CXCL12 sur la survie des cellules
leucémiques mais que 1’ensemble de ces facteurs ne suffit pas a expliquer la totalité de 1’effet

pro-survie des NLC # (Figure 47).
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Figure 47: BAFF, APRIL et CXCL12 sont moins efficaces que les NLC pour protéger les cellules leucémiques de
l'apoptose (extrait de 72).

Les NLC exprimeraient un ligand du BCR, bien que cela n’ai jamais été démontré, ce qui
favoriserait la survie des cellules leucémiques. Ainsi, une étude transcriptomique comparant
des cellules leucémiques avant et apres co-culture avec des NLC, montre que les cellules
leucémiques en contact avec les NLC expriment plus CLL3 et CCL4, CCL3 étant un facteur de
mauvais pronostic comme nous le verrons plus loin (111.C.5 Impact pronostique). Ce mécanisme
est dépendant de I’activation du BCR mais, comme les expériences d’induction de la production
de ces cytokines et d’inhibition de I’apoptose n’ont été réalisées qu’en stimulant les cellules
leucémiques par des IgM, la preuve formelle de I’implication des NLC n’existe pas. En effet,
malgre le fait que ces facteurs solubles soient retrouvés en quantité croissante lors de la co-
culture NLC et cellules leucémiques, la preuve directe que les NLC activeraient le BCR des
cellules leucéemiques n’est pas claire. De plus, les genes correspondant aux protéines de la

signalisation du BCR ne sont pas surexprimes dans le transcriptome suite a la co-culture avec

122



INTRODUCTION
Les « nurses-like cells »

les NLC 4%, Néanmoins, CCL3 et CCL4 étant des chémoattractants pour les lymphocytes 4%
497 on peut tout a fait imaginer que les cellules leucémiques en contact avec les NLC
sécréteraient ces facteurs solubles ce qui permettrait une attraction supplémentaire des cellules

leucemiques vers les NLC et favoriserait leur survie par un autre mécanisme.

Les NLC expriment aussi CD31 “%. En interagissant avec son récepteur CD38 présent sur les
cellules leucémiques, il délivrerait ainsi un signal de survie aux cellules leucémiques 120 48,
Actuellement, le réle du couple CD31/CD38 pour inhiber 1’apoptose des cellules leucémiques
fait encore débat, certaines publications ayant montré que ce couple n’avait aucune influence
49 La rencontre de CD31 et de CD38 provoque aussi au sein de la cellule leucémique une
surexpression de CD100 et une sous-expression de CD72, deux ligands de Plexin-B1,
respectivement de forte et de faible affinité. L’interaction forte de Plexin-B1l et de CD100,

délivrerait ainsi un signal pro-survie aux cellules leucémiques 34 4%,

111.C.3.3 Favorisation de ’immunoéchappement

Les NLC, tout comme les TAM dans les autres cancers, favorisent

I’immunoéchapppement.

Via la production de cytokines telles que I’'IL-10 ou le TGF-f, on observe que le surnageant
provenant de la co-culture NLC/ cellules leucémiques de patients Binet stade A, provoque
I’expansion des lymphocytes Treg. L’ensemble Treg et facteurs solubles de co-culture inhibe
ainsi I’expansion des lymphocytes T CD4* et CD8* %°, De maniére similaire, une expansion
des Treg a été observée chez tous les patients indépendamment du stade de Binet avec une
implication supposée des facteurs solubles. Les NLC via la production et 1’expression d’IDO
et d’IL-10 ont en elles-méme une activité immunosuppressive capable de moduler la
prolifération et I’activation des lymphocytes T °%. De plus, les lymphocytes T en contact avec
des NLC expriment de plus forts taux de PD-1, molécule délivrant des signaux inhibiteurs aux
cellules T, lorsque cette co-culture est faite avec du NAMPT 467, Ce résultat nous montre que
les cellules leucémiques en favorisant les cellules pro-tumorales, favorisent en méme temps

leur survie de maniére indirecte en inhibant les lymphocytes T qui sont inactives par les NLC.

De maniere paradoxale, les NLC attirent et activent aussi des lymphocytes T CD4" via

CXCL12. Cependant, lorsque les cellules leucémiques sont en contact avec ces lymphocytes T
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CD4", on observe une augmentation de leur prolifération in vitro indiquant que dans ce cas les

lymphocytes T CD4* ont un effet pro-tumoral >,

L’ensemble de ces mécanismes nous permet d’imaginer un schéma général : au sein du
ganglion, les NLC exercent leurs effets pro-tumoraux de maniére directe et indirecte, mais
recrutent des effecteurs censés étre anti-tumoraux. Ces lymphocytes T CD4" producteurs
d’IFNy favorisent 1’inflammation au sein du tissu permettant le recrutement de nouveaux
partenaires de I’'immunité qui seront détournés au profit de la LLC. En paralléle, ces
lymphocytes T peuvent étre corrompus par les NLC et pourraient se transformer en Treg
favorisant ainsi la tumeur. On est alors en présence d’un rétrocontréle positif, le

microenvironnement devenant de plus en plus pro-tumoral.

111.C.3.4 Réle dans la pathogénése et dans I’évolution de la leucémie lymphoide chronique

A ce jour, il n’existe que peu de preuves de I’implication des NLC dans la pathogénése
et dans 1’évolution de la LLC. Par exemple, aucune étude n’a tenté d’observer des NLC dans
les MBL. Néanmoins, quelques informations fournies par un modé¢le murin EuTCL1 (T-cell

Leukemia 1) peuvent nous éclairer sur ce sujet.

Le modele appelé EWTCLI1 repose sur la surexpression de TCL1 dans la lignée B en le plagant
sous la dépendance de la région régulatrice « enhancer » des Ig (En). Régulateur de la voie
PI3K/Akt, chez I’'Homme, la surexpression de TCL1 dans les cellules leucémiques est associée
au statut IgHV muté et ZAP-70* °%2 Les souris EuTCL1 montrent une accumulation
progressive de lymphocytes B CD5" IgM* avec un BCR stéréotypique et réactif contre des auto-
Ag et des Ag microbiens 5. Cliniquement, on observe une infiltration de ces cellules au niveau
du péritoine, de la rate puis de la moelle osseuse pour aboutir a une maladie symptomatique et
agressive avec adénopathies et hépato/splénomégalie vers 20 mois 5%,

Afin de confirmer le role des macrophages dans la LLC, les souris EUTCL]1 furent croisées avec
des souris MIF” (macrophage migration inhibitor factor). MIF est une cytokine pro-
inflammatoire principalement sécrétée par les macrophages suite a divers stimuli %4, Elle
permet notamment une activation des lymphocytes B et le recrutement des cellules myéloides
pour maintenir les B matures au sein de la moelle osseuse % % Chez les souris EuTCL1*""
MIF’, on observe une augmentation de la survie globale avec une diminution de I’hépato-

splénomégalie sans modification de la lymphocytose. Au sein de la rate, on observe une
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diminution des cellules CD68* décrites comme TAM dans cette publication 3. Cette
diminution semble étre due a une diminution du potentiel migratoire des macrophages,

notamment via CCL4 connu pour étre produit par les cellules leucémiques °7.

Les souris EuTCLI furent aussi croisées avec des souris RhoH 7. RhoH est un membre de la
famille des GTPases spécifique de la lignée hématopoiétique et est impliqué dans les
hémopathies malignes B 595!, Chez les souris EnTCL1™ RhoH™", les cellules leucémiques
migrent moins bien suite aux stimuli délivrés par CXCL12 et CXCL13 et il s’établit un mauvais
contact de ces cellules avec les NLC de souris CD68*. Cliniguement, on observe une diminution
de Pinfiltration medullaire, une diminution de la lymphocytose et une diminution de la

splénomégalie, associées a une meilleure survie des souris °!2,

Ces résultats associés a ce que nous avons vu précédemment, nous permettent de tirer quelques
conclusions indirectes sur 1’effet des NLC dans la pathogénése et 1’évolution de la LLC.
Lorsque I’on a une diminution du nombre de NLC, ou un mauvais recrutement des cellules
leucémiques au sein des organes lymphoides secondaires, chez la souris, on observe une
diminution de la taille des organes lymphoides secondaires avec une maladie plus indolente et
une survie plus longue des animaux. Les NLC semblent donc augmenter 1’agressivité de la

maladie.

111.C.4 Localisation tissulaire chez le patient

Longtemps observées seulement in vitro, les NLC commencent a étre bien caractérisees
in vivo chez le patient atteint de LLC. En 2011, une coupe histologique de ganglion lymphatique
de patient montre qu’il existe dans ce tissu une population cellulaire CD163* au sein et autour
des pseudo-follicules %% (Figure 48), résultat confirmé plus tard dans une autre étude *¢7.
Depuis, de nombreuses études ont montré qu’il existait au sein des ganglions lymphatiques et
de la moelle osseuse des cellules présentant tous les marqueurs caractéristiques des NLC
obtenues in vitro 47° 427, Ainsi, il existe dans ces deux tissus des cellules CD68" et indoleamine

2-3 dioxygénase (IDO) positives 47% 51 tout comme les NLC 47°,

Néanmoins, aucun de ces marqueurs, lorsqu’il est utilisé seul, n’est spécifique des NLC. De
nouvelles études sur des coupes histologiques avec des co-marquages CD68 et CD163 semblent
nécessaires afin de prouver que ces cellules observées in vivo correspondent bien aux NLC

obtenues in vitro.
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Figure 48: Cellules CD163* (marron) au sein d'un ganglion de patient (la zone entouree correspond au pseudo-
follicule) (extrait de 4%°).

111.C.5 Impact pronostique

Il existe trés peu d’informations sur I’impact pronostique chez 1’Homme des NLC dans
la LLC. On peut néanmoins relever deux études qui traitent de I’impact des NLC de manicre

plus ou moins claire et plus ou moins indirecte.

La premiére publication concerne CCL3 °, Dans la LLC, la production de CCL3 est
augmenteée lorsque les cellules leucémiques sont co-cultivées avec des NLC ou lorsqu’elles sont
activées comme nous 1I’avons vu précédemment °°>°Y7 | a concentration plasmatique de CCL3
est augmentée chez les patients comparés aux donneurs sains > °8, De plus, en séparant les
patients en deux groupes, 1’un pour une concentration sérique de CCL3 inférieure a 10 pg/mL
et ’autre supérieure a ce taux, Burger et son équipe ont montré que les patients avec un taux
élevé de CCL3 étaient de plus mauvais pronostic. En effet, cette forte concentration est associée
a une maladie avancée, les patients présentant des stades de Rai €levés, des statuts IgHV non
mutés, une positivité du CD38 et de ZAP-70, de fortes concentrations de f2m et des caryotypes
avec des délétions 11g22-23 et 17p13. Enfin, ils ont montré que ce fort taux est corrélé a une
durée avant traitement réduite 4. Nous avons donc ici une preuve indirecte de I’impact des
NLC sur la duree avant traitement, une forte infiltration par les NLC induisant la production de
forts taux de CCLS3.

La seconde publication concerne sHMGB1 °3, Ce facteur qui permet la différenciation des
monocytes en NLC est augmenté chez les patients Binet stades B et C, ce qui pourrait indiquer
qu’il y a plus de NLC aux stades tardifs de la maladie. Des études sur des « micro-arrays » de

ganglions lymphatiques de patients ont montré qu’une forte infiltration (supérieure a 10 %) est
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associee a une survie globale des patients plus courte. Néanmoins, deux critiques majeures
peuvent étre émises & propos de ces résultats. Tout d’abord, en effectuant un simple marquage
CD68" sur ces coupes, les auteurs ont probablement surestimé le nombre de NLC, car comme
nous I’avons vu précédemment, il existe des cellules CD68* non myéloides 7. Ensuite, cette
étude a été réalisée sur des « micro-arrays » et peuvent ne pas étre totalement représentatifs de

I’ensemble du ganglion.

Méme si I’impact pronostique des NLC semble aujourd’hui se dessiner, on peut regretter qu’il
n’existe pas encore d’étude plus précise des NLC avec un co-marquage CD68 et CD163 sur

coupe ganglionnaire entiére.

111.C.6 Effets sur les thérapies utilisées dans le traitement de la leucémie lymphoide
chronique

Si I’impact pronostique des NLC semble probable, ses effets sur les traitements de la
LLC sont pour le moins peu decrits.

111.C.6.1 Effets sur les thérapies classiques

Concernant les thérapies classiques de la LLC, deux publications seulement traitent de

I’impact des NLC sur ces thérapies.

La premiere montre que les NLC ne protegent pas les cellules leucémiques de la fludarabine
519 Ces expériences montrent que la fludarabine & 50 uM tue les cellules CD14* précurseurs de
NLC. De méme, lorsque 1’on traite des NLC par la méme drogue a la méme concentration, on
induit leur mort. Enfin, lors de la co-culture de NLC et de cellules leucémiques, on observe le
méme niveau d’apoptose de cellules leucémiques que dans la condition ou ces dernicres sont
cultivées seules, indiquant que les NLC ne peuvent protéger les cellules leucémiques de la
fludarabine °'°. La seule critique que 1’on peut faire a cette étude est qu’elle fut réalisée sur un

tres faible nombre de patients.

La seconde concerne 1’effet des NLC sur un traitement & la dexaméthasone et au chlorambucil
(Chloraminophéne ®) %%, La dexaméthasone est un corticoide utilisé notamment dans le
traitement des patients avec de fortes atteintes ganglionnaires ou lors de complications auto-

immunes. Le chlorambucil quant a Iui est une moutarde a 1’azote, utilisé chez le patient trés agé
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ou en rechute apres plusieurs lignes. Ces deux thérapies ont une efficacité modeste mais
significative dans la LLC. Filip et al ont observé que ces deux thérapies n’ont que peu d’effets
sur la survie des NLC °%°. De plus, les NLC permettent de protéger partiellement les cellules

leucémiques contre ces drogues, notamment via CXCL12 5%,

Les NLC semblent donc pouvoir protéger ou non de certains médicaments utilisés dans le
traitement de la LLC.

111.C.6.2 Effets sur ’efficacité des petites molécules

L’ibrutinib perturbe les interactions du clone leucémique avec son microenvironnement
%21 Les cellules leucémiques sont ainsi moins sensibles aux stimuli délivrés par CXCL12 et
CXL13 et leurs capacités d’adhésion sont elles aussi diminuées %. De méme, la survie de ces
cellules induite par BAFF est diminuee, a des doses tres élevées et non relevantes cliniqguement
137 Enfin, en bloquant la signalisation du BCR, 1’ibrutinib permet d’induire I’apoptose de
cellules leucémiques, malgré le contact avec les NLC **8. Néanmoins, aucune étude n’a observé
si lors du traitement par ibrutinib, les NLC pouvaient conférer un avantage de survie, méme
minime, aux cellules leucémiques en co-culture avec des NLC, par rapport aux cellules

leucémiques cultivées seules.

L’idélalisib perturbe lui aussi les interactions entre les cellules leucémiques et leur
microenvironnement °2L, 1l induit lui aussi un défaut de migration des cellules leucémiques via
CXCL12 et CXCL13 et une diminution de la production de CCL3 et CCL4 par ces mémes
cellules grace & un blocage de la signalisation dépendante du BCR %22, Enfin, concernant les
NLC, le traitement par I’idelalisib induit une apoptose des cellules leucémiques, mais la encore
aucune étude n’a ét€ menée pour établir si les NLC confereraient ou non un avantage de survie

aux cellules leucémiques lors de ce traitement.

111.C.7 Cibler les « nurse-like cells » : le nouvel Eldorado de la leucémie lymphoide
chronique ?

Au vu de leur importance dans la survie des cellules leucémiques, plusieurs molécules

ont été utilisées afin de cibler les NLC.
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La premiere consiste a promouvoir la différenciation des monocytes en M1 anti-tumoraux
plutét qu’en NLC, grace au 1énalidomide, qui permet notamment de restaurer les fonctions
cytotoxiques des lymphocytes T dans la LLC 303304523 Ajnsi, in vitro, cette drogue permet non
seulement d’augmenter I’adhésion des cellules CD14" lors de co-culture avec des cellules
leucéemiques mais aussi de diminuer la migration de ces monocytes suite a des stimuli
cytokiniques tels que CCL2 et CLL3. Le profil transcriptomique de ces NLC traitées par
Iénalidomide montre une activation des genes codant pour des protéines impliquées dans les
réponses immunitaires, 1’activation et la prolifération des cellules T et les mécanismes de
présentation de I’Ag. Phénotypiquement, ces cellules ont un phénotype de M1 avec une plus
forte expression de marqueurs spécifiques tels que MAC-1 (Macrophage-1 antigen) et CD11b
et une plus faible expression de marqueurs de M2 tels que le CD163. Les capacités de ces
cellules traitées sont aussi modifiées. On observe que ces cellules sont de nouveau capables de
stimuler la prolifération T indiquant que leurs capacités de CPA sont restaurées. De plus, leurs
capacités phagocytiques sont elles aussi augmentées. Enfin leur profil cytokinique est proche
de celui des M1, avec une forte expression de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-2 et
s’¢loigne de celui des M2 avec une diminution de la production de cytokines anti-
inflammatoires telles que ’IL-10 #%°. L’ensemble de ces résultats indique que les monocytes de

LLC peuvent, lors du traitement par du Iénalidomide, devenir des M1.

L’autre stratégie vise le récepteur CXCR4 qui se lie 8 CXCL12, la chémokine produite
par les NLC qui est impliquée dans la migration et la survie des cellules leucémiques *. Ainsi
les deux antagonistes de CXCR4, ’AMD?3100 et le T41 qui sont de petits peptides, diminuent
la migration des cellules leucémiques induite par CXCL12 24, Parallélement, on observe une
diminution de I’activation des voies de signalisation dépendantes de Erk au sein de ces cellules
conduisant a un antagonisme des effets pro-survie des cellules du microenvironnement telles
que les NLC via une diminution de I’expression de Mcl-1 et de FLIP, deux protéines anti-
apoptotiques °* 2°  L’ensemble de ces travaux indiquent clairement qu’en inhibant la
migration et les effets pro-survie de CXCL12, les antagonistes de CXCR4 permettent de
combattre les effets pro-survie des NLC. L’AMD3100 ou PERIXAFOR ® est actuellement en
essai clinique de phases I et Il notamment dans le traitement de la LLC en rechute en association
au rituximab (NCT00694590), en association avec le lenalidomide (NCT01373229), ou dans la
mobilisation des cellules souches en pré-greffe de moelle osseuse (NCT01076270,
NCT01408043, NCT01097057, NCT01610999, NCT00241358, NCT01068301). Les résultats
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des études de phase Il nous permettront de connaitre 1’efficacité de cette molécule et donc son

intérét futur dans le traitement de la LLC.

On peut noter qu’aujourd’hui aucun travail n’a ciblé directement les NLC ou leurs interactions
avec les cellules leucémiques afin de contrer leurs effets pro-survie. Un tel travail serait

intéressant a réaliser.

I11.C.8 Les « nurse-like cells », des cellules spécifiques de la leucémie lymphoide
chronique ?

Cette question, volontairement provocatrice, s’appuie sur deux publications. Dans la
premiére, Bhattacharya et son équipe ont montré qu’il existait au sein des ganglions de donneurs
sains des cellules CD14*, CD68" tout comme les NLC chez le patient *”°. De méme, leur étude
montre qu’in vitro, les cellules CD14" de donneurs sains en contact avec des lymphocytes B
normaux peuvent se différencier en cellules NLC « like » exprimant BAFF, APRIL et CD31.
Ces cellules sont capables de promouvoir la survie des lymphocytes B, tout comme les NLC
promeuvent la survie des cellules leucémiques . Les NLC ne seraient en fait que des
macrophages similaires a ceux observes chez les donneurs sains et donc absolument non
specifiques de la LLC. Néanmoins, dans une deuxieme publication cette année-la, ces mémes
auteurs ont montré que les NLC différent de ces NLC « like » notamment via une diminution
de I’expression des molécules de CMH de classe 11 telles que HLA-DR et CD74, une diminution
de la production de lysozyme et une augmentation de I’expression de FCGR2B °%. Au niveau
transcriptomique, les NLC sous-expriment différentes voies de signalisation par rapport aux
NLC « like » notamment celle de la présentation de 1’Ag, de la dégradation des bactéries gram+
et celle de la captation des particules opsonisées °%. Ces voies de signalisation étant typiques
des M1, on peut raisonnablement penser que les NLC sont des M2 tandis que les « NLC like »
sont plus des M1.
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Malgré les avancées thérapeutiques de la derniere décennie, la LLC reste toujours une
maladie incurable. Si le caryotype ou les mutations récurrentes des cellules leucémiques ont
des impacts pronostiques bien définis dans la maladie et permettent une prise en charge
personnalisée des patients, I’influence du microenvironnement tumoral de la LLC, notamment
des TAM, reste encore peu étudiée que ce soit dans la rechute ou dans 1’impact pronostique.
Les NLC, qui semblent étre les TAM de la LLC, ont un impact pronostique incertain et les
mécanismes par lesquels elles promeuvent la survie des cellules leucémiques, potentielles
cibles de nouveaux traitements, ne sont pas tous décrits. Ma these fut donc divisée en deux
grands axes. Le premier était de définir si les NLC sont effectivement les TAM de la LLC,
quels étaient leur impact pronostique dans cette pathologie et quel était leur influence sur la
chimiorésistance ? Le second, découlant des réponses du premier, fut de savoir si le ciblage des
NLC pouvait potentiellement conduire a la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques dans
laLLC.

Premierement, nous avons voulu confirmer que les NLC étaient bel et bien spécifiques
de la LLC et pouvaient étre définies comme les TAM de la LLC. Dans cet objectif, nous avons
recherché d’éventuelles différences entre les NLC et les NLC « saines » lorsque les conditions
de culture miment le ratio monocytes/ cellules leucémiques chez le patient. Nous avons pour
cela comparé leur morphologie, leur phénotype, et leur capacité a induire la survie des cellules

leucémiques ou des lymphocytes B.

Dans un second temps, vu I’impact pronostique des TAM et du lien entre TAM et NLC,
nous avons émis 1’hypothése que les NLC pouvaient, elles aussi, prédire 1’évolution de la LLC.
Dans cette étude nous avions deux objectifs. i) Définir s’il existait un lien entre les NLC et la
progression de la LLC. ii) Rechercher d’éventuel(s) marqueur(s) sérique(s) relargué(s) par les
NLC pouvant faire office de marqueur(s) pronostique(s) simple(s) d’accés, potentiellement

réalisable en routine hospitaliére, reflétant les NLC et leurs effets sur 1’agressivité de la LLC

Les TAM pouvant aussi favoriser la résistance aux traitements, nous avons voulu
connaitre le potentiel effet chimioprotecteur des NLC sur les cellules leucémiques notamment
vis-a-vis de I’ibrutinib, une thérapie innovante dans la LLC. En effet, avec ce traitement on
observe de multiples résistances chez les patients dont la plupart ne sont pas expliquées a ce

jour. Nous avons donc émis 1’hypothése que les NLC pourraient étre impliquées dans cet
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échappement. Afin de le démontrer, nous avons étudié si, le traitement par ibrutinib, chez le
patient, induisait une modification de la localisation, de I’apparition, du phénotype et des
capacités pro-survie des NLC. Puis, nous nous sommes intéressés aux potentiels effets
chimioprotecteurs des NLC sur les cellules leucémiques, lorsque celles-ci sont traitées in vitro

par les agents classiquement utilisés dans le traitement de la LLC.

Enfin, aprés avoir démontré que les NLC avaient un impact pronostique certain et un
réle chimioprotecteur, nous avons cherché de nouvelles cibles thérapeutiques dans la LLC en
ciblant les interactions entre cellules leucémiques et NLC. Notre hypothese de travail était que
si I’on perturbait ces interactions nous pourrions également perturber les effets pro-survie des
NLC sur les cellules leucémiques, ceci en étudiant I’influence du contact entre NLC et cellules
leucémiques sur la survie de ces derniéres in vitro. La méthode était de déterminer les
partenaires moléculaires impliqués dans ces interactions grace a un criblage transcriptomique

puis d’étudier leurs impacts sur la survie des cellules leucémiques.
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RESULTATS

I. Les « nurse-like » cells : les macrophages associés aux tumeurs
dans la leucémie lymphoide chronique

En 2011, deux publications de Bhattacharya et son équipe ont décrit des cellules
semblables aux NLC, au sein du ganglion de donneurs sains "> 5%, Ces cellules, appelées NLC
« saines » expriment aussi des marqueurs de NLC et favorisent la survie des lymphocytes B
tout comme les NLC favorisent la survie des cellules leucémiques. Néanmoins, ces travaux
peuvent étre critiqués: i) les méthodes de culture in vitro ne sont pas relevantes de ce que 1’on
observe chez le patient. En effet, les auteurs ont utilisé un ratio de deux cellules B (leucémiques
OU non) pour un monocyte ce qui n’est jamais observé chez le patient. ii) Les auteurs n’ont pas
étudié si les NLC pouvaient ou non promouvoir la survie des lymphocytes B normaux et

inversement si les NLC « saines » favorisaient la survie des cellules leucémiques.

Nous avons donc décidé d’effectuer une étude déterminant si, a un ratio entre cellules B
(leucémiques ou non) et monocytes identiques a celui observé chez le patient, les NLC et les
NLC « saines » différeraient au niveau morphologique, phénotypique et de leurs capacités pro-

survie sur les cellules leucémiques ou sur les lymphocytes B.

Cette étude a fait I’objet d’une publication en 2015 dans Leukemia and Lymphoma et f(t
présentée en 2013 I’IwCLL (International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukaemia) a

Cologne.
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Abstract

CD14 + cells are able to differentiate into large and adherent
cells If In contact with chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells
or healthy B lymphocytes. In CLL these cells, called CLL-nurse like
cells {(NLCs), express a very high amount of D163 and CD68 and
are able to rescue CLL cells through CCL4 production. Adherent
cells derived from healthy donars, called HD-NLCs, express very
little CD163 and CDG8, do not produce CCLA and are unable to
rescue CCL cells. This study reveals that CLL-NLCs are the specific
nurse cells in CLL, protecting CLL cells from death.

Keywaords: Chronic lymphacytic leukemia, tumor-associated
macrophages, nurse like cells, CD163

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the
accumulation of CDG + B cells resistant to apopiosis in viee
in blood, secondary lvimphoid organs and bone marrow [1],
However, in vitra CLL cells die spontancously by apoptosis,
suguesting that ex vive conditions lack signals necessary for
leukemia cell survival. This in vifro apoptosis can be pre-
vented by co-culture of CLL cells with different aceessary
cells from the microenvirpmment, including ourse like cells
({CLL-NLCs) |2] or stroma cells [3]. These cells differentdare
from CD14 + cells from CLL donors [4] into large, round and
adherent cells. CLL-NLCs protect CLL cells from apoptosis by
CXCLI2 [2], BAPF (B-cell activating factor), APRIL (a prolif-
eration inducing ligand) [5], CC1L3, CCTA [6], CD31 and Plexin
Bl [7]. CLL-NLCs are characterized by a high level of expres-
sion of CDG8 |4] and CDI63 (8], and by a gene expression
pattern resembling that of wmor associated macrophages
{TAMSs) [8]. In 2011, two publications described cells derived
from CD14 + cells of healthy donars (11Ds) expressing CDAS,
displaying a similar morphology [E}], and a gene expression
profile close to CLL-NLCs [10], I vitro, these cells were gen-
erated with a co-culture of normal CR14 + cells with normal
B lymphocytes, and were called HD-NLCs, Finally, these
authors showed that HD-NLCs can support in vifro normal
B lymphoeyte survival [9] as CLL-NLCs with CLL cell sur-
vival. However, in this study, the generation of HD-NLCs and

CLL-MNLCs was performed at a ratio not observed in patients
with CLL, with one CD4 + cell for two B cells, These results
raised the guestion of the specificity of CLL NLCs in CLL.

In our study we proposced to confront CLL-NLCs with
IID-NLCs at a ratio observed in patients with CLL, with more
than 95'% of CLL cells and less than 2% of CD 14 + cells.

CD14 + cells from patients with CLL or from HDs were
cultivared in contact with their auelogous peripheral
blood lymphoeytes (PBLs). After 14 days of co-culture,
CD14 + adherent cells were first analyzed for their morphol-
ogy. Tn the ease of samples from patients with CLL or HDs,
we found large, round and adherent cells |Figure 1{a)|, as
deseribed by Bhavacharya and colleagues [9]. No differ
ence in morphology between CLL-NLCs and HID-NLUs was
shown, Since contact between CLL cells and CD14 + cells
wits deseribed as essential for CLL-NLC differentiarion [4],
we hypothesized that HD-NLC differentiation could also
depend on interactions between PBLs and CD14 + cells from
HDs. PBLs and CD14 & cells from patients with CLL, or HDs,
were cultured either separated or not by a Transwell mem
brane. As shown in Figure 1(a), in both cases, CDN14 + cells
did not acyuire NLC morphology. Thus, contact between
CD14+and B cells is essential for CLL-NLC or HD-NLC
differentiation.

We further compared the phenotype of CLL NLCs and
HID-NLCs. CLL-NLCs displayed a higher expression of CLGH
and CD163 than HD-NLCs [Figure 1(b]] bui expressed the
same level of CD33, CD1Ib and CD204 [Figure 1(b)). This
phenotype with a high expression of CDG8 and CD163 has
been already described as a TAM phenotype by Medrek et al.
[11] in breast cancer and by Marchesi ef al. in diffuse large
I-cell lymphoma [12], suggesting that the CLL NLC is the
TAM of CLL. We can hypothesis thai in CLL, these Otk
positive cells have an influence on overall survival and pro-
gression-free survival, as in other cancers [11,12].

Interestingly, at day 0, CDI14 + cells [rom patients with
CLL were very similar to C14 + cells from HDs, as reported
by Maffei and colleagues [13]. Indeed, both of these cells
displayed the same weak level of CDG8 but did not express
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with CLL cells. After 12 days of co-culture, we observed that
only CLL-NLCs could rescue CLL cells, compared to 11D-
NLCs [Figure 1(e)]. Then, we analyzed the rescue of healthy B
lymphoeytes by the two types of NLC and showed that neither
CLL-NLCs nor HD-NLCs were able to promote B lymphocyte
survival [Figure 1(f)]. These results are in contrast to those
presented by Bhattacharya and colleagues [9], which can be
explained by experimental differences,

In order (o understand the mechanism ol CLL rescue by
NLCs, weinvestigated the expression of factors known 1o influ-
ence cell survival [5,7]. CLL-NLCs and HD-NLCs displayed
the same expression of CD31, BAFF and APRIL (not shown),
as reported by Bhattacharya cf al. [9]. However, we showed a
higher level of CCLA4 in the supernatant of the CLL-NLC/CCL
cell co-culture compared to that of HD-NLC/Blymphocyte co-
culture [Figure 1{g)|, suggesting that CLL-NLCs secrete more
CCLA4 than HD-NLCs. Collectively, these results indicated that
only CLL-NICs can promote CLL cell survival due at least (o
the production of CCL4, while expression of CD31, BAFF and
APRIL would not be sufficient 1o promote CLL cell survival.
[n addition, Hoellenriegel and colleagues showed that CCLA
could not entirely explain the effect of NLCs on CLL survival
[6]. Moreover, for Deaglio and his colleagues determining the
importance of the couple CD100/Plexin B1 in CLL survival,
the different functiomality of [1D-NLCs and CLL-NLCs could
also be explained by a differential expression of Plexin B1 [7].
Further studies to better understand the mechanism of CLL
rescue by NLCs should be investigated.

Given the apparently opposite results induced by the
different culture models, we raised the question of the best
experimental conditions to study NLCs in vitro. Indeed, the
cell concentration and ratio are important to approximate
pathological conditions, Here we used a high cell concentra-
tion and a cell ratio observed in blood in patients with CLL,
where CLL cells are predominant and other cell types such
as CD14 + cells are greatly reduced compared to HDs. Our
experimental model and that of Bhattacharya et al. [9,10] are
two approaches which may appear opposing but are in fact
complementary. We could consider the model ol Battacha-
rya as a mimicry of the early stage ol pathology (monoclonal
B lymphocytosis or Rai 0 CLL), whereas our model is more
relevant for later stages of the pathology.

Finally, our study reveals that CLL-NLCs are the specific
TAMs of CLL with a high expression of CD68 and CD163.
Despite a similar morphology and the same contact-dependent

Nurse like cells are TAM 3

mechanisms of differentiation, CLL-NLCs have a distinct
TAM phenotype and are able to rescue CLL cells compared
o HD-NLCs.

Potential conflict of interest: Disclosure forms provided
hy the authors are available with the full text of this article at
www.informahealthcare.com/lal.
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II. CD163: un nouveau marqueur pronostique relié au
microenvironnement dans la leucémie lymphoide chronique

Si le r6le des NLC in vitro est aujourd’hui clairement défini, leur impact pronostique
reste peu clair. En effet, CCL3 et sHMGBI, bien qu’ayant un impact pronostique, ne sont reliés
qu’indirectement aux NLC car ils sont produits ou relargués par les cellules leucémiques %>
514 De plus, la seule étude histologique réalisée sur des ganglions lymphatiques de patients a
été réalisée avec un marquage CD68, peu spécifique, et sur des tissus « micro-arrays », peu
représentatifs des ganglions entiers 2. Nous avons donc voulu déterminer I’impact pronostique
des NLC dans la LLC. Pour cela, nous avons cherché quel pourrait étre le marqueur le plus
specifique des NLC in vitro et in vivo. A ’aide de ce marqueur, nous avons ensuite sur des
coupes histologiques de ganglions de patients, regardé s’il existait une corrélation entre NLC
et progression de la maladie. Puis, nous avons corrélé le taux de ces facteurs solubles relargués
par les NLC et retrouvés dans le sérum, a des facteurs pronostiques précédemment établis dans

la LLC. Enfin, nous avons associé leur taux a 1’évolution de la LLC.

Une partie de ces résultats fut présentée a I’IwCLL a Cologne en 2013 durant la session poster.

L’ensemble de ces résultats a été soumis a Leukemia le 10 juin 2015.
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ABSTRACT

The prognostic importance of tumor-associated macrophages (TAM) has been recognized for many
solid cancers, but is still unknown or under debate for B-cell lymphomas. Here, we studied nurse-like
cells (NLC), the TAM in chronic lymphocytic leukemia (CLL), to evaluate which markers should be
used for the prognostic assessment of the tumoral microenvironment (TME) in CLL. Antibodies against
CD163, a TAM marker, were used to show a different pattern of macrophage infiltration in normal and
CLL lymph nodes. Importantly, CD163* NLC numbers increased upon disease progression and
closely interacted with proliferating CLL cells only in the TME, showing that this marker correlated with
an active CLL disease. Soluble CD163 (sCD163) shed from NLC was also found to correlate with with
adverse prognostic factors. In a Cox proportional hazards regression model, sCD163 was significantly
linked to progression-free and overall survival in a series of 78 patients receiving frontline
immunochemotherapy. Multivariate analysis confirmed sCD163 as a new independent TME-derived
prognostic marker for both progression-free survival and time to next-treatment. Collectively, our data
provide evidence that CD163 expression deserves further evaluation in the CLL frontline setting,
especially now that targeted therapies that disrupt CLL-NLC interactions in vivo are commonly used in

the clinic.
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INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is one of the most common B-cell malignancies in adults
and is characterized by the accumulation of monoclonal CD5* mature B-cells in lymphoid tissues,
bone marrow and peripheral blood (PB)'. The complex interplay between malignant CLL cells and
their surrounding bystander tumor microenvironment (TME)? 2 is critical for their survival and facilitates
both their resistance to drug therapy and their orchestration of an immunosubversive milieu®. CLL cells
proliferate in distinct microanatomical tissue sites, termed proliferation centres, that allow intimate
interactions with TME components®. The TME consists of extracellular matrix, chemokines, cytokines
and non-malignant cells such as CD4* helper T-cells®, mesenchymal stromal cells” and monocyte-

derived cells known as ‘nurse-like cells’' (NLCs)&.

Many in vifro co-culture systems have been developed in order to study pro-survival intercellular
signaling between leukemic cells and the cellular components of the TME® 1. NLCs have been shown
to induce mRNA transcriptome changes in PB-derived CLL cells (via direct contact interaction) that
show close similarity to the gene expression profiles of CLL cells obtained from patient lymph nodes
(LNs)* "', Long-term in vitro cultures of untouched PB mononuclear cells (PBMCs) from patients with
CLL have also been shown to allow the outgrowth of autologous MNLCs (referred to as CLL-MLCs in
this manuscript)?. CLL-NLCs are thought to represent a leukemia-associated counterpart of tissue-
associated macrophages and express the markers CD14, CD11b, CD&8, and HLA class Il
molecules'?, Critically, co-culturing CLL cells with CLL-NLCs has been shown to protect leukemic cells
from spontaneous and drug-induced apoptosis via CXCL12% 3, BAFF, APRIL'™, CD31, plexin-B1'5
and activation of BCR signaling®. Based on our previous studies, CLL-NLCs appear to be CD163"s"
tumor-associated macrophages (TAMs) with a distinct pro-leukemic functional specificity compared to
other subsets of macrophages found in healthy or CLL blood or lymph nodes™ 7, Although TAMs
have been associated with a worse outcome in many solid cancers, the clinical impact of NLC
outgrowth in the TME has not been definitively addressed to date. The question of whether TAM

infiltration mirrors the more aggressive features of cancer cells also remains unanswered.
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The sublocalization of macrophages in the TME has been extensively studied in several solid
cancers such as breast cancer’®, melanoma'™. 20 and colorectal cancer?!, as well as in haematological
malignancies including diffuse large B-cell lymphoma? and Hodgkin's lymphoma?®. However, there
are conflicting results with regards to which cell surface marker provides the best prognostic impact.
The TAM markers CD68 and CD163 can be shed as soluble forms (sCD68 and sCD163) which may
be useful for prognostication purposes®. There is no such data for CLL, but soluble factors induced by
NLC+CLL co-cultures (e.g. the chemokines CCL-3 and CCL-4) have been used to indirectly quantify
cellular interactions and, as a consequence, the efficacy of idelalisib or ibrutinib in disrupting CLLITME
contacts in vitro and in vive?> 2%, Moreover, studies from Burger's group have shown that CCL3 (MIP-
1a) levels are associated with shorter times to first treatment?”. Very recently, Gribben's group
described that the soluble high mobility group protein B-1 (sHMGE1), an alarmin that promotes the
differentiation of CLL-NLCs in vitro, was increased in the sera of relapsed patients. Furthermore, using
immunohistochemistry (IHC) studies, HWGB1 and CD88 expression levels in the TME have been
correlated with overall survival {OS) in a series of CLL patients?®. These studies collectively suggest

that infiltration of NLC into the CLL TME may have an impact on disease course.

In the present study we have attempted to correlate CD163 expression with CLL proliferation
in lymph nodes, and sCD163 levels with biological risk factors that characterize CLL aggressiveness.
We compared three released soluble factors (sCDE8, sCD163, sHMGE1) to determine which serum
NLC marker is the most relevant for predicting outcomes. Our results clearly indicate that CD163 in
the TME, or in its cleaved form in sera, is linked with the worst prognostic factors in this disease,
namely TP53 mutations, complex karyotypes and unmutated IgHV status. This shows that CD163 is
an independent, reliable prognostc marker of CLL disease course after frontline

immunochemotherapy.
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MATERIALS AND METHODS

Cell preparation and culture

Blood samples were obtained after informed consent and stored at the HIMIP collection. The HIMIP
collection was declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307 collection 1)
and a transfer agreement (AC 2008-129) was obtained after approbation by the “Comité de Protection
des Personnes Sud-Ouest et Outremer II" (ethical committee). Clinical and biclogical annotation of
samples was declared to the CNIL (Comité National Informatique et Libertés, i.e. The Data Processing
and Liberties National Committee).

To generated NLC and HD-NLC, Peripherical Blood Mononuclear Cells (PBMC) from CLL patients
and HD donors were cultured (107/mL) as previously described ® . CLL cells were removed
discarded by vigorous pipetting. Adherent cells such as NLC and HD-NLCs were thoroughly washed
then collected using a scraper.

Het-NLCs were obtained by co-culturing CD14* cells (purified from healthy donor PBMC using a
Dynabeads Untouched Human Monocyte kit (Invitrogen, France)) with PEL from CLL patients with a

ratio of 0.7% CD14* to 99.3% PBL.

Determination of IGHV status, FISH abnormalities and recurrent mutations

Fluorescence in situ hybridization (FISH) and IgHV mutational analysis, were realized at the University
Hospital of Purpan,

The mutation hotspots of the TP53 (exons 4-9; RefSeq NM_000546.5), SF3B71 (exons 14, 15, 16;
RefSeq NM_012433.2) and NOTCHT (exon 34; RefSeq NM_017617.2) genes were screened by
polymerase chain reaction (PCR), followed by high resclution fusion in 10 pL on a LightCycler LC 480
(Roche, Basel, Switzerland) (details of primers are provided in Supplemental Table 1). For TP53 and
SF3B1, recurrent mutations were validated by Sanger sequencing (3130 XL Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, Foster City, CA) of positive amplicons. For patients with a 17p deletion, TP53 Sanger
sequencing was systematically performed. The recurrent mutation delCT of NOTCHT
(c.7544_7545delCT) was validated by capillary electrophoresis of amplicons. TP53 mutations and/or

TP53 deletion were pooled together as TP53 alterations.

Flow cytometry
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NLCs and leukemic cells were staining with the following antibodies or relevant isotype control.
Monoclonal antibodies used were: PC7 anti-CD5, APC-Cy7 anti-CD14, PE anti-CD68, APC anti-
CD163, PE anti-APRIL, PE anti-BAFF and their relevant isotype controls, purchased from Ozyme
(France); PC7 anti-CD11b, APC-Cy7 anti-CD19, Alexa-fluor 647 anti-CD31, APC anti-CD86, PE anti-

CD163 and their relevant isotype controls, purchased from BD Pharmigen (France).

Cell viability

NLC, Het-NLC and HD-NLC were co-cultured with CLL cells or healthy PBL at 1 M/mL. The viability of

CLL cells or B-cells was measured every couple of days by their ability to exclude propidium iodide.

Immunohistochemistry and confocal microscopy

Samples from CLL lymph node biopsies or reactive tonsils fixed in 10% buffered formalin were
retrieved from the tissue bank of the department of pathology at the Purpan Hospital, Toulouse,
between 2000 and 2011. The use of these samples (n=27), was validated by the institutional review
board of the Toulouse University Hospital. Specimens were fixed and embedded in paraffin then
processed for routine histopathological examination.

For immunohistochemistry, 3 um-thick sections were stained with hematoxylin and eosin, CD163
primary antibody (clone 10D6, dilution 1:100; DAKQO) and Ki67 primary antibody (clone MIB-1,
dilution1:100 Dako). Sections were then scanned using brightfield scan mode with a 20X/NA0.80
Zeiss Plan-Apochromat dry objective and images were acquired with a two megapixel 3CCD color
camera (CIS Cam RefVCC-F52U25CL, CIS Americas INc., Tokyo, Japan), achieving a 0.22 pm/pixel
resolution, corresponding to a x56.09 magnification at the highest optical resolution in conventional
microscopy. After having manually delineated the proliferation center areas in CLL lymph nodes or
germinal centers in reactive lymph nodes using Ki67 staining on each digitalized slide, CD163 staining
of each LN sample was manually scored by an expert pathologist.

For confocal microscopy, samples were pre-treated by microwave incubation in pH 6.0, 0.1 M sodium
citrate and then permeabilized with 0.1% saponin (in PBS containing 3% BSA/HEPES, 10% goat
serum), and incubated overnight at 4°C with the following two primary antibodies: CD68 (clone PGM1;
dilution 1:20; DAKO) and CD163 (clone 10D6, dilution 1:10; DAKO) in PBS containing 3%

BSA/HEPES, 0.1% saponin. Primary antibodies were followed by goat anti-mouse isotype-specific
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antibodies labelled with Alexa 488 and Alexa 555 (Molecular Probes) for 2 hours at RT. Samples were
mounted in Fluorescence Mounting Medium® (DAKO) and examined using a Zeiss LSM 710 confocal
microscope (Zeiss, Germany) with a 63x Plan-Apochromat objective (1.4 oil). An argon laser at 488
nm was used to detect the Alexa 488 fluorochrome. To detect Alexa 555 fluorescence a helium laser
was filtered at 543 nm. Under standard imaging conditions no signal from one fluorochrome could be
detected with the other filter set. For each pair of antibodies used, standardized conditions for pinhole

size, and for gain and offset (brightness and contrast), were used for image capture.

Serum collection and ELISA

Sera used were obtained from patients during their first visit to our center. Peripheral blood samples
were drawn using a BD Vacutainer (BD Biosciences), and serum was collected after centrifugation
and stored at -80°C before use.

ELISA from soluble CD163 (sCD163) (RD systems, UK), soluble HMGB1 (sHMGB1) (Cusabio,
Wuhan, Hubei Province, China) and soluble CD68 (sCDE8) (Wuhan ElAab Science, Wuhan, China)
were realized on patient sera or on age-matched healthy donor sera, according to the manufacturer's

recommendations.

Statistical analysis

Continuous variables were summarized with descriptive statistics, such as mean, SD, median, and
range. Categorical variables were tabulated with frequency and percentage. The Fisher’'s exact test
was used to evaluate the association between categorical variables; the Wilcoxon rank-sum test was
applied to compare each of the continuous variables between two different categories of dichotomized
factors. Spearman correlation coefficients were computed to evaluate the correlation between two

continuous variables.

The time to first treatment (TTFT) was defined as the time from diagnosis to the date of first therapy if
patients had received any, or was otherwise censored on the last visit date. The time to next treatment
(TTNT) was defined as the time from prior treatment to the date of the second therapy if patients had
received any or was otherwise censored on the last visit. The overall survival (OS) was defined as the

time from diagnosis or from the first treatment, for the OS diagnosis and OS post treatment

144



RESULTATS

I1.CD163: un nouveau marqueur pronostique relié au microenvironnement dans la leucémie lymphoide
chronique

respectively, to the date of death if patients died or was otherwise censored on the last visit.
Progression-Free Survival (PFS) was defined as the time since treatment decision or sampling and
either relapse or death. TTFT, TTNT, OS and PFS were estimated by the Kaplan and Meier method
and assessed by the log-rank test using Statistica ® software. For multivariable analysis, we used a

Cox proportional hazards model with stepwise selection.

Throughout this process, clinical and laboratory variables were retained only if their Wald P values

were <0.05. (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). The statistical analyses were performed with PRISM

software.
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RESULTS

Pro-survival capacities of CD68* and CD163* NLC in vitro

We first generated three types of NLC: CLL-NLC, Healthy Donor NLCs (HD-NLCs) and Heterologous
NLCs (Het-NLCs, generated by co-culturing normal donor monocytes with CLL cells) (Figure 1A).
Notably, CLL-NLC expressed significantly higher levels of surface CD163 than the two other subtypes,
and CD68 levels were also higher in Het-NLC and CLL-NLC compared to HD-NLC. On the other hand,
HD-NLC had higher levels of CD14 and CD86, suggesting that these two markers could not be reliably
used for IHC studies detection of NLC in CLL tissues (Figure 1B). Interestingly, CLL survival (Figure
1C) but not normal B-cell survival (Figure 1D) was supported by CD68"s" CD163"s" Het- and CLL-
NLC in vitro, suggesting that these markers were suitable for subsequent analyses. Of note, we found
that the previously reported pro-survival molecules CD31, BAFF and APRIL were expressed at similar
levels across the three subtypes (Figure 1E). This is in agreement with what Bhattacharya et al have
published in normal lymph nodes'?, suggesting that other molecules/secreted factors were responsible

for the pro-survival effects of CLL-educated NLC.

In vivo CD163* TAM-like CLL-NLC infiltration

We next examined the in vivo anatomical pattern of expression of CD163* macrophages in both
healthy donors (reactive tonsils, Figure 2A) and CLL LN tissue sections (Figure 2B). In accordance
with previously published reports, in normal LNs and tonsils CD163* macrophages were confined to
the sub-capsular areas and along the lymphatic sinuses, while the B-cell zones were devoid of
CD163" cells. On the other hand, in CLL LNs CD163*' macrophages were present in the medulla,
intertwined with leukemic cells and pseudofollicles. Confocal microscopy was then employed to
assess CD68/CD163 co-staining in tumoral LNs (Figure 2C). We found that CD163* cells were
consistently CD68*, while some CD68* macrophages were devoid of CD163 expression. Furthermore,
we found that cleaved CD163 (sCD163), cleaved CD68 (sCD68) and sHMGB1 levels in the sera of
CLL patients were significantly higher than in age-matched, normal donor sera (Figure 2D). As normal
circulating monocytes in both HD and CLL patients do not express CD163"7 (and display low levels of
CD68), we next questioned the reliability of these surrogate markers of TME infiltration by

macrophages on predicting outcome.
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CD163"* cell infiltration into the TME correlates with active CLL disease

We performed immunohistochemistry analyses on 27 previously untreated CLL patients for whom
nodal tissue biopsies were available in our institution. These patients had either had a suspicion of
disease transformation or were biopsied before CLL was evidenced from the immunophenotyping of
circulating lymphocytes. As shown in Figure 3A, some patients (e.g. Patients 1 and 2) had few Ki67*
proliferating CLL cells within pseudofollicles (and few CD163* cells), and had indolent CLL. On the
other hand, patients with active CLL (as defined by IWCLL2008 criteria) surging therapy presented
with an increased frequency and size of pseudofollicles (e.g. Patients 3 and 4, Figure 3A), a higher
fraction of Ki67+ CLL cells and a greater number of CD163* cells intertwined with proliferating CLL
cells. Altogether, these preliminary data from 27 patients suggested that CD163* cell infiltration into
the TME was significantly higher as CLL progressed towards first line of treatment. The limited
availability of LN biopsies, and the absence of CD163 expression by circulating monocytes in CLL

patients, prompted us to evaluate sCD163 levels in the serum for our subsequent studies.

Soluble CD163* levels correlate with IgHV status, complex karyotypes and TP53 abnormalities
We measured sCD163, sCD68 or sHMGB1 levels in 94 patients naive to therapy (for a thorough
analysis of patient characteristics, see Table 1). As shown in Figure 2D, all of these markers were
elevated in CLL patient sera when compared to normal donors, so for our correlation studies we
decided to compare soluble factor levels with classical CLL-related prognostic factors.We found a
statistically significant association between high sera levels of sCD163 and poor prognostic markers,
such as unmutated IgHV status, complex karyotypes (defined by >3 anomalies), and the presence of
TP53 mutations, and a trend towards an association with del(17p) and NOTCH17 mutational status
(p=0.055) (Table 2). Interestingly, we found no such correlations with Binet stage, age, gender, and
FISH results other than del(17p) (Table 2 and Supplemental Figure 1A). We did not find any evidence
of association between sCD68 or HMGB1 levels and CLL prognostic factors (Table 2). Lymphocytosis
(i.e. circulating tumor bulk) or monocytosis (i.e. putative precursors of NLC once recruited to tumor
niches) also had no impact on the levels of the three soluble factors studied (Supplemental Figure 1B-

C).
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Altogether, as sCD163 levels did not correlate with sCD68/HMGB1 levels (Supplemental Figure 1D),
our data suggest for the first time that aggressive CLL modulate their TME to increase the education of

monocytes into CD163° cells.

High soluble CD163 levels correlate with therapy outcome

Of the 94 patients included in our study, 78 required treatment, according to the IWCLL2008 criteria
for active disease. Median time to first treatment (TTFT) in the entire cohort was short (36 months)
(Supplemental Table 1). At the time of therapy, progression-free survival (PF3), time to next treatment
(TTNT) and overall survival (OS) were calculated from day 1 of cycle 1. We used a ROC analysis to
study which threshold of soluble factor level better defined prognosis. Using the first quartile (=1500
ng/ml), sCD163 was the only parameter linked to TTNT (p=0.01, 30 versus 60 months), PFS (p=0.04,
19 versus 42 months) and OS post-treatment (p=0.007, 54 months versus not achieved), but not TTFT
{(p=0.24) (Figure 4A-D), whereas sCD&8 (high if >21ng/ml) and sHMGB1 (high if >227ng/ml) were not
associated with outcomes (Supplemental Figure 2A-D). Univariate analysis revealed that sCD163
levels and TFP53 mutational status were associated with reduced PFS and TTNT (Figure 4B-C and
Supplemental Table 2A-B). Multivariate analysis suggested that sCD163 was the best predictor for a
shorter PFS (HR=1.96, p=0.06) and TTNT (HR=2.26, p=0.04) (Table 3).

Taking into account the 56 patients who were treated with the most efficient frontline regimens (FCR
(fludarabine-cyclophosphamide-rituximab, n=40), FR (fludarabine-rituximab, n=11), and PCR
(pentostatine-cyclophosphamide-rituximab, n=5)), a high sCD163 still correlated with a shorter TTNT,
PFS and OS, following Kaplan-Meier analysis. Again, multivariate analysis suggested that it was the
only factor that predicted PFS (in this cohort, no patients with del(17p) were included).

Altogether, our data suggest that, despite being associated with TP53 mutations, IgHV unmutated
status and complex karyotypes, sCD163 is an independent TME-related risk factor associated with
shorter survival after frontline immunochemotherapy, and therefore should be investigated in

independent cohorts of patients.
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NLC support CLL survival and drug resistance and are found in various TME (spleen, bone marrow,
lymph nodes) but not blood, making them attractive candidates to investigate any correlation between
NLC markers and CLL prognosis. Pioneering work from Burger and colleagues has shown that the
chemokines CCL3 and CCL4, released by both subsets of cells during co-culture, are reliable
surrogates for assessing prognosis, and moreover for demonstrating the efficacy of ibrutinib or
idelalisib in disrupting these interactions in patients?>?7, These two agents have striking effects on
debulking the lymph nodes and spleen in the first weeks of therapy, through both direct apoptosis and
release from the TME within blood (which explains the observed rapid hyperlymphocytosis)®®: 31,

The literature on TAM and cancer prognosis is overwhelming in solid tumors, but scarcer in
hematological cancers, with sometimes conflicting results for immunochemotherapies on which marker
(CD68 or CD163) to use for prognostication purposes. In the context of CLL, a recently study by
J.Gribben's group suggested that the alarmin HMGB1, released by CLL cells, educates monocytes to
differentiate into survival-supporting NLC, making it an elegant marker for studying the importance of
TME in CLL disease course?®. However, with the paucity of tumoral tissues available for CLL (few
lymph node biopsies are performed in routine practice since diagnosis is usually made from circulating
tumoral lymphocytes), we could not use soluble HMGB1 as a surrogate (their study and ours converge
on this point). In a previous study we used the same co-culture systems as those published by
T.Kipps' and J.Burger's groups more than ten years ago and were able to emphasize the
transcriptional relationship between CLL cells and M2-skewed, TAM-like macrophage subsets. In the
present study we show more specifically that only CD163"s" NLC strongly support CLL (and not
normal B-cell) survival in vitro, and therefore that this marker should be used in preference to CD14,
CD68 or BAFF/APRIL in tissue staining. The latter combination of markers has been shown to stain
normal macrophages in a normal lymph node environment, and should thus not be applied to CLL
TME. CD163* macrophages are found in normal lymph nodes, but at specific anatomical sites (i.e.
outside B-cell zones, lining lymphatic structures and in sub-capsular areas), whereas we found that
CD163* cells in CLL TME are interspersed with tumoral cells, including those within proliferating
centers, and are significantly increased in numbers in the active phase of CLL (as defined by the
IWCLL2008 consensus criteria for therapy indication). Alterations in nodal architecture according to

disease stage have not been extensively studied to date, except for the measurement of proliferation

12

149



RESULTATS
I1.CD163: un nouveau marqueur pronostique relié au microenvironnement dans la leucémie lymphoide
chronique

center size in highly proliferating versus indolent CLL*2, By using confocal imaging techniques, we
found that CD68" cells were not always stained with CD163, while CD163" cells were largely CDG8".

The CD68 marker can also be expressed by non-myeloid cells™, so we hypothesized that CD68

staining might over-interpret the exact quantity of NLC in lymph nodes. This is the first time that
CD163* cell guantification has been linked to CLL proliferation (by Ki-67) within TME, urging an
assessment of easy-to-measure serum biomarkers mirroring this macrophage infiltration.
To this end, we compared soluble CDE8, HMGB1 and CD163 expression levels and found increased
quantities of all markers in CLL versus normal donors. Notably, we confirmed the increased sHMGB1
levels published by J.Gribben's group, suggesting the comparability of both studies. In a series of 92
CLL patients (naive to therapy), we were able to show that sCD163 levels are linked to well-
established adverse biological factors such as the presence of TP53 mutations (WOTCH1 mutational
status also tended to be associated with sCD163), IgHV mutational status, and complex karyotypes.
However, in our cochort sHMGB1 levels did not correlate neither with lymphocytosis nor disease
course. The only soluble factor that correlated with clinical outcome was sCD163. Indeed, using the
higher quartile (>1500ng/ml, calculated from ROC analysis for better specificity) to define the high
expression group, patients with high levels of sCD163 had a shorter TTNT, PFS, and OS post-
treatment. This result does not compare with sCD163 levels in a recently published study in a smaller
cohort, even if we apply their threshold (2.45mg/L)*. In this latter report, sCD163 was found to be
expressed at similar levels in both normal and CLL donors, making firm conclusions from that study.
Mareaver, in our dataset sCD163 was found to be independently associated with PFS and TTNT and
was the most powerful independent marker for TTNT (HR2.26, p=0.04) in our cohort. These data
reinforce the view that sCD163 is a unigue TAM-like NLC marker for CLL. Correlations between
sCD163 serum levels and disease stage have been reported in myeloma®* and melanoma'®, but not in
hepatocellular carcinoma®. These discrepancies in sCD163 likely reflect the impact of various
phenotypes of TAMSs (i.e. CD68" versus CD163") in various cancers.

In summary, we have demonstrated for the first time that CD163 and its soluble counterpart
sCD163 are the best markers for studying the clinical impact of NLC in vivo. Our data confirm that
cancer cells induce a specific differentiation transcription program in monocytes (autoclogous or

heterologous and across all patient samples tested). In CLL, like in follicular lymphoma or Hodgkin's
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lymphoma, a study of CD163* TAM-like NLCs or sCD163 should now be carried out in a bigger cohort

to validate the clinical impact of NLC in CLL disease course.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: CLL-NLCs have a close but distinct phenotype to HD-NLCs and Het-NLCs. (A) PBMCs
from CLL patients (left) or healthy donors (right) were cultured for 14 days, or sorted CD14* cells
isolated from healthy donor PBMCs were cultured for 14 days with sorted CD5* cells from the same
CLL patient to obtain Het-NLCs (center). (B) Flow cytometry analysis of the expression of different
markers. Marker MFI / isotype control MFI ratios are shown for CLL-NLCs (m), Het-NLCs (A) or HD-
NLCs (o) after 14 days of culture. (C) Percentage of viable CLL cells when cultured alone (x) or in co-
culture with CLL-NLCs (m), Het-NLCs (A ) or HD-NLCs (e) for 12 days (3 independent experiments).
(D) Percentage of viable healthy B-cells when cultured alone (x) or in co-culture with CLL-NLC (m), Het
-NLC (A) or HD-NLCs (e) for 12 days (3 independent experiments). (E) Flow cytometry analysis of the

expression of different markers. Marker MFI / isotype control MFI ratios are shown for CLL-NLCs (m),

Het-NLCs (A ) or HD-NLCs (e) after 14 days of culture. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 2: Location of CLL-NLC infiltration. (A) CD163* staining from one representative (n=7)
healthy donor lymph node tissue section. CD163* cells were present in the lymphatic sinuses and
along the sub-capsular area but were excluded from the germinal center remnants (pink) in the normal
lymph node (x200). (B) CD163* staining from one representative (n=27) CLL lymph node tissue
section. CD163* cells (brown) were spread throughout the parenchyma, infiltrating proliferation centers
(pink) in the CLL lymph node (x200). CD163* cells were stained with a CD163 antibody (brown) and
germinal center cells/proliferating CLL cells with a Ki-67 antibody (pink). (C) Tissue sections of CLL
lymph nodes were stained for CD68 (green) and CD163 (red) then viewed by confocal microscopy
revealed that CD68* cells are CD163* or CD163", suggesting staining of myeloid cells other than true
NLC, and therefore prompting the use of CD163 staining to track NLC in vivo (Bar = 50um). One
representative experiment (of 3) is shown. (D) Quantification (by ELISA testing) of soluble CD163
(left), soluble CD68 (center) or soluble HMGB1 (right) in serum from healthy donors (e) or CLL
patients (w) shows a significant increase of all three markers only in CLL patients (mirroring NLC-CLL
interactions in the TME). Soluble HMGB1 levels show very few disparities among patient samples,

while standard deviations of the CD163 and CD68 dosages are broader.
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Figure 3: Quantification of CD163* cells in CLL lymph nodes (LN) correlates with CLL
proliferation and active disease. (A) Representative pictures showing the density and distribution of
CD163* in CLL LN from two patients with indolent CLL (P#1 and #2), and two patients with therapy-
urging CLL (P#3 and #4) (x100). (B) According to disease aggressiveness, the number of CD163*
cells both outside and within proliferating centers significantly differs, suggesting that the number of
MNLC within the TME may be used for prognostication purposes. NLC were stained with a CD163
antibody (brown) and proliferation centers with a Ki-67 antibody (pink). Relative quantification of Ki-67*

cells or CD163* cells was made by two blinded separate analyses.

Figure 4: High soluble CD163 levels correlate with shorter time to next treatment (TTNT),
progression-free survival (PFS) and shorter overall survival (OS) post-treatment. (A-D) Kaplan-
Meier curves showing the probability of (A) treatment-free survival (TTFT), (B) PFS, (C) TTNT and (D)
OS post-treatment. (E-H) Kaplan-Meier curves showing the probability of (E) TTFT, (F) PFS, (G) TTNT
and (H) OS post-treatment for patients treated with FCR (fludarabine-cyclophosphamide-rituximab),
FC (fludarabine-cyclophosphamide) or PCR (pentostatine-cyclophosphamide-rituximab). CLL patients
were divided into groups of patients with low (<1500 ng/mL, blue curve) or high (>1500ng/mL, red

curve) levels of sCD163. These categories were determined by ROC curves.

21

158



RESULTATS
I1.CD163: un nouveau marqueur pronostique relié au microenvironnement dans la leucémie lymphoide

chronique
TABLE 1

Characteristics Category n (%)
Female 29 (30.9)

Sex
Male 65 (69.1)
A 38 (40.4)

Binet Stage B 29 (30.9)
c 22(234)
Mutated 44 (46.8)

IgHV statuts
Unmutated 38 (40.4)

Cytogenetics Tri12 13(13.9)
Del(13q) 29 (30.9)
Del(11q) 11 (11.7)
Del(17p) 6 (6.4)
Complex karyotype 15 (15.9)
SF3B1 5(5.3)

Recurrent mutations NOTCH1 14{14.9)
TP53 8(8.5)

Table 1: Clinical characteristics of 94 patients with CLL. Del: deletion, IgHV: immunoglobulin heavy

chain variable segment mutational status, tri 12: trisomy 12.
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TABLE 2
- Median sCD163p Median sCDG68 Median sHMGBA1
Characteristics Category (range) (CD163) (range) p (CD68) (range) p (HMGB1)
BBT .4 26.54 192.3
<65y
(326.4-2312) (10.1-26.5) (167.3-390.7)
lAge
985 28.14 190.7
>65y 0.6619 0.1918 0.482
(302-4944) (11.6-124.6) (160.7-274.0)
686 28.30 190.7
Female
(375.2-3427) (15.9-73.5) (160.7-274.0)
Sex
1098 26.16 190.7
Male 0.2586 0.3106 0.4563
(235-4944) (10.1-124.6) (167.3-390.7)
669 22.3 190.7
Mutated
(302-4344) (11.6-124.6) (160.7-274)
IgHV satus
1308 28.1 194
Unmutated 0.0031 0.3858 0.5336
(235-2662) (12.7-73.5) (167.3-390.7)
1227 252 180.7
Tri12 0.1152 0.8279 0.2823
(376-1558) (12.7-28.4) (174.0-197.3)
946 04 190.7
Del(13q) 0.7053 0.1632 0.9749
(375.2-2359) (15.9-68.9) (174.0-214.0)
597 311 200.7
Cytogenetics Del(11q) 0.6617 0.5963 0.4194
(565-4944) (15.9-52.9) (174-390.7)
1775 17.5 187.3
Del{17p) 0.0743 0.2142 0.4897
(995-1922) (15.5-19.4) (184.0-190.7)
184 18.4 189.0
E:r';‘:l';;e 0.0236 0.0799 0.1658
5(1162-1922) (15.5-19.4) (184.0-190.7)
1308 323 185.7
SF3B1 0.2611 0.5839 0.3607
(621.1-2298) (18.2-68.9) (167.3-204.0)
1562 3z2.8 197.3
e NOTCH1 0.0555 0.1399 0.0718
(416-4844) (12.7-52.9) (184.0-254.0)
1764 51 190.7
TP53 0.0093 0.4309 0.9766
(995-4944) (15.5-80.0) (180.7-204.0)
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Table 2: Correlation between levels of sCD163, sCD68 or sHMGB1 and established prognostic
markers in CLL. In our series, high sCD163 levels were found to be correlated with TP53 mutational
status, unmutated IgHY, and complex karyotypes, the three most predictive variables for survival (PFS
and OS) in CLL. A trend towards significance was also seen with del(17p) and NOTCH1 mutations,
Suggesting that these CLL cases modulate their TME towards an increase in CD163* cells. Del: deletion,

IgHV: immunoglobulin heavy chain variable segment mutational status, tri 12: trisomy 12.
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TABLE 3
A
Characteristics Category ] HR (95 CI) P
Wild type 55 Baseline
TP53
Mutated 7 0.77(0.43-5.21) 0.38
low (<1500 ng/mL) 57 Baseline
sCD163
high (>1500 ng/mL) 21 2.26 (1.04-4.91) 0.04
B
Characteristics Category n HR (95 ClI) P
Wild type 55 Baseline
TP53
Mutated 7 217 (0.74-9.11) 0.14
low (<1500 ng/mL) 57 Baseline
sCD163
high (>1500 ng/mL) 21 1.96 (0.96-4.00) 0.06

Table 3: Multivariate analysis of time to next treatment (A) and progression-free survival (B).
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 1: No relationship exists between sCD163 (left), sCD68 (center), sHMBG1
(right) and Binet Stage (A), lymphocytosis (B), or monocytosis (C). No relationship was found

between each of the soluble markers (D).
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Supplemental Table 1

Category Patients treated Madian TTFT, mo
All patients 78 38
A 27 54
Binet Stage B 28 30 0.01
C 22 225
IgHV status Mutated N 435
Linmuiated 38 25 0.1208
Tri 12 13 30 0.2778
Del{13q) 26 a2 0.4268
Del{6g) = = -
Cytogenetics tligH-Bei2) - = .
Dei{11q) 10 20 0.6592
Del{17p) 3 60 0.2814
Complax karyolype 14 27 0.5433
SF3B1 5 13 0.048
Recurrent mutations NOTCH1 13 38 0.8337
TP53 B 24 0.1606

Received treatment Patients treated (%)
All T8 (100)
Rituximab + fludarabine + cyclophosphamide 40 (51.29)
Rituximab + fludarabine 11 (14.11)
Rituximab + cyclophosphamide + dexamethasone B (10.27)
Rituximab + cyclophosphamide + pantostating 5(6.41)
Rituximab + bendamustine 3(3.84)
Gamcitabine + alentuzumab 3 (3.84)
Fludarabing + cyclophosphamide + alenfuzumab 2{2.56)
Rituximab + chlorambucil 1{1.28)
Rituximab + mini CHOP (cyclophosphamide + hydroxyadriamycine + vincristine + predinsona) 1{1.28)
Rituximab mini CHV (cyclophosmamide + hydroxyadriamcycing + etoposide) 1(1.28)
Chiorambucil 1{1.28)
Fludarabing + cyclophosphamide 1(1.28)
Mini CHOP 1({1.28)

Supplemental Table 1: Time to first treatment (TTFT) according to the different prognostic
subgroups and breakdown of drugs received at the first treatment. In our series, only B/C Binet
stage or the presence of the SF3B7 mutation correlated with shorter TTFT. Del: deletion, IgHV:

immunoglobulin heavy chain variable segment mutational status, tri 12: tisomy 12.
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a
Characteristics Category
All patients 78 24 48
A 28 10 54
el Stege B8 26 10 61 0.27
C 20 14 31 0.1
IgHV status Mutpied 29 13 9
Linmutabed 38 19 45 0.8
Tr 12 13 7 24 0.09
Cylogenetics Del{13q) 26 13 36 0.83
Del{11g) 9 4 36 0.55
Del(17p) 3 2 30 0.29
Complax
Karyotype 14 T 30 0.67
Recurrent SF381 5 4 45 0.47
mutaions voTeH! 12 8 39 0.42
TP53 7 4 20 0.049
h Characteristics Category Patienis Madian PFS
relaspsaed Mo
All pabents T3 10 39
A 27 10 B0
Binet Stage B 26 14 42
C 20 14 Ky 0.26
Mutated 29 14 48
IgHV status
Unmutated 38 23 38 0.59
Tri 12 13 B 18 0.39
o Del{13q) 26 16 30 049
ylogenetics
Del{11q) 9 38 0.83
Del17p) 3 18 0.23
Complax
14 8 21 0.86
karyotype
SFiB1 5 4 3 0.72
Recurrent
mukelions NOTCH1 12 8 24 D.22
TP53 7 4 6 0.025

Supplemental Table 2: Time to next treatment (TTNT) (A) or progression-free survival (PFS) (B)
according to the different prognostic subgroups. In our series, only the presence of the TP53
mutation correlated with shorter PFS and shorter TTNT. Del: deletion, IgHY: immunoglobulin heavy

chain variable segment mutational status, tri 12: tisomy 12.
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I11. Les « nurse-like » cells favorisent la résistance a I’ibrutinib dans
la leucémie lymphoide chronique

Au cours de I’étude précédente, nous avons montré que les NLC ont un impact
pronostique chez les patients traités par chimiothérapie classique. Or, comme nous 1’avons vu
précédemment, de nouvelles thérapies ciblées ont été développées dans le traitement de la LLC
(LLE.5.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®) et I.E.5.2 Idelalisib (Zydelig ®)). Dans la majorité des cas,
les patients traités rechutent, cela ne pouvant pas seulement s’expliquer par 1’émergence de
clones mutants résistants a 1’ibrutinib. Nous avons donc émis I’hypothése que cette rechute
pouvait, en partie, étre expliquée par les effets protecteurs du microenvironnement sur les

cellules leucémiques.

Dans ce travail, nous avons étudié 1’effet du traitement par ibrutinib sur la différenciation des
monocytes en NLC, leur phénotype et leur capacité a favoriser la survie des cellules
leucémiques. Enfin, in vitro, nous avons étudié 1’effet chimioprotecteur des NLC sur les cellules
leucémiques vis-a-vis des principales thérapies utilisées dans la LLC a savoir le rituximab, le

dasatinib, la bendamustine, 1’idélalisib, le vénétoclax et ’ibrutinib, seul ou en combinaison.

Ce travail a été partiellement présenté lors de la session poster de I’ASH en 2014 et a été accepté

chez Blood Cancer Journal en 2015.
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is one of the most common B-cell malignancies in adults,
characterized by an accumulation of monoclonal CD5* mature B-cells in lymphoid tissues and
peripheral blood (PB). Clonal expansion and invasive migration typically lead to CLL cell involvement

in the lymph nodes (LNs), spleen and bone marrow’.

Signaling from the B-cell antigen receptor (BCR) regulates muiltiple cellular processes in CLL
cells, such as proliferation, differentiation, apoptosis, and cell migrationZ. Bruton tyrosine kinase (BTK),
a member of the Tec kinase family, is a signaling molecule positioned early on the BCR signaling
cascade, in close proximity to Syk and phosphoinositide 3-kinase delta (PI3K3). Ibrutinib is a selective
and irreversible BTK inhibitor which inactivates this kinase through covalent binding to Cys-481 in its
ATP-binding domain?. It is widely used in CLL chemotherapy regimens and produces remarkable
initial responses in patients with relapsed and refractory CLL. Indeed, ibrutinib not only induces early
CLL cell apoptosis in tissues, but also the redistribution of tissue-resident CLL cells into the peripheral
blood with a rapid resolution of enlarged LNs, the improvement of cytopenia (potentially due to egress
from the bone marrow (BM)) and a surge in lymphocytosis*. The emergence of ibrutinib-resistant BTK
mutants has been observed in a subset of patients with prolonged exposure to this drug, although
such mutants alone cannot account for the rapid disease progression and lack of complete response
seen in virtually all CLL patients®. The tumor microenvironment (TME) has been widely shown to be
critical for tumor cell survival, chemoresistance, homing and proliferation® 7. The TME is a complex
milieu made up of extracellular matrix, chemokines, cytokines, non-malignant cells including CD4*
helper T-cells, mesenchymal stromal cells® and nurse-like cells (NLC)% '°. The persistence of CLL
TME interactions despite ongoing therapy may contribute to relapse and thus could play a role in
ibrutinib resistance. Although the induction of CLL apoptosis has been reported with high
concentrations of ibrutinib despite co-culture with NLC'", at clinically-achievable concentrations, i.e.
0.1-0.4 uM, ibrutinib-induced apoptosis in CLL cells was blocked in vitro by HS-5 or NKTert stromal
cell lines'. The CD68* CD163* NLC subset of macrophage cells have been described as tumor-
associated macrophages (TAM) in CLL and are found in various tumoral niches (lymph nodes, spleen,
bone marrow)'?: '3 Little is known on how anti-leukemic agents impact on drug-exposed patient
monocytes in vivo, and whether this translates into a perturbed NLC differentiation program and
reduced CLL survival in vitro. In this work, we raise the hypothesis that ibrutinib resistance arises from

its lack of efficiency in blocking CLL-monocyte interactions in ibrutinib-treated patients, leaving NLC
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induction and pro-survival capacities unaffected and thus emphasizing the role of the TME in
persistent residual disease.

In this study, we report for the first time that (i) ibrutinib does not induce detectable NLC
egress into the bloodstream, (ii) monocytes remain miseducated to differentiate into fully-functional

NLC by CLL cells in ibrutinib-treated patients, and (iii) these NLC efficiently promote CLL survival.

Ibrutinib induces an egress of CLL cells from their resident tissue niches into the blood?,
therefore we first wondered if such a re-localization would also be observed for NLC. We analyzed
freshly-isolated peripheral blood mononuclear cells (FBMC) from ibrutinib-exposed relapsed CLL
patients (420 mg/d). As shown in Figure 1a, CD14* monocytes did not express the NLC marker
CD163 at the time of blood sampling, similar to what has been shown in untreated patients'®., This
suggested that ibrutinib does not induce the egress of fully-differentiated NLC from niches, leaving a
potential capacity for their interaction with residual CLL cells. We then cultured PBEMCs from ibrutinib-
treated patients to assess NLC morphology and phenoctype at day 15. Indeed, in vitro culture of PBMC
from CLL patients lead to the differentiation of monocytes in NLC. NLC morphology did not differ
between ibrutinib-exposed and non-exposed PEMCs (not shown). Accordingly, the expression levels
of many cell surface markers were comparable, including CD14, CD68, CD163, CD33 and CD11b'% 13
(Figure 1b). To investigate further, we determined the functional capacity of NLC in vitro generated
from PBMC of ibrutinib-treated patients. Interestingly, NLC obtained in vifro from ibrutinib-treated
patients promoted in vitro CLL cell survival (Figure 1c) as well as that of NLC from untreated patients
(Figure 1d). Moreover, in the absence of NLC, CLL cells cultivated from ibrutinib-treated patients were
more sensitive to apoptosis compared to CLL cells from untreated patients (Figure 1d). Altogether,
these results show that ibrutinib treatment does not alter the capacity of CLL cells to induce monocyte

differentiation into NLC, suggesting that this process is BTK-independent.

Next, we evaluated the chemoprotective effects of NLC from untreated patients against a
variety of anti-leukemic agents: rituximab (10 pg/mL), bendamustin (10 pM), dasatinib (30 nM),
idelalisib (4 pM), venetoclax (ABT-199) (0.5 nM) and ibrutinib (0.5 puM). After a week of coculturing
patient CLL cell with NLC, CLL viability was measured. To make sure that the in vitro data were
relevant, drug concentrations were chosen according to the maximum achievable concentrations
reported in clinical trials. At these selected doses, apoptosis was detectable for all anti-leukemic

agents when CLL cells were treated without NLC, with the expected inter-patient heterogeneity (Figure

3
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2a). However, apoptosis induced by ibrutinib was significantly rescued by co-culture of CLL cells with
NLC, a protective effect that was not observed with rituximab, bendamustin, dasatinib, venetoclax or
idelalisib (Figure 2a). Interestingly, this protective effect of NLC seemed to be dependent on the
concentration of ibrutinib used. Indeed, in accordance with the results of Herman et al.’!, NLC were
unable to protect CLL cells against a high concentration of ibrutinib (10 uM) whereas at a clinically-
relevant concentration (0.5 pM) NLC induced ibrutinib resistance, as observed with a stromal cell line??
(Figure 2b). Finally, we tested the combination efficacy of bendamustin (10 pM) with idelalisib (4 pM)
or ibrutinib (0.5 pM) on CLL cell death when cultured with or without NLC. The addition of idelalisib or
ibrutinib improved cell death induced by bendamustin irrespective of NLC suppoert (Figure 2c-d). Thus,

the chemoprotective effect induced by NLC in ibrutinib-treated patients was lost upon co-treatment

with bendamustin (Figure 2d).

Together, our in vitro experiments suggest that the pro-apoptotic effects of ibrutinib may be at
least partially rescued by NLC present in the TME. Combination studies warrant further thorough
analysis from in wvifro co-culture studies since our data support recent clinical evidence of the
superiority of R-bendamustine-ibrutinib combination treatment in relapsed patients. Furthermore, our
results show that venetoclax, a Bel-2 antagonist with cytotoxic effects against CLL cells, is active in the

presence of NLC, suggesting that this compound can effectively replace bendamustin in combination

studies.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: In vive ibrutinib treatment does not hamper NLC phenotype and function. A) NLC
were absent from the peripheral blood during ibrutinib treatment at the time of blood sampling (left;
before ibrutinib treatment, center and right: 15 days and 30 days of ibrutinib treatment, respectively).
(Representative results from 5 independent experiments). B) Flow cytometry analysis of the
expression of CD14, CD163, CD68, CD11b and CD33 by NLC before (day 0, D0) or after ibrutinib
treatment of the patient for the times shown (15 days or 1, 3, or 12 months), compared to isotype
control (grey) after 15 days of differentiation. (Representative results from 5 independent
experiments). C) Percentage viability of CLL cells from ibrutinib-treated patients when cultured alone
(black line) or with their own NLC (grey line). (Data taken from 5 independent experiments). D)
Percentage viability of CLL cells from untreated or ibrutinib-treated patients after 12 days of culture
either alone or in the presence of NLC from untreated or ibrutinib-treated patients. (Data taken from 5

independent experiments for ibrutinib-treated patients, 7 independent experiments for untreated

patients). (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Figure 2: NLC protect CLL cell survival against ibrutinib at clinical concentrations in vitro. A)
Percentage viability of CLL cells after 7 days of culture either alone or in the presence of NLC treated
or not (untreated, UT) with the indicated drugs. B) Percentage viability of CLL cells after 7 days of
culture either alone or in the presence of NLC treated or not (UT) with ibrutinib at the indicated
concentrations. (Data taken from 8 independent experiments for each indicated drug). (C) Percentage
viability of CLL cells after 7 days of culture either alone or in the presence of NLC treated or not (UT)
with bendamustin, idelalisib or both. (Data taken from & independent experiments for each indicated
drug). (D) Percentage viability of CLL cells after 7 days of culture either alone or in the presence of

NLC treated or not (UT) with bendamustin, ibrutinib or both. (Data taken from 8 independent

experiments for each indicated drug). (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 2
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IVV. LFA-3 : facteur clé des interactions entre cellules leucémiques
et « nurse-like » cells dans la leucémie lymphoide chronique

L’ensemble des résultats précédents présente les NLC comme de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles pour de nouveaux traitements dans la LLC. Comme nous 1’avons vu
précédemment, les NLC n’expriment pas de marqueur spécifique, la stratégie consistant a en
faire une cible thérapeutique directe provoquerait sans doute de fortes toxicités. C’est pourquoi
nous avons plutdt décidé de nous focaliser sur la perturbation des interactions entre NLC et

cellules leucémiques.

Dans ce travail, nous avons tout d’abord observé I’influence du contact entre NLC et
cellules leucémiques sur la survie de ces derniéres. Nous avons ensuite mis en évidence les
couples moléculaires potentiellement impliqués grace a une approche transcriptomique. Puis
nous avons confirmé I’implication des couples moléculaires ainsi obtenus et leurs influences

sur la survie des cellules leucémiques cultivées avec des NLC et sur leurs voies de signalisation.

Ce travail fut présenté lors d’une conférence orale a Paris en 2014 lors de la Journée
Jeune Expert de la LLC et lors de la session poster a I’ASH en 2014. Il est actuellement soumis

a Blood.
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INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by an accumulation of monoclonal CD5* mature

B-cells in lymphoid tissues, bone marrow and peripheral blood 1. Before circulating, CLL cells proliferate in
proliferation centers of lymph nodes where they are in intimate proximity with the surrounding tumor
microenvironment (TME) Z4. The TME is critical for CLL cells survival including resistance to drug therapy &, It
consists of extracellular matrix, chemokines, cytokines, non-malignant cells including CD4* helper T-cells ,
mesenchymal stromal cells 7 and monocyte-derived cells known as ‘nurse-like cells’, (NLC) & NLC represent
in CLL the counterpart of tumour associated macrophages (TAMs) in solid cancer 8'°. Like TAMs, NLC display
a predominately M2 phenotype with the expression of CD14, CD11b, CDE8, HLA class Il and CD163
molecules *''. In several cancers, TAMs are able to promote tumour cells survival in a direct manner 212 or
through the immunomodulation of the immune system '€, Moreover, TAMs can induce tumour resistance to
several chemotherapies including cyclophosphamide, methotrexate, S-flurouracile and paclitaxel 7%, In a
lymphoma context, high lymphoma associated macrophages content in the microenvironment is associated
with the aggressiveness of the disease . Moreover, NLC infiltration in LNs is associated with CLL course
disease “'. In long-term in vifro cultures of peripheral blood menonuclear cells (PEMCs) from CLL patients,
MLCs have been shown to protect CLL cells from spontaneous apoptosis via CXCL12 22 or the BAFF/ APRIL
couple #, and indirectly via CCL3 or CCL4 . However, additional factors must be involved in this protection,

when soluble factors only partially protect CLL cells from apoptosis.

We therefore hypothesized that in addition to soluble factors, contacts between CLL cells and NLC
could be essential to support CLL cells survival in vitro. Indeed, some studies have shown in follicular
lymphoma a supporting role of cell-cell interactions between lymphoma cells and lymphoma associated
macrophages for the neoplasic B cells growth 202425 Moreover, TAMs protect both myeloma cell lines and
primary myeloma cells from spontaneous and chemotherapy drug-induced apoptosis in a strict contact
dependant manner . In CLL, one controversial study showed a contribution of the CD38 binding to CD31
expressed by NLC, to the anti-apoptotic state of CLL cells #728, Thus, contribution of CLL cells - NLC

interactions to the CLL cells survival remains unclear.

In this study, we investigated these interactions at a molecular level. First, we used an approach based
on a gene's transcriptomic screening of surface molecules on NLC and CLL cells. We found that the LFA-3
(lymphocytes function-associated antigen 3)/CD2 axis was involved in the CLL cells survival in an AKT-
dependant pathway, when other couples as LFA-1/ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) or CD38/CD31

were not involved in the sustaining of CLL cells survival. Then, we wondered if the level of LFA-3 expression
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by CLL cells could be correlated to the overall survival. Actually, we showed that LFA-3 was more expressed

by CLL cells compared to healthy B lymphocytes and that high level of soluble LFA-3 in the serum of patients
with CLL was associated with a shorter overall survival.
These novel finding demonstrate the importance of the LFA-3 molecule for the CLL cells survival through

protective interactions with CD2 on NLC and its high release in serum of patients with a bad prognosis.
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MATERIALS AND METHODS

Cells preparation and culture

Blood samples were obtained after informed consent and stored at the HIMIP collection. According to the
French law, HIMIP collection has been declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-
307 collection 1) and obtained a transfer agreement (AC 2008-129) after approbation by the “Comite de
Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer I1” (ethical committee). Clinical and biological annotations
of samples have been declared to the CNIL (Comité National Informatique et Libertés, i.e. Data processing

and Liberties National Committee).

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC), isolated by density-gradient centrifugation from blood samples
of CLL patients or healthy donors (HD). To generated NLC, Peripherical Blood Mononuclear Cells (PEMC)
from CLL patients were cultured (107/mL) as previously described ®. Before each experiments, CLL cells were
separated from NLC by vigorous pipetting (purity of CLL cells and NLC checked by flow cytometry). When

NLC were analyzed, they were collected using scraper.

Determination of IGHV status, FISH abnormalities and recurrent mutations

Fluorescence in situ hybridization (FISH) and IgHV mutational analysis, were realized at the University Hospital

of Purpan,

The mutation hotspots of the TP53 (exons 4-9; RefSeq NM_000546.5), SF3B1 (exons 14, 15, 16; RefSeq
NM_012433.2) and NOTCH7 (exon 34; RefSeq NM_017617.2) genes were screened by polymerase chain
reaction (PCR), followed by high resolution fusion in 10 pL on a LightCycler LC 480 (Roche, Basel,
Switzerland) (details of primers are provided in Supplemental Table 1). For TP53 and SF3B1, recurrent
mutations were validated by Sanger sequencing (3130 XL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City,
CA) of positive amplicons. For patients with a 17p deletion, TP53 Sanger sequencing was systematically
performed. The recurrent mutation delCT of NOTCHT (c.7544_7545delCT) was validated by capillary

electrophoresis of amplicons. TP53 mutations and/or TP53 deletion were pooled together as TP53 alterations.

CLL cells viability
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Sera used were obtained from patients. Peripheral blood samples were drawn using BD Vacutainer (BD
Biosciences), and serum was collected after centrifugation and stored at -80°C before use. ELISA from soluble:
LFA-3 (sLFA-3) (Cusabio, Wuhan, Hubei Province, China) was realized according to the manufacturer

recommendations on Patient's serum or on age matched healthy donors’ serum.

Statistics

Data shown represent mean + SEM with * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005. Data of transcriptomic analysis were
analyzed using unpaired two-tailed Student’s t-test with a Welsh correction. Cell viability was analyzed using
a paired two-way Anova test. Data of trogocytosis experiments were analyzed using paired two-tailed Student's.
t-test. CLL cell survival experiments were analyzed using paired one-tailed Student's t-test.

The overall survival post-treatment (OS) was defined as the time from the first treatment to the date of death
if patients died or censored on the last visit. OS post treatment were estimated by the method of Kaplan-Meier

and assessed by the log-rank test.
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RESULTS

NLC protect CLL cells from in vifro apoptosis in a contact dependent manner

The protective effect of NLC for CLL cells survival in vitro was shown as partially explained by soluble
factors (SDF1, CCL3, CCL4,) produced by NLC %5 To go further in the elucidation of the mechanism, we
investigated if CLL survival was also dependent on the contact with NLC. Thus, we performed co-cultures of
CLL cells, isolated from patients, with NLC separated or not by a Transwell membrane. NLC were obtained
beforehand by an in vitro culture of PBMC from CLL patients '°. We measured the viability percentage of CLL
cells every two days for 12 days. As expected, the presence of NLC in the culture increased the viability of
CLL cells; however their separation with a Transwell membrane led to a decreased of the viable CLL cells
percentage (Figure 1). Thus, in addition to protective soluble factors production, NLC protect CLL cells from
apoptosis in a contact dependent manner.

Then, in order to determine the molecular mechanism of this pro-survival interaction, we analyzed first
the strength of the contact between CLL cells and NLC. For this purpose, we used the trogocytosis test which
reflects specific and strong interactions between two cells through an exchange of membrane patches between
the two cells. To analyze this exchange, after 14 days of culture of CLL patient's PBMC, CLL cells were
discarded from the culture and labeled with the intracellular red marker, CMTMR. NLC which were adherent
to the bottom of the well, were stained with the stable green membrane marker, PKH-67. After co-culture of
red CLL cells and green NLC, acquisition of green PKH-67 by CLL cells from PKH-67* NLC was analyzed by
confocal microscopy and flow cytometry. We showed an acquisition of green fluorescence (increase of PKH-
67 MFI) by CLL cells after 4h of contact with PKH-67* NLC while no transfer were visualized after only 5 min.
This was visualized by confocal microscopy (Figure 2A) and measured by flow cytometry (Figure 2B). Then,
we performed the same experiment with a pretreatment with different inhibitors known to prevent trogocytosis.
Actually, trogocytosis is an active phenomenon dependent on the actine cytoskeleton, the PI3K signaling and
the temperature *'%2, We showed here, a decrease of PKHE7 MFI expressed by CLL cells after 4h of co-culture
with NLC at 4°C or in the presence of cytochalasin D or SU6636 but no impact of the treatment by LY294002
or wortmaninn (Figure 2C and 2D). Trogocytosis of NLC by CLL cells is thus dependent on src kinases and
actin polymerization but independent on PI3K.

CLL cells are thus protected from in vitro apoptosis by NLC and are able to trogocyte NLC.
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impact of the CD2 blocking on the CLL cells viability in contact with NLC. The figure 6D shows a strictly identical
decrease of the viable CLL cells percentage either with anti-LFA-3 or with anti-CD2 compared to the control
antibody or the untreated conditions. In addition, we checked the non-toxicity of the anti-LFA-3 antibody to
healthy PBMC by the measure of the viability percentage of B lymphocytes, CD4 T and CD8 T lymphocytes
cultivated for seven days in the presence of the anti-LFA-3 antibody (Figure SE).

MLC protect partially CLL cells from apoptosis thanks to a contact through the interaction between LFA-3 and

cD2.

LFA-3 induce AKT phosphorylation on S473 in CLL cells during the contact with NLC

AKT being activated during the protection against apoptesis of CLL cells by NLC #23, we analyzed by
flow cytometry the phosphorylation level of AKT in CLL cells following the blocking of NLC / CLL cells
interactions with the anti-LFA-3. The figure 6A shows a basal expression of AKT and p-AKT in CLL cells alone
which is not medified by the presence of the anti-LFA-3 antibody or by the contact with NLC for 4 hours (Figure
6B, untreated condition: UT). However, LFA-3 blocking in the co-culture NLC / CLL cells induced a decrease
of the expression in CLL cells of p-AKT on S473 but not on T308, reflecting a decrease of AKT activation
(Figure 6B). As expected, blocking of ICAM-1 or CD31 didn't decrease the AKT activation after 4 hours of
contact (Figure 6C and 6D). NLC also protecting CLL cells against apoptosis through the activation of ERK 23
or the BCR pathways 5. However, we showed that blocking of LFA-3, ICAM-1 and CD31 didn't affect the BTK,
SYK or ERK activation with no modification of the expression by CLL cells of p-BTK, p-SYK or p-ERK after 4

hours of contact with NLC, indicating that the ERK and BCR pathways are not involved (Supl figure 1).

Altogether, our results showed that LFA-3 and CD2 interaction orchestrate the pro-survival effect of

NLC on CLL cells through an AKT-dependant pathway.

CLL patients with high level of soluble LFA-3 in serum are associated with poor overall survival post-
treatment.

LFA-3 can be released as a soluble factor with a modified rate in some pathology such as Hodgkin
Iymphomas or hepatitis *°. We tested thus the LFA-3 rate in CLL patients and analyzed its clinical impact. First,
we compared the membrane expression of LFA-3 by CLL cells to that of healthy B lymphocytes. We found
that CLL cells of 40 patients expressed much more LFA-3 than healthy B lymphocytes (Figure 7A). Moreover,
this expression was not correlated with established prognosis markers such as Binet stage, karyotype

abnormalities and IgHV status {not shown).
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Then, we analyzed the amount of soluble LFA-3 (sLFA-3) in the serum of 71 untreated CLL patients
(described in Supp table 3 and 4) compared to the serum of age-matched healthy donors. The figure 7B shows
no significant difference of sLFA-3 concentration in serum of CLL patients compared to healthy donors.
However, association analysis between sLFA-3 levels and previously established prognostic markers revealed
only a correlation between high level of sLFA-3 and del(17p) (Supl table 5).

Out of the 71 patients included in our study, 60 required treatment according to IWCLL2008 criteria for active
disease. At the time of therapy, overall survival post-treatment (OS) was calculated from day 1 cycle 1. We
used a ROC analysis to study which threshold of soluble factor level better defined prognosis and determined
this at 16.7 ng/mL. Then, log rank test showed that patients with high level of sLFA-3 presented a significantly

shorter OS post-treatment than patients with low level (p= 0.0422) (Figure 7C).

LFA-3 is thus more expressed by CLL cells compared to healthy B lymphocytes and high level of sLFA-3 is

associated with a bad prognosis for CLL patients.
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DISCUSSION

MNLC, specific TAM in CLL disease, were found to sustain partially CLL cells survival through soluble factors
as CXCL12 &% or BAFF and APRIL #. To go further in the defining of the mechanism of the pro-survival effect
of NLC, we investigated the interactions between NLC and CLL cells and their molecular determinants. First,
we showed that separation of NLC from CLL cells by a Transwell system led to a decrease of the CLL cells
survival in in vitro culture. Actually, strong and specific interactions revealed by trogocytosis of NLC by CLL
cells were involved in the protection of CLL cells against in vifro apoptosis. So, we searched the molecular
determinants of these interactions with a gene's transcriptomic screening of surface molecules on NLC and
CLL cells. We focused on adhesion-related genes and found up-regulation of several genes in NLC vs healthy
monocytes and in CLL cells vs healthy B lymphocytes corresponding to different adhesion molecules. Analysis
by flow cytometry of the proteins expression revealed a co-expression by NLC and CLL cells of the LFA-
11CAM-1 and CD38/CD31 couples, and an expression of LFA-3 by CLL cells and CD2 by NLC. However, the
only blockade of LFA-3 or CD2 had an impact on the CLL survival. Actually, blockade with an antibody against
LFA-3 decreased the contact between CLL cells and NLC and antagonized the pro-survival effect of NLC on
CLL cells in vitro when blockade of ICAM-1 or CD31 had no impact on the viability of CLL cells. Indeed, we
didn't find the contribution of the interaction CD38/CD31 as previously described #7. Interestingly, LFA-3
blocking totally inhibited the pro-survival effect of NLC on CLL cells suggesting that soluble factors which were
described as involved in the survival mechanism 2222% might be produced following the contact between CLL
cells and NLC.

CD2 / LFA-3 interaction was already described in the literature as crucial in the immune responses and notably
in the stabilisation of the immune synapse between T lymphocytes and antigen presenting cells or in the natural
killer cells cross-talk, essential to their effector functions development 33 However, it's the first time that
interactions between CLL cells and NLC through LFA-3 / CD2 were shown as involved in the protection of the
CLL cells survival. CLL cells over-expressing LFA-3, their binding with NLC could therefore be facilitated and
could also contribute to the reduction of the engagement of CLL cells in the immunclogical synapse with T
cells reinforcing the deficiency of effector T cells cytotoxic effect in CLL 940,

Furthermore, LFA-3 can be shaved from the surface by specific phospholipases ' but its level in the serum of
patients was not correlated in our cohort with the lymphocytosis. However, we found a correlation between
high level of sLFA-3 and shorter OS post-treatment which might be link to the immunosuppressive properties
of this factor inhibiting T cell proliferation as described in the literature ***, High sLFA-3 concentration was

already found increased in patients with liver cirrhosis and with hepatocellular carcinomas compared to healthy
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donors *5, while insufficient release of this molecule in patients with rheumatoid arthritis might result in T cell
accumulation and perpetuation of inflammation 46, LFA-3 could be thus considered as a natural inhibitor of T-

cell activation in CLL pathology as demonstrated in Hodgkin's disease *7.

In conclusion, our results demonstrated an important role of LFA-3 in CLL with the correlation of its
level in the serum of patients and a bad prognosis, and its involvement in the pro-survival interactions with
NLC. Despite the lack of specificity of LFA-3, neutralizing NLC in CLL is still a promising runway to find news

therapeutic target in CLL.
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FIGURES LEGEND

Figure 1: NLC protect CLL cells from in vitro apoptosis in a contact dependent manner. Viability
percentage of CLL cells cultured alone (®) or with NLC separated with a Transwell (Tw) membrane (l) or not

(4) for 12 days (7 independent experiments).

Figure 2: Strong and specific interactions between NLC and CLL cells dependent of Src kinases and
actin polymerisation. PKH-67 (green) acquisition by CLL cells (red) after 5 min or 4h of contact with PKH67*
NLC observed: A. by confocal microscopy at 37°C (left: 5 min of contact, right: 4 h of contact), B. by flow
cytometry at 37°C (ratio of PKH67 MFI at 4 hour vs PKH67 MFI at 5 min, 11 independent experiments), C-D.
by flow cytometry at 4°C or in the presence of different inhibitors (C: one representative experiment. D: 9
independent experiments, ratio PKH67 MFI at 4h with inhibitor treatment vs PKH67 MF| at 4h without treatment

(UT)).

Figure 3: Expression of adhesion membrane proteins by NLC and CLL cells. Gene's transcriptomic
screening of molecules expressed on cell membrane involved in adhesion phenomenon. Based on KEGG list
of adhesion phenomenon, comparison of genes of NLC (from 19 CLL patients) to genes of healthy donors
(HD) monocytes (from 5 healthy donors) (A) and genes of CLL cells (from 41 CLL patients) to genes of HD B
lymphocytes (from 11 healthy donors) (B). Flow cytometry analysis of adhesion molecules expressed by NLC

(upper) and by CLL cells (lower) (C).

Figure 4: LFA-3 is involved in the NLC / CLL cells contact. Representative experiment (left) or cumulative
histogram (right) of PKH67 acquisition by CLL cells treated or not (UT) by blocking antibodies or by respective
isotypic control antibodies (ctrl Ab) after 5 min or 4h of contact with PKHE67* NLC, measured by flow cytometry
(ratio PKHE7 MFI| vs PKH67 MFI UT 5 min). A. anti-LFA3 (12 independent experiments). B. anti-ICAM-1 (10

independent experiments). C. anti-CD31 (10 independent experiments).

Figure 5: NLC protect CLL cells from apoptosis by contact through LFA-3. Viability percentage of CLL
cells after 7 days of culture alone or in the presence of NLC treated or not (UT), by a blocking antibody (anti-

LFA-3 (A), anti-ICAM-1 (B) or anti-CD31 (C)) or the respective control antibody (8 independent
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experiments).(D) Viability percentage of CLL cells after 7 days in culture with NLC treated or not (UT) by

blocking antibody (anti-LFA-3 or anti-CD2) or the respective control antibody (8 independent experiments). (E)
Viability percentage of B lymphocytes (left), T CD4* (center) or T CD8* cells (right) for 7 days of culture treated

or not (UT) by blocking anti-LFA-3 or the control antibody (4 independent experiments).

Figure 6: Contact of CLL with NLC through LFA-3 is dependent on AKT phosphorylation on 5473 in
CLL cells. A. Expression of signalling proteins by CLL cells alone treated or not (UT) by a blockinganti-LFA-3
or the control antibody, measured by flow cytometry and compared to the respective isotopic control (IC).
Expression of signaling proteins by CLL cells after a 4 hours of contact with NLC treated or not (UT) by anti-
LFA-3 (B), anti-ICAM-1 (C) or anti-CD31 (D), or with the respective control antibody (B,C,D), measured by

flow cytometry and compared to the respective isotopic control (IC). Greyscale bar: MFI.

Figure 7: High level of soluble LFA-3 in serum of CLL patients associated with poor overall survival A.
Expression of membrane LFA-3 by B lymphocytes of healthy donors (B-HD, n = 25) and by CLL cells (n = 40)
measured by flow cytometry (ratio: LFA-3 MFI / isotopic control MFI). B. Elisa test of soluble LFA-3 in serum
from healthy donors (n = 9) or CLL patients (n = 71). C. Kaplan-Meier curves showing the probability of overall
survival since the first treatment. CLL patients were divided into two groups according to the level of sLFA-3 {,

cut-off = 16.7 ng/mL}): low sLFA-3 (blue) and high sLFA-3 (red).
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Figure 6
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Supplemental Table 1

Gene Exon Details
TP53 Exon 4 S: CTGCACCAGCAGCTCCTACA
AS : CAGGCATTGAAGTCTCATGGAA
Exon 5 S CAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTAC
AS : GTCGTCTCTCCAGCCCCAGC
Exon 6 S:CCTCTGATTCCTCACTGATTGC
AS : CTTAACCCCTCCTCCCAGAG
Exon 7 S: CCTCATCTTGGGCCTGTGTTA
AS : GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
Exon 8 S:TTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGA
| AS : GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
Exon 9 S:CCTTTCCTTGCCTCTTTCCT
| AS : CCACTTGATAAGAGGTCCCAAG
Exon 10 S: TCCCCCTCCTCTGTTGCT
AS : GAATCCTATGGCTTTCCAACCTAG
SF3B1 Exon 14 S: GTCTGGCTACTATGATCTCTACCATGA
AS : GATGTGGCAAGATGGCACAG
Exon 15 S TGAATAGTTGATATATTGAGAGAATCTGGA
AS : AGGTAATTGGTGGATTTACCTTTCC
Exon 16 S TGTGTTAAAGCCTTTATGGAAGGGTAT
. . | AS : ACATATCCAGTTTACATTAACAAATCTGGA
NOTCH1 Exon 34 S GTGACCGCAGCCCAGTTC

AS . GGCGATCTGGGACTGCAT

Supplemental Table S1 Details of primers (S: sense, AS: antisense).
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Supplemental Table 2

A

Symbol Description FO:?Q;?:SQE p value
HTR2B HTR2B:5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B 1.82 1.45E-05
HLA-DMB HLA-DMB:major histocompatibility complex, class Il, DM beta 1.76 1.02E-05
VCAM1 VCAM1:vascular cell adhesion molecule 1 1.72 9.74E-05
VCL VCL:vinculin 1.65 2.53E-07
HLA-DMA HLA-DMA:major histocompatibility complex, class I, DM alpha 1.60 3.02E-04
ITGBS ITGBS:integrin, beta 5 1.59 2.09E-05
ITGAB ITGAB:integrin, alpha 6 1.57 5.71E-05
CD2s CD28:CD28 molecule 1.52 7.14E-05
CD276 CD276:CD276 molecule 1.48 1.06E-07
ITGAM ITGAM:integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit) 1.48 2.59E-04
F11R F11R:F11 receptor 1.47 4.90E-06
PECAM1 PECAM1 platelet/endothelial cell adhesion molecule (CD31 antigen) 1.47 1.51E-05
ITGB2 ITGBZ:integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit) 1.47 1.40E-03
SELPLG SELPLG:selectin P ligand 1.38 8.93E-08
EPB41 EPB41:erythrocyte membrane protein band 4.1 (elliptocytosis 1, RH-linked) 1.36 1.14E-04
ITGA4 ITGA4:integrin, alpha 4 (antigen CD48D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) 1.34 2.14E-03
HLA-DQB1 HLA-DQB1:major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 1.34 6.76E-03
cDz2 CD2:CD2 molecule 1.32 4.72E-04
ITGA3 ITGA3:integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor) 1.3 1.03E-04
CD86 CD86:CD86 molecule 1.30 5.62E-04
HLA-DPE1 HLA-DPB1:major histocompatibility complex, class I, DP beta 1 1.30 1.03E-03
HLA-DOA HLA-DOA:major histocompatibility complex, class I, DO alpha 1.30 9.43E-07
HLA-DRE4 HLA-DRB4:major histocompatibility complex, class Il, DR beta 4 1.29 1.73E-02
HLA-DQA1 HLA-DQA1:major histocompatibility complex, class Il, DQ alpha 1 1.27 2.46E-03
HLA-DPA1 HLA-DPA1:major histocompalibility complex, class I, DP alpha 1 1.27 2.41E-02
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Symbol

Description

CTLA4 CTLA4:cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Fold change
(leg(2))

p value

1.89 8.38E-06
SELP SELP:selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62) 1.32 9.38E-06
CD58 CD58:CD58 molecule 1.28 4.98E-03

Supplemental table 2: Upregulated genes in NLC (19 CLL patients) compared to HD monocytes

(5 healthy donors) (a) or in CLL cells (41 CLL patients) compared to B-HD (11 healthy donors)

(b) involved in the adhesion phenomenon.
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Supplemental Figure 1
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Supplemental figure 1: Contact of CLL with NLC through LFA-3 don’t induce a a BTK, a SYK or
a ERK phosphorylation in CLL cells. a-c. Expression of signalling proteins by CLL cells after a 4
hours contact with NLC in the presence or not of anti-LFA-3 (A) or anti-ICAM-1 (B) or anti-CD31 (C),
or with the respective antibody control (A,B,C), measured by flow cytometry and compared to the

respective isotopic control (IC). Greyscale bar: MFI.
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Supplemental Table 3
A
Characteristics Category n (%)
Female 21 (29.6)
Sex
Male 50 (70.4)
Mutated 29 (46.0)
IgHV status
Unmutated 34 (54)
Tri 12 9 (12.6)
Del(13q) 21 -30.6)
Del(6q) 3(4.2)
Cytogenetics t(BCL2) 3(4.2)
Del(11q) 8(11.2)
Del(17p) 3(4.2)
e 13-18.3)
SF3B1 3(7)
Recurrents mutations NOTCH1 11 (15.4)
TP53 6 (8.4)
B
Characteristics Mean (SD) Median (range)
Age 66.3 (9.00) 66 (41-86)
Lymphocytosis (GIL) 47.89 (33.40) 45.8 (6.5-113.8)
Monocytosis (G/L) 1.30 (1.01) 1.02 (0-4.2)

Supplemental table 3: Clinical characteristics of 71 patients with CLL: categorical variables (A)

and continuous variables (B). Del: deletion, IgHV: immunoglobulin heavy chain variable segment

mutational status, tri 12: trisomy 12,
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Supplemental Table 4

Characteristics Category Total Patients death +]

All patients 71 15 -

A 27 5 -

Binet Stage

B 21 4 0.7201
c 19 4 0.9024

IgHV status Mutated 29 4 -
Unmutated 34 9 0.1013
Tri12 9 2 0.9001
Del(13q) 21 6 0.2993
Del(6q) 3 1 0.7979
Cytogenetics t(BCL2) 3 0 0.4794
Del(11q) 8 2 0.259
Del(17p) 3 2 0.008
Complex karyotype 13 3 0.7728
SF3B1 3 1 0.8503
Recurrents mutations NOTCH1 1" 2 0.7367
TP53 6 3 0.1183

Supplemental table 4: Overall survival in the different prognostic subgroups. In our series, only
del(17p) were correlated with shorter overall survival post treatment. Del: deletion, IgHV:

immunoglobulin heavy chain variable segment mutational status, tri 12: trisomy 12.

214



RESULTATS

IV. LFA-3 facteur clé des interactions entre cellules leucémiques et « nurse-like » cells dans la leucémie lymphoide

chronique
Supplemental Table 5

Characteristics

Category Median sLFA-3 (range) p sLFA-3
All patients 17.72 (1.65-50.26) -
A 15.73 (1.65-50.26) -
Binet stage B 18.11 (2.24-43.71)
Cc 17.12 (3.83-50.26) 0.6704
<65y 12.46 (3.43-50.26) -
Age
>65y 18.12(1.65-43.71) 0.1229
Mutated 17.12 (3.43-39.35) -
IgHV status
Unmutated 19.21 (2.24-50.26) 0.3545
Tri12 9.58 (2.24-34.98) 0.1134
Del(13q) 17.72 (3.43-50.26) 0.3011
Del(6q) 20.10 (8.99-26.85) 0.8217
CymoMEts t(BCL2) 10.18 (2.24-50.26) 0.5397
Del(11q) 18.12 (12.96-50.26) 0.2163
Del(17p) 30.81 (20.69-34.98) 0.0478
Complex karyotype 18.71 (2.24-50.26) 0.6464
SF3B1 18.12 (13.75-50.26) 0.4315
Recurrents mutations NOTCH1 25.06 (2.24-37.16) 0.5662
TP53 18.9 (13.15-30.81) 0.37

Supplemental table 5: Level and correlation between high sLFA-3 (> 16.7 ng/mL) and

established prognostics markers in CLL. In our series, only del(17p) were correlated with high

sLFA-3 levels. Del: deletion, IgHV: immunoglobulin heavy chain variable segment mutational status, tri

12: trisomy 12,
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de mes travaux de These, nous avons tout d’abord montré que les NLC étaient
effectivement les TAM de la LLC. Ces résultats confirment ainsi une hypothese qui semblait
de plus en plus évidente. En effet, si les NLC « saines » et les NLC sont morphologiquement
semblables, ces dernieres présentent un phénotype de TAM avec notamment une forte
expression du CD163. De plus, cette expression est acquise au cours de la différenciation des
monocytes de patients en NLC et ne résulte donc pas d’une prédisposition des monocytes de
patients. Enfin, les NLC conférent un avantage de survie aux cellules leucémiques
contrairement aux NLC « saines ». L’ensemble de ces résultats démontre que les NLC sont les
TAM de la LLC. Les principales questions soulevées par ce travail sont d’ordre
méthodologique. En effet, afin de mener des études in vitro mimant au mieux la LLC chez le
patient, un bon modéle est primordial. Le mod¢le parfait n’existant pas, différentes stratégies
ont été mises en place in vitro et chez 1’animal (ce point ne sera pas abordé). On peut distinguer
deux grands modeéles in vitro : les prélevements issus de patients (donc composés de cellules
primaires) et les lignées cellulaires.

Beaucoup plus faciles d’acces, les lignées cellulaires présentent néanmoins un désavantage
majeur : ce sont des cellules qui proliferent et qui ne miment pas les cellules leucémiques
sanguines quiescentes qui sont bloquées en phase Go/G1. Ensuite, ces lignées, comme la plupart
de leurs consceurs, dérivent par des mutations génétiques s’accumulant au cours des divisions
ce qui les éloignent de plus en plus des cancers qu’elles sont censées représenter. De plus, une
lignée ne mime pas un type cancéreux (adénocarcinome mammaire, tumeur colique..), mais le
cancer d’un individu a partir duquel le prélevement fut isolé et la lignée établie. Au vu de tous
ces arguments, les lignées cellulaires ne sont donc pas un bon modele d’étude de la LLC.

Abordons maintenant le ratio avantages/inconvénients des cellules primaires issues de
préléevements sanguins de patients. Premiérement, comme nous l’avons déja évoqué, ces
cellules sont quiescentes et ne peuvent pas mimer la partie proliférante de la LLC qui a lieu au
sein des ganglions lymphatiques mais permettent de tres bonnes études sur ces populations
quiescentes. Une autre critiqgue est que dans le sang périphérique, les cellules du
microenvironnement, notamment les NLC, sont absentes au moment du prélévement %, Par
définition, les échantillons issus de patients refletent la grande hétérogénéité des patients. Il
s’agit donc d’un bon modele pour I’étude de la LLC, si1’on ne désire pas étudier les interactions

entre cellules leucéemiques et microenvironnement tumoral.
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Pour les études avec le microenvironnement se pose ensuite la question du ratio cellules du
microenvironnement / cellules leucémiques. Comme dans les travaux de Bhattacharya 4> 2°,
un fort taux entre monocytes et cellules leucémiques peut étre utilisé pour mimer les stades
précoces de la maladie tels que la MBL tandis que lorsque 1’on utilise un ratio plus faible,
comme dans notre étude, nous nous rapprochons des conditions de la LLC. Enfin, il faut citer
les modeles d’études synthétiques combinant des cellules leucémiques issues de patients avec
des lignées mimant les cellules du microenvironnement tumoral. Ces modéles sont, a mon sens,
moins pertinents car étant par essence synthétiques.

Pour terminer, nous pouvons imaginer le modele d’étude in vitro parfait pour la LLC. Il s’agirait
alors de prélévements issus de ganglions de patients, dont la biopsie n’est que trés rarement
réalisée dans la LLC, cultivés en trois dimensions avec leur propre MEC, et leurs cellules du

microenvironnement tumoral dont les NLC.

Nous avons ensuite étudié 1’impact pronostique des NLC dans la LLC. Si des études
avaient déja mis en évidence de maniére indirecte I’implication des NLC dans la progression
de cette pathologie > %, nous avons, pour la premiére fois , démontré qu’au sein du ganglion
lymphatique, il existait des cellules CD68", CD163" pouvant étre la contrepartie in vivo des
NLC observées in vitro. De plus, au sein de ces mémes ganglions, ces cellules CD163" ont un
profil d’infiltration différent selon 1’état de la maladie. Lorsque cette derniére est progressive,
le ganglion est trés fortement infiltré par ces cellules, tandis que lorsque le ganglion n’est que
peu infiltré la maladie est stable. En démontrant que le sCD163, relargué dans le sang
périphérique par les NLC, est un facteur pronostique aussi bien du TTFT que du TTNT, de la
PFS et de I’OS, nous avons mis en évidence le role des NLC dans la progression de la maladie.
Il est intéressant de noter que ce facteur pronostique indépendant est en corrélation avec des
facteurs de mauvais pronostic préétablis dans la LLC tels que le statut IgHV non muté , le
caryotype complexe ou la mutation TP53.

La corrélation entre le sCD163 et les facteurs de mauvais pronostic pose la question des
différences éventuelles au sein du microenvironnement tumoral en fonction de 1’agressivité du
clone leucémique. Ce lien, trés peu étudié aujourd’hui, est en effet établi au vu de nos résultats.
Dans la littérature, il semble que, chez les patients IgHV non muté, les cellules leucémiques
soient plus sensibles aux signaux pro-survie du microenvironnement bien que chez ces patients,
on retrouve moins de NLC que chez les patients IgHV muté #7348 De plus, au sein du

laboratoire, des études transcriptomiques de NLC provenant de la différenciation in vitro de
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cellules CD14" de patients, révelent une hétérogénéité de profils en fonction du statut IgHV
mais pas en fonction du caryotype (Figure 49). Des études supplémentaires semblent
nécessaires afin de comprendre les différences qui pourraient exister au sein du
microenvironnement tumoral, notamment au sein des NLC, en fonction du statut IgHV, du
caryotype et de la présence de mutations récurrentes des cellules leucémiques. Enfin, nos
résultats nous questionnent sur la causalité entre clone leucémique et microenvironnement
tumoral : est-ce le clone leucémique qui se crée un microenvironnement tumoral en fonction de
son agressivité ou est-ce le microenvironnement qui fournit un environnement plus favorable
ce qui induit un clone plus agressif ? Ces questions, a I’heure actuelle, sont difficilement

élucidables.

Figure 49: Profil transcriptomique de 19 NLC en fonction du statut IgHV et du caryotype des cellules leucémiques.

Pour valider le sCD163 comme marqueur pronostique dans la LLC et sa puissance pronostique

dans la LLC, une étude sur un nombre de patients plus élevé est nécessaire afin de démontrer
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sa réelle utilité. Notre étude réalisée sur 94 patients seulement ouvre ainsi une piste que nous
allons tenter d’approfondir avec le « German CLL Study Group », qui posséde une banque de
plus de 800 sérums de patients traités par FCR ou par FC. Grace a ce groupe qui permettra de
faire des statistiques plus poussées, nous allons tout d’abord pouvoir affiner les corrélations
entre SCD163 et les facteurs pronostiques préétablis tels que la délétion 17p13 ou la mutation
NOTCHZ1 pour lesquels nous observions dans notre cohorte des corrélations fortes mais non
significatives. Nous pourrons également confirmer si le SCD163 est bel et bien un facteur
pronostique indépendant de la LLC. De plus, grace a cette collaboration, nous allons pouvoir
observer si, dans des populations recevant un traitement plus homogéne, le sSCD163 est un
facteur pronostique aussi bien chez les patients traités par le gold standard de la LLC, le FCR
que chez ceux traités seulement par FC. En effet, comme dans le cas du lymphome folliculaire,
I’impact pronostique des TAM peut étre gommé par I’ajout aux chimiothérapies classiques de

rituximab %%,

A moyen terme, la méme étude permettrait toujours en collaboration avec le « German CLL
Study Group », de déterminer si I’impact pronostique du sCD163 est toujours relevant chez les

patients recevant des cures de BR, traitement des populations agées ou en mauvais état général.

Une étude analysant le taux de sCD163 chez des patients atteints de MBL semble aussi
intéressante. En effet, le taux de sCD163 pourrait, ou non, prédire I’évolution en LLC et son
agressivité. Néanmoins, cette étude est difficilement réalisable en France car le suivi de ces
patients est effectué par les médecins traitants et les laboratoires de biologie médicale de
« ville ». En plus de la difficulté du recueil de ces prélevements, seulement 1 & 2 % de ces
patients évoluent vers une LLC par an, il faudrait donc un nombre trés important de patients
pour une étude prospective. Une collaboration est néanmoins envisageable, car des études de

grandes échelles ont déja été réalisées sur des MBL 2% 22,

Enfin, avec I’émergence des nouvelles thérapies, il faudrait réaliser le dosage du sCD163 chez
des patients avant traitement par ibrutinib ou idélalisib afin de confirmer ce réle pronostique

dans la survie de ces patients avec ces nouveaux traitements, notamment sur le TTNT et I’OS.

Pour terminer, si le SCD163 se revele bien étre le marqueur pronostique indépendant qu’il
semble étre, toute la validation de méthode restera a mettre au point pour que ce dosage puisse
étre utilisé en routine hospitaliére dans le suivi des patients atteints de LLC. Tout en ayant un

colt diminué par rapport au marqueur cytogénétique classique, il permettrait ainsi un suivi
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personnalisé, avec une prise en charge plus réguliere des patients avec de fortes concentrations

en sCD163, tandis que le suivi serait moins fréquent chez les patients avec des faibles taux.

Au cours de ma Thése, nous avons également étudié I’impact direct des NLC sur les
traitements utilisés dans la LLC, qu’il s’agisse, des chimiothérapies classiques, des Ac
monoclonaux ou des nouvelles thérapies. Nous avons mis en évidence que les NLC étaient
capables in vitro de protéger les cellules leucémiques seulement contre I’ibrutinib. A partir de
prélévements de patients traités par ibrutinib, nous avons mis en évidence que ce traitement ne
modifie ni la localisation, ni la différenciation, ni méme le phénotype des NLC qui peuvent
toujours délivrer des signaux pro-survie aux cellules leucémiques. L’ensemble de nos résultats
met en lumiere le role du microenvironnement dans la résistance a 1’ibrutinib ce qui pourrait
expliquer, au moins en partie, que la majorité de ces patients rechute lors de cette thérapie 14,
Une autre explication de ces rechutes pourrait étre d’ordre pharmacocinétique. En effet,
I’absorption de I’ibrutinib est augmentée lors de la prise pendant les repas. De méme, il est
métabolisé par le cytochrome C 3A4 et dans une moindre mesure par le cytochrome C 2D6.
Les patients étant des personnes ageées traitées pour de multiples pathologies, tous les inducteurs
ou les inhibiteurs enzymatiques pourraient ainsi modifier la biodisponibilité de cette molécule.
Enfin, le défaut d’observance pourrait aussi expliquer la progression de la LLC. On estime ainsi
aujourd’hui que dans la LMC, seuls 70% des patients traites par imatinib (un inhibiteur de
tyrosine kinase ciblant spécifiquement Bcr-Abl) prennent correctement ce traitement au long
court. Tout comme dans cette pathologie, un défaut d’observance de I’ibrutinib pourrait

expliquer une autre partie des résistances aujourd’hui observées.

Néanmoins, a I’avenir, ces thérapies ciblées ne seront plus utilisées en monothérapie. Des essais
cliniques tentent d’ores et déja de prouver la supériorité d’une association vis-a-vis des
monothérapies. Ainsi, les essais comparant 1’efficacité de 1’ibrutinib versus I’association
ibrutinib + rituximab (NCT02007044) et celui comparant 1’efficacité de 1’ibrutinib versus
ibrutinib + bendamustine (NCT01886872) ont commencé et sont respectivement en phase 1 et
I11. In vitro, nous avons démontré que les NLC perdaient cet effet pro-survie sur les cellules
leucémiques avec 1’association ibrutinib + bendamustine. De plus, D’efficacité de la
combinaison de ces molécules est supérieure a ces deux drogues utilisées seules. Au vu de ces
travaux, ’utilisation de polyimmunochimiothérapies, combinant des cytotoxiques classiques

avec des Ac monoclonaux et des traitements innovants, semble donc totalement justifiée. A
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terme, si les essais cliniques de phase Il et Il prouvent cette supériorité, ces associations

pourraient donc s’imposer comme les nouveaux « gold standard » de la LLC.

De plus, pour confirmer que les NLC ne sortent pas du ganglion chez les patients traités par
ibrutinib, une étude histologique de ces tissus avant et au cours du traitement pourrait étre
réalisée afin de mettre en évidence la présence de cellules CD163" et CD68". Grace a notre
marqueur pronostique facile d’acces, le sSCD163, une étude longitudinale pourrait étre effectuée
chez les patients traités par ibrutinib. L’observation d’une potentielle corrélation entre de forts
taux de sSCD163 et une diminution de ’efficacité du traitement, voire une progression, pourrait
permettre une prise en charge thérapeutique plus adaptée. Nous pouvons d’ores et déja émettre
I’hypothése que le sCD163 pourrait étre un bon marqueur dans ce cas, car de forts taux de
sCD163 sont associés au caryotype complexe, et ce parametre est le seul qui permet de prédire

une résistance au traitement par ibrutinib .

Au vu de leur impact pronostique et de de leur influence dans le microenvironnement tumoral,
les NLC sont des cibles potentielles de choix dans le traitement de la LLC. Nous avons décidé
de ne pas cibler le CD163 pour deux raisons. Premiérement, il est présent sous forme soluble &
de trés forts taux chez le patient, ce qui limiterait son efficacité sur les NLC car I’ Ac serait piégé
par le sCD163. Enfin, I’Ac perturberait les roles physiologiques du CD163 comme dans la
réponse aux infections, la résolution de I’inflammation et la captation de I’Hb complexée a
I’Hp. Nous avons donc préféré cibler les interactions entre NLC et cellules leucémiques. Nous
avons tout d’abord démontré le r6le clé des interactions entre NLC et cellules leucémiques dans
la survie de ces derniéres in vitro. Ce contact implique la fixation de LFA-3, présent sur les
cellules leucémiques, au CD2, présent sur les NLC, et active la voie de signalisation AKT mais
pas les voies ERK et la voie de signalisation dépendante du BCR. Lorsque la liaison entre LFA-
3 et CD2 est inhibée par exemple par un Ac bloquant, I’effet pro-survie des NLC est totalement
antagonisé. Ce résultat semble indiquer au premier abord que seul le contact est nécessaire et
donc que les facteurs solubles n’ont aucune influence. Il apparait clairement en contradiction
avec un pan de la littérature des NLC *% 47, Afin de réconcilier ces résultats qui a priori
semblent opposés nous pouvons eémettre une hypothése : suite a la fixation des cellules
leucemiques sur les NLC via LFA-3, on observe en plus de I’activation de voies de signalisation
dans le clone leucémique, une activation des NLC via CD2. Cette activation conduirait ainsi a
la libération par celles-ci de facteurs solubles qui favoriseraient dans un second temps la survie
des cellules leucémiques. Dans un contexte plus physiologique, lors de la synapse
immunologique entre lymphocyte B et T, on observe en effet suite a la fixation de CD2 sur
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LFA-3 une activation des deux types cellulaires
(http://www.uniprot.org/uniprot/P19256#section_comments). Ce parallele que comme dans le
lymphocyte T dans la NLC il existe une signalisation dépendante de CD2, permettrait ainsi

d’étayer cette théorie.

Dans un second temps, nos résultats permettent une réflexion sur les thérapies dites ciblées.
Dans les années 2000, avec 1’avéenement de 1’imatinib, thérapie ciblée par excellence, la
recherche en cancérologie et en hématologie a tenté de développer une multitude de thérapies
dites ciblées, le plus souvent des Ac monoclonaux ou des inhibiteurs de tyrosine kinase.
L’objectif était de trouver pour chaque cancer, une protéine exprimée spécifiqguement et de la
cibler, comme Bcr-Abl dans la LMC, ce qui améliorerait grandement 1’efficacité et diminuerait
les effets secondaires par rapport aux chimiothérapies dites classiques. En clinique, ces
thérapies ont, pour la plupart, montré leurs efficacités seules ou en association avec des
chimiothérapies, on peut ainsi citer I’exemple du rituximab et de I’ibrutinib dans la LLC. C’est
au niveau de la spécificité et la diminution des effets secondaires que ces thérapies ciblées
montrent leurs limites. Pour reprendre les deux exemples précédemment cités, le rituximab
cible toutes les cellules CD20", tumorales ou non, et donc aussi les lymphocytes B normaux.
L’ibrutinib, quant a lui, inhibe aussi les Tec kinases présentes notamment dans les plaquettes et

provoque donc des défauts d’agrégation plaquettaire et un fort risque hémorragique.

Des thérapies ciblées agissant sur les interactions entre cellules tumorales et
microenvironnement furent aussi développées et mises sur le marché. La encore, 1’efficacité est
clairement démontrée et c’est dans la spécificité et les effets secondaires que 1’on retrouve les
principaux problémes liés a leurs utilisations. L’ipililumab, un Ac monoclonal anti CTLA-4, a
ainsi obtenu son AMM dans le traitement du mélanome métastatique, mais présente des
toxicités tres importantes au vu de I’expression quasi ubiquitaire de CTLA-4. Dans le cadre de
la LLC, on peut notamment citer les essais cliniques de ’AMD31000, un antagoniste de
CXCRA4, qui permet d’inhiber la survie des cellules leucémiques et leur migration vers les NLC.
Bien que tres fortement exprimé sur les cellules leucémiques, il est néanmoins retrouvé sur la
plupart des cellules hématopoiétiques et les essais cliniqgues montreront probablement de fortes

toxicités sur ce systéeme, toxicités qui limiteront probablement son usage.

Dans notre cas, méme si LFA-3, la encore surexprimé sur les cellules leucémiques, apparait a
premiére vue comme une cible idéale pour court-circuiter I’effet protecteur des NLC, le
développement d’un Ac monoclonal ne présente que peu d’intérét au vu du profil d’expression
de cette molécule. En effet, LFA-3 est lui aussi présent sur toutes les cellules du systéeme
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hématopoiétique et provoquerait donc probablement d’importantes toxicités. Nos résultats in
vitro, obtenus avec I’Ac murin anti LFA-3, ne semblent pas provoquer de déplétion des
populations B et T et pourraient laisser présager une bonne tolérance de I’ Ac. Cependant, il faut
garder en mémoire que nous n’avons absolument pas étudié ces effets sur d’autres types
cellulaires, tels que les cellules NK et ses effets sur I’activation de ces cellules immunitaires.
Ces expériences apparaissent donc primordiales avant de commencer un quelconque

développement de cette thérapie.

Au vu de I’ensemble de nos résultats, les NLC sont des facteurs clés dans la LLC. Leur nombre
est directement corrélé a I’évolution de la maladie et ont un effet chimioprotecteur certain vis-
a-vis de I’ibrutinib. Elles constituent donc une cible thérapeutique de choix afin de développer
de nouveaux traitements dans cette pathologie. Cependant, comme nous 1’avons montré dans
notre étude ciblant leurs interactions avec les cellules leucémiques, les mécanismes par lesquels
elles favorisent la survie de ces dernieres ne mettent pas en jeu des molécules dont 1’expression
leur est restreinte mais au contraire corrompent des mécanismes physiologiques. La
conséquence de ce manque de spécificité est qu™un ciblage perturberait non seulement la tumeur
mais aussi 1’équilibre physiologique. Néanmoins, les NLC restent toujours une cible
thérapeutique trés intéressante a condition de trouver un marqueur dont I’expression SoOit
vraiment spécifique de ce type cellulaire, ou tout du moins qui ne perturberait que peu
1’équilibre physiologique. Cette réflexion peut étre étendue a toutes les thérapies dites ciblées
dans tous les cancers. La chimie et les biotechnologies permettent la synthese d’une quasi
infinité de composés ciblant une protéine spécifique, le probléme étant aujourd’hui de trouver

ladite protéine.
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Résumé:

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est I’hémopathie maligne la plus fréquente des pays
occidentaux. Elle se caractérise par une accumulation de cellules leucémiques dans le sang, la moelle osseuse et
les organes lymphoides secondaires. Malgré les nouvelles thérapies, la LLC reste incurable. Dans la LLC, comme
dans tout cancer, le microenvironnement tumoral, un milieu complexe contenant des cellules immunitaires pouvant
étre pro-tumorales, prend une part croissante aussi bien dans la physiopathologie que le pronostic. La recherche
de nouvelles thérapies ciblant les interactions des cellules leucémiques avec ce microenvironnement représente
aujourd’hui une piste prometteuse pour traiter cette pathologie.

Les « nurse-like » cells (NLC) semblaient étre les macrophages associés aux tumeurs (TAM) de la LLC. Ces
cellules, retrouvées dans les ganglions lymphatiques de patients, favorisent in vitro la survie des cellules
leucémiques. Elles partagent avec les TAM de nombreuses caractéristiques telles que des capacités
immunosuppressives, un profil transcriptomique proche et une implication dans la résistance aux traitements. Nous
I’avons confirmé par une analyse fonctionnelle et phénotypique. Nos travaux indiquent clairement que les NLC
sont les TAM de la LLC avec une forte expression de CD68 et de CD163 et qu’elles favorisent la survie des
cellules leucémiques.

Suite a ce travail, nous avons déterminé I’impact pronostique des NLC dans la LLC, en émettant I’hypothése que,
comme dans d’autres cancers, une forte infiltration par les TAM pouvait étre de mauvais pronostic. Nous avons
alors montré que le taux de NLC présentes au sein du ganglion lymphatique chez le patient est corrélé a la
progression de la LLC. Les NLC relarguent également un facteur soluble le CD163 soluble (sCD163) dans le sang
des patients, dont le taux est corrélé a des marqueurs de mauvais pronostic dans la LLC tels que le statut IgHV
non muté, le caryotype complexe et les mutations de TP53. Enfin, le taux de SCD163 est un marqueur pronostique
indépendant dans la LLC : un fort taux étant associé a un raccourcissement du temps avant retraitement, de la
survie sans progression et de la survie globale des patients.

Ensuite nous avons étudié 1’impact d’une thérapie innovante, 1’ibrutinib, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant
spécifiqguement la Bruton Tyrosine Kinase, sur ces NLC. In vitro, les monocytes se différencient toujours en NLC
et leur phénotype n’est pas modifié. De plus, ces cellules sont toujours capables de protéger les cellules
leucémiques de 1’apoptose. Finalement, nous avons mis en évidence qu’elles pouvaient participer a la
chimiorésistance, en protégeant in vitro les cellules leucémiques de I’ibrutinib mais pas du dasatinib, de 1’idélalisib,
du vénetoclax, de la bendamustine et du rituximab.

L’ensemble de nos résultats indique que cibler les NLC est une piste prometteuse dans le traitement de la LLC.
Les interactions cellulaires entre NLC et cellules leucémiques pourraient représenter une cible thérapeutique
intéressante. Nous avons montré qu’in vitro le contact entre NLC et cellules leucémiques est nécessaire a la survie
de ces derniéres. Suite & une étude transcriptomique, nous avons mis en évidence plusieurs couples moléculaires
potentiellement impliqués dans ces interactions. Seul le couple LFA3/CD2 s’est révélé étre nécessaire dans ce
contact via un mécanisme dépendant d’ Akt et son blocage inhibe totalement les effets pro-survie des NLC sur les
cellules leucémiques.

En conclusion, les NLC via des interactions dépendantes du couple LFA-3/CD2 protégent les cellules leucémiques
de I’apoptose in vitro. De plus, elles participent & la chimiorésistance en protégeant aussi les cellules leucémiques
de I’ibrutinib. Elles relarguent également du sCD163, dosable dans le sérum, un facteur pronostique indépendant
de la LLC. La recherche de nouvelles thérapies plus spécifiques, ciblant les NLC constitue donc une piste
thérapeutique intéressante dans la LLC.

Mots clés: « Nurse-like » cells, leucémie lymphoide chronique, LFA-3, ibrutinib, CD163 soluble, macrophage
associé aux tumeurs
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