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Microenvironnement médullaire et résistance des LAM FLT3-ITD aux

inhibiteurs de tyrosine kinase : Réle pivot du récepteur TAM AXL

La duplication interne en tandem au sein du gene du Fms-like tyrosine kinase 3
(FLT3) est 'une des mutations les plus frequemment observées dans les leucémies
aigués myéloblastiques (LAM). Elle est corrélée a un mauvais pronostic. Des
inhibiteurs de tyrosine kinase anti-FLT3 (FLT3-ITK) sont en cours de développement
mais les premiers essais cliniques ont été décevants. Les rémissions sont de courte
durée, et si une clairance leucémique sanguine est observée, la LAM persiste au sein
de la moelle osseuse. Dans ce travail, nous avons démontré que les cytokines
activatrices de STATDS, telles que l'interleukine-3 et la thrombopoiétine, et les basses
pressions en oxygene, telles que celles observées au sein de la niche
hématopoiétique augmentent I'expression et I'activité du récepteur tyrosine kinase
AXL qui protege les cellules de LAM FLT3-ITD de l'apoptose induite par le FLT3-ITK
quizartinib (AC220). Nous avons démontré dans un modéle murin que les cellules de
LAM FLT3-ITD « knock-down » pour AXL sont plus sensibles au quizartinib, et que
cette différence se révele spécifiquement dans un modéle de prise de greffe
hématopoiétique. La combinaison de stratégies inhibitrices du FLT3-ITD et d’AXL
permettra d’améliorer l'efficacité des FLT3-ITK en atteignant la fraction de cellules
responsable des rechutes, nichée dans son microenvironnement. A l'issue, nous
avons démontré que le gilteritinib (ASP2215), double FLT3/AXL-ITK est plus efficace
que le quizartinib pour atteindre ces cellules leucémiques médullaires. Enfin, nous
avons démontré que la combinaison d’'un anticorps monoclonal anti-AXL avec un
FLT3-ITK ou de la cytarabine était une stratégie thérapeutique prometteuse dans les
LAM FLT3-ITD ou sauvage.

Mots clés : Leucémie aigué myéloblastique, FLT3-ITD, AXL, microenvironnement,

hypoxie, cytokines, STAT5
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Microenvironment favors FLT3-ITD AML resistance to FLT3-TKI through
hypoxia- and STAT5- dependent upregulation of AXL

Internal tandem duplication in Fms-like tyrosine kinase 3 gene (FLT3-ITD) is the
most frequent mutation observed in acute myeloid leukemia (AML), and correlates with
poor prognosis. FLT3 tyrosine kinase inhibitors (FLT3-TKI) have been promising for
therapeutic strategies but clinical trials have revealed rarely long-lasting remission with
persistent leukemic cells present in the bone marrow. In this work, we show that the
hematopoietic niche microenvironment protects FLT3-ITD AML cells from FLT3-TKI
quizartinib (AC220) through convergent up-regulation of AXL expression and activity.
Cytokine-dependent activation of STAT5 enhances AXL gene transcription and
expression, while low Oz concentration up-regulates AXL protein levels. Moreover,
cytokines such as thrombopoietin or interleukin-3 directly activate AXL. RNA
interference-based inhibition of AXL expression in FLT3-ITD AML cells allowed a
selective purge of leukemic cells within their microenvironment when combined with
FLT3-TKI in immuno-compromised mice. Altogether, our data support a strategy
combining FLT3-TKI and anti-AXL therapy to eradicate FLT3-ITD AML cells, including
those protected by the hematopoietic niche. In such a setting, we performed a study to
test the efficacy of gilteritinib (ASP2215) and we showed in vitro and in vivo that this
dual FLT3/AXL-TKI is more efficient to eradicate leukemic cells in their
microenvironment than quizartinib which is a more specific FLT3-TKI. Finally, we also
studied an anti-AXL monoclonal antibody on primary AML cells and showed that its
efficacy could be interesting with FLT3-TKI and cytarabine in both FLT3-wild type and
FLT3-ITD AML.

Keywords : Acute myeloid leukemia, FLT3-ITD, AXL, microenvironment, hypoxia,
cytokines, STATS5
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INTRODUCTION

I. Les Leucémies Aigués Myéloblastiques
A. Généralités

Les leucémies aigués myeéloblastiques (LAM) sont un groupe hétérogéne
d’hémopathies malignes qui pourrait étre défini par une infiltration de la moelle
osseuse, du sang et éventuellement d’autres tissus, par des cellules hématopoiétiques
proliférantes, clonales et anormalement ou pauvrement différenciées.! Au-dela de cet
aspect clonal, les techniques de séquencage a haut débit ont démontré que les LAM
sont des maladies dynamiques, impliquant la coexistence de multiples clones au sein

d’un arbre phylogénétiqgue complexe, modulé par les traitements.
1. Aspects épidémiologiques

Le dernier rapport de l'lnstitut National de Veille Sanitaire rapporte une
incidence de 2791 nouveaux cas de LAM en France en 2012, dont 49 % chez ’lhomme.
L’incidence est basse chez les sujets de moins de 40 ans puis augmente parallélement
dans les deux sexes jusqu’a 60 ans. Au-dela, le taux d’incidence augmente dans les
deux sexes mais se sépare pour atteindre 30 et 19 pour 100 000, respectivement chez
I’'homme et chez la femme de 85 ans et plus. L’age médian de survenue estde 71 ans.
Si entre 1980 et 2012, une augmentation réguliére du nombre de cas est observée,?
les LAM restent des maladies rares au sens de la définition donnée par le groupe
RAREcare.?

Cette incidence, en France, reste superposable a celle observée en Europe et
40% de l'augmentation du nombre de cas est attribuable aux changements
démographiques. A I'avenir, en dehors de I'age, il est vraisemblable que nous verrons
apparaitre une augmentation de l'incidence des LAM radio- ou chimio-induites,
secondaires aux traitements utilisés en Oncologie, domaine dans lequel les délais de

survie ne cessent de s’allonger.

17



2. Aspects diagnostiques

Le diagnostic positif d'une LAM reste cytologique avec = 20% blastes sur un
myélogramme en dehors des anomalies génétiques 1(8;21)(g22;922.1),
inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922) et t(15;17)(g22;912) qui suffisent a poser le
diagnostic quel que soit l'infiltrat blastique. La réalisation d’'un immunophénotypage et
d’explorations cytogénétiques et moléculaires sont recommandés au diagnostic pour
I'évaluation pronostique relative a la maladie.* La classification de I'Organisation
Mondiale de la Santé des pathologies myéloides, revue en 2016, définit des
diagnostics d’entités leucémiques spécifigues en se basant, notamment, sur des
anomalies cytogénétiques récurrentes, des anomalies moléculaires, les antécédents

hémato-oncologiques des patients et leurs prédispositions constitutionnelles.®
3. Aspects thérapeutiques

Ce chapitre n’a pas pour ambition de faire une revue de la littérature
argumentée sur 'ensemble des stratégies thérapeutiques discutées dans les LAM.
Son objectif est de présenter simplement les points les plus consensuels, sur la base
des derniéres recommandations, sans prétendre a I'exhaustivité ou a leur critique plus

ou moins éclairée.
a. Facteurs pronostiques

Une fois le diagnostic posé, les facteurs pronostiques doivent étre dressés, ils
guideront la prise en charge thérapeutique. lls sont subdivisés en deux groupes, ceux
relatifs au patient et ceux relatifs a la maladie.

Les premiers incluent I'age, les antécédents et les comorbidités. Ils modulent la
tolérance aux traitements et sont généralement responsables de mortalité précoce.
Méme si cette mortalité liée au traitement diminue grace a I'amélioration des
traitements de support,® I'évaluation initiale d’'un patient mesurera toujours en premier
lieu sa capacité a supporter une chimiothérapie intensive. Bien que partielle,
'évaluation sur I'age reste parmi les meilleurs moyens de prédire cette mortalité
précoce, idéalement associée a des scores basés sur les capacités physiques et

cognitives.”®
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Si le patient est apte a supporter une chimiothérapie intensive, la question du
bénéfice a en attendre doit étre posée. Il s’agit d’évaluer les facteurs pronostiques
relatifs a la maladie. lls incluent les anomalies génétiques, chromosomiques et
moléculaires, qui augmentent le risque de résistance primaire au traitement et de
rechute. Si la premiére classification de I'« European Leukemia Net » (ELN) n’était
gu'une maniére standardisée de reporter les anomalies cytogénétiques et
moléculaires dans les essais cliniques,® la version révisée de 2017 est une véritable
classification pronostique.* Cette nouvelle stratification du risque des LAM inclut, en
sus des mutations de FLT3, NPM1 et CEBPa, les mutations des RUNX1, ASXL1 et
TP53 (Tableau 1).

Dans cette classification, les mutations de type duplication interne en tandem
(« Internal Tandem Duplication » ou ITD) du FLT3 (FLT3-ITD), se trouvent dans les
trois catégories de risque en fonction de leurs associations aux mutations de NPM1 et
du ratio alléle ITD/ alléle sauvage (« Wild type » ou WT). Les données chiffrées sur la
survie des malades selon ces nouveaux sous-groupes pronostiques, a l'issue d’une
procédure de traitement intensive, sont actuellement manquantes. Schématiquement,
et par analogie avec deux publications sur la classification ELN 2010, on peut
considérer que chez les sujets de moins de 60 ans, la survie globale a 3 ans sera de
l'ordre de 60-70%, 30-40% et 10-20% respectivement dans les sous-groupes
favorables, intermédiaires et défavorables. Chez les patients d’age supérieur ou égal
a 60 ans, la survie globale a 3 ans sera de l'ordre de 30-40%, 10-20% et < 5%

respectivement dans les sous-groupes favorables, intermédiaires et défavorables.011
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Tableau 1 : Stratification du risque pronostique selon la classification ELN 2017,
d’aprés Dohner et al., Blood 2017.%

Catégorie de risque

Anomalies génétiques

Favorable

Intermédiaire

Défavorable

1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

Mutation de NPM1 sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITD mais ITD/WT < 0,5
Mutation biallélique de CEBPO

Mutation de NPM1 avec FLT3-ITD et ITD/WT = 0,5

NPM1 sauvage et FLT3 sauvage, hors cytogénétique défavorable

NPM1 sauvage et FLT3-ITD et ITD/WT < 0,5 (hors cytogénétique
défavorable)

Cytogénétique non favorable non défavorable

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A réarrangé

1(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3g26.2) or t(3;3)(gq21.3;926.2); GATA2/MECOM

-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)

Caryotype complexe (3 anomalies chromosomiques excluant les
anomalies récurrentes suivantes, t(8;21), inv(16), t(16;16), t(9;11),
t(v;11)(v;g23.3), t(6;9), inv(3), (3;3); t(9;22)

Caryotype monosomique (monosomie autosomique + =1 anomalie
chromosomique non CBF)

NPM1 sauvage et FLT3-ITD et ITD/WT 20,5

Mutation de RUNX1 hors LAM de risque favorable

Mutation d’ASXL1 hors LAM de risque favorable

Mutation de TP53
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b. Chimiothérapie d’induction

Si le patient est apte a supporter une chimiothérapie intensive et s’il est
susceptible de bénéficier d’'une amélioration de sa survie ou de sa qualité de vie, la
chimiothérapie d’induction doit étre débutée. Elle reste la seule option curative en
2017, en dehors des LAM3 qui ne seront pas abordées ici. Cette derniére a peu évolué
depuis la fin des années 70 : I'association de cytarabine et d’'une anthracycline,
internationalement reconnue comme consensuelle en 2017, a été testée pour la
premiére fois en 1968.12 Ce traitement, souvent dénommé « 3+7 » reste la référence.
Il permet globalement I'obtention de 80% de rémission compléte (RC) chez les patients

de moins de 60 ans et de 60-70% chez les patients d’age supérieur ou égal a 60 ans.

Récemment plusieurs intergroupes ont testé [lintensification des doses
d’anthracyclines. La premiére étude, en premiéere ligne chez les patients de moins de
60 ans, a démontré qu’une induction comportant de la daunorubicine & 90 mg/m2/jour
permettait d’améliorer la survie globale en comparaison avec de la daunorubicine a 45
mg/mZ/jour. Néanmoins, cet effet était limité au sous-groupe pronostique
favorable/intermédiaire.’®* La seconde retrouvait des résultats similaires chez des
sujets d’age supérieur ou égal a 60 ans avec de meilleurs taux de RC mais une
amélioration de la survie globale uniquement retrouvée chez patients de 60 a 65 ans.'4
Ces résultats sont & mettre en balance avec les doses habituellement utilisées,
notamment en France, puisque la majorité des patients recoivent de la daunorubicine
a 60 mg/mz/jour. En effet, I'essai britannique AML17 a démontré que la dose de 90
mg/m2/jour ne donnait pas de meilleurs résultats que la dose a 60 mg/m2/jour.'®> Une
analyse en sous-groupe de cet essai a néanmoins démontré un bénéfice en survie
globale et survie sans rechute de cette intensification pour les patients présentant une
mutation de type FLT3-ITD, particulierement pour ceux présentant un ratio ITD/WT
élevé.’® Si ces essais testérent lintensification des doses d’anthracyclines de
l'induction, d’autres étudieront I'intensification des doses d’aracytine en induction,
néanmoins sans amélioration de la survie globale alors que la toxicité, notamment

hématologique, était plus élevée.’:18
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En conclusion, le standard international reste une association de daunorubicine
= 60 mg/m?/jour x 3 jours (ou idarubicine 12 mg/m2/jour ou mitoxantrone 12 mg/ma2/jour)
et de cytarabine 100 a 200 mg/m2/jour x 7 jours : le « 3+7 ».% A I'avenir, afin d’améliorer
les résultats de cette chimiothérapie d’induction, certains médicaments seront
potentiellement associés au « 3+7 » : le midostaurin, le gemtuzumab ozogamycin et

la lomustine chez les sujets ageés.
c. Stratégies de post-rémission

Les stratégies de post-rémission comprennent des stratégies de traitement par
chimiothérapies intensives avec ou sans support de greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) autologues ou allogéniques. A I'heure actuelle, les dernieres
recommandations ELN ne retiennent pas dargument pour utiliser des
polychimiothérapies intensives,'® ou de fortes doses d‘aracytine,!’ quel que soit le
sous-groupe de patient.}”20 Ces différents points pourraient étre nuancés,'’?! mais le
standard international reste : cytarabine 1000-1500 mg/m2 x 2/jour pendant 3 jours,
pour 2 a 4 cycles.* Cette procédure de consolidation concerne les sujets de moins de
60 ans de risque favorable ou intermédiaire, alors éventuellement en association avec
un procédure de greffe de CSH. Les sujets d’age supérieur ou égal a 60 ans de risque
favorable non-M3, aptes a recevoir de fortes doses d’aracytine a l'issue d’'une induction

peuvent aussi en bénéficier.

La consolidation par intensification thérapeutique suivie d’'un support par greffe
de CSH autologues permet d’obtenir une diminution du risque de rechute. En 2011,
les intergroupes HOVON et SAKK ont publié une étude de phase 3 prospective testant
l'intensification par Busulfan-Cyclophosphamide suivie d’autogreffe versus fortes
doses d‘aracytine chez des patients entre 16 et 60 ans, atteints de LAM, en premiére
RC a I'issue d’'une double induction, non éligibles pour une allogreffe. Cette étude a
démontré un avantage pour l'autogreffe en termes de survie sans rechute sans
différence en survie globale.?? Méme si la plupart des travaux actuels sont issus
d’analyses rétrospectives,?®?* les standards internationaux retiennent I'autogreffe
comme un traitement de cléture chez les sujets < 60 ans de risque intermédiaire, en
suggérant que les patients sélectionnés sur la base d’'une maladie résiduelle négative

seraient ceux en bénéficiant le plus.
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Enfin, le traitement de cléture par greffe de CSH allogéniques est une des clés
de la guérison des LAM, il s’agit de 'indication la plus consensuelle et de loin la plus
fréequente de cette procédure de traitement. Si les possibilités de greffons (phéno-
identiques, géno-identiques, non apparentés partiellement compatibles, sang de
cordons placentaires et haplo-identiques) et les conditionnements atténués ont permis
d’en étendre les indications, cette procédure ne concerne pas la majorité des patients
du fait de leur age, des comorbidités, des toxicités des chimiothérapies, des rechutes
précoces, etc. Ce chapitre ne s’étendra pas sur les possibilités de greffe de CSH
allogéniques dans les LAM. Nous retiendrons simplement que les standards
internationaux recommandent l'allogreffe de CSH lorsque le risque de rechute
dépasse 40% a l'issue d’un traitement de premiere ligne. Par ailleurs, la greffe de CSH
allogéniques reste peu ou prou la seule option curative en rechute, en dehors des rares
rechutes de LAM3. Dans les recommandations ELN, la greffe de CSH allogéniques
reste recommandée avec des donneurs totalement compatibles, apparentés ou non,
et pour des LAM de risque intermédiaire ou défavorable. Aucune recommandation

n’est donnée pour les patients de plus de 60-65 ans.*
d. Stratégies de traitements non-intensifs

Globalement 30% des patients ne peuvent recevoir une chimiothérapie
intensive et les alternatives sont limitées. En dehors de la prise en charge palliative
avec traitements de support, I'aracytine a faible dose (20 mg x 2/jour pendant 10 jours
tous les mois) est généralement bien tolérée et permet théoriquement d’obtenir des
taux de RC de l'ordre de 18% et une légére amélioration de la survie globale, méme
si le pronostic reste tres sombre avec une médiane de survie globale de moins de 6
mois.?® Les agents déméthylants, notamment I'azacitidine, ne permettent I'obtention
de RC que dans 20 a 25% des cas, mais ont démontré un prolongement de la survie
globale et un certain niveau d’épargne transfusionnelle.?%?” De plus, ils semblent
améliorer la qualité de vie, méme si cela a été démontré plus formellement dans les
syndromes myélodysplasiques (SMD).2 Enfin, la décitabine a démontré une efficacité
particulierement importante dans les LAM présentant une mutation de TP53.2° Les
indications de ces options ne seront pas discutées ici, néanmoins elles ne sont pas
considérées comme assez satisfaisantes puisque les experts s’accordent a dire que

la meilleure option pour ces patients reste les protocoles de recherche clinique.*
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Les LAM sont des hémopathies malignes relativement rares et de mauvais
pronostic. De nouvelles stratégies thérapeutiques sont nécessaires, non
seulement pour guérir les sujets jeunes mais aussi pour pouvoir traiter les

patients les plus fragiles ne pouvant recevoir de chimiothérapie intensive.

Le traitement par chimiothérapie conventionnelle a peu évolué ces
derniéres décennies en dehors de l'intensification des doses d’anthracyclines
qui semblent particuliéerement efficaces chez les patients présentant une LAM
FLT3-ITD.

L’ajout du midostaurin sera discuté dans le chapitre 1.D.3. « Inhibiteurs de

tyrosine kinase dans les LAM FLT3 mutées ».
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B. Classifications des LAM

Contrastant avec des avancées thérapeutiques limitées malgré une intense
activité de recherche clinique, académique et industrielle, les 10 dernieres années ont
vu des progres rapides dans la connaissance des anomalies moléculaires liées au

processus de leucémogeneése.
1. Caractérisation cytologique

Les LAM ont des caractéristiques qui ont amené, par analogie a ’lhématopoiése
normale, a une premiere classification, cytologique et cytochimique : la classification
« French-American-British » (FAB).3° Utile dans les premieres heures du diagnostic,

sa valeur ajoutée sur le plan pronostique est quasi-nulle.
2. Caractérisation cytogénétique

Si le chromosome Philadelphie a été découvert en 1960 par P.C. Nowell et D.A.
Hungerford,®! ce sont les travaux de J.D. Rowley qui identifieront les mécanismes
génétiques qui en sont a l'origine.3? Elle établira ensuite que le substratum nosologique
des leucémies aigués est génétique, a travers la découverte des t(8;21) et t(15;17) au
début des années 1970.%3 Ces deux génes de fusion, secondaires a des translocations
ou des inversions, ont rapidement été considérés comme initiateurs dans la
leucémogenese et la premiere classification de I'Organisation Mondiale de la Santé,
en 1999,%* avait pour but de moderniser la classification historiqgue du FAB en incluant

ces anomalies cytogénétiques.

Pendant des années, l'outil le plus puissant pour stratifier le pronostic des
patients a été la cytogénétique du diagnostic, notamment les anomalies t(15;17) et les
anomalies de type CBF, associées a un bon pronostic alors que les anomalies (3Q),
del(5q), (-5/-7) et caryotypes complexes étaient associées a un mauvais pronostic. Les
anomalies moins fréquentes, mais récurrentes, ont finalement été incluses dans ces

classifications grace aux travaux a grande échelle de D. Grimwade.3%36

Par la suite, les mutations de FLT3,%” CEBPa,3® et NPM1,%® enrichiront cette
classification cytogénétique, notamment pour les 45% de patients ne présentant pas
d’anomalie chromosomique. L’étude de Schlenk et al., publiée en 2008, a longtemps
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défini la stratégie thérapeutique chez les patients atteints de LAM a caryotype normal,

40 puis par extension chez ceux ayant un caryotype de pronostic intermédiaire.

Finalement, les techniques de séquencage a haut débit dans de grandes
cohortes de patients dévoileront non seulement un paysage moléculaire précis avec

des mutations plus rares, mais aussi une architecture clonale spécifique.
3. Caractérisation moléculaire

Les mutations retrouvées dans les LAM sont généralement regroupées en 8
catégories d’anomalies (Tableau 2), (i) des voies de signalisation (FLT3, KIT, RAS,
PTPN11), (Il) des facteurs de transcription (RUNX1, CEBPa), (lll) du complexe du
spliceosome (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2), (IV) du complexe de la cohésine
(STAG2, RAD21), mais aussi des modificateurs épigénétiques, avec (V) les
modificateurs chromatiniens (ASXL1, ASXL2, EZH2, MLL) et (VI) ceux impliqués dans
la méthylation de ’ADN (DNMT3A, TET2, IDH1 et IDH2).

Enfin, deux dernieéres catégories comprennent (VII) les génes suppresseurs de
tumeurs (TP53, PTEN, PHF6) et (VIIl) les mutations de NPM1, isolées car les
mécanismes sous-tendant leur réle leucémogene restent encore mal définis (instabilité
génomique,*! activation de MYC,*? surexpression des HOX,*3 délocalisation de ARF,*

etc.).

Il est communément admis qu’en comparaison avec les tumeurs solides, les
LAM présentent peu de mutations.* Cela suggere que d’autres facteurs, notamment
épigénétiques, contribuent au processus de leucémogenese.*® En effet, les mutations
impliqguant des régulateurs épigénétiques représentent une grande part des
mécanismes dérégulés : 44% des patients présentent une mutation dans les genes
impliqués dans la méthylation de I’ADN et 30% dans les génes impliqués dans les

modifications chromatiniennes.*’
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Tableau 2 : Catégories fonctionnelles des mutations classiquement retrouvées
dans les LAM, d’aprés Bullinger et al., JCO 2017.%/

o . . Incidence
Categorie Membres Leucéemogenese
moyenne
) Kinases (FLT3, KIT)
Voies de o
] o Phosphatases (PTPN11)  Avantage prolifératif 59%
signalisation
RAS (NRAS, KRAS)
CBFB-MYH11, RUNX1-
Facteurs de Différenciation
b RUNX1T1, RUNXL, ' att 20%
transcription hématopoiétique
CEBPQ
Complexe du SRSF2, SF3B1, U2AF1, Dérégulation du processus 14%
0
spliceosome ZRSR2 d’épissage
Ségrégation chromosomique
Complexe de la o _
o STAG2, RAD21 et déregulation 13%
cohésine o
transcriptionnelle
Modification ASXL1, ASXL2, EZH2, Dérégulation G
0
chromatinienne MLL fusions transcriptionnelle
Méthylation DNMT3A, TET2, IDH1, Dérégulation "y
0
de ’'ADN IDH2 transcriptionnelle
Suppresseurs de Dérégulation
TP53, PTEN, PHF6 o 16%
tumeur transcriptionnelle
NPM1 NPM1 - 27%
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Les études a grande échelle décrivant le paysage mutationnel des LAM sont

présentées dans le tableau 3. Les grandes lignes de ces études et les enseignements

a tirer dans le cadre des LAM FLT3 mutées vont étre rapidement envisages.

Tableau 3 : Prévalence des mutations du FLT3 dans de grandes cohortes de

patients atteints de LAM

Age FLT3- FLTS3-
Article Année N Type LAM  médian Caryotypes ITD TKD
(années) (%) (%)
Schlenk De novo et
2008 693 _ 48 Normaux 32% 12%
et al.t secondaires
Ley L
2010 188 De novo 48 Indifférents 26%
et al.*
Patel De novo et o
2012 398 _ 47 Indifférents  30% 7%
et al.* secondaires
TCGA 0 2013 200 De novo 55 Indifférents 28%
Lindsley . o
2015 93 Secondaires - Indifférents 19%
et al.®t
Papaemmanuil De novo et .
2016 1540 _ - Indifférents  22% 8%
et al.®? secondaires
Metzeler De novo et -
2016 664 _ 57 Indifférents  30% 9%
et al .53 secondaires
Faber De novo et
2016 165 _ - CBF 2.4% 3%
et al.> secondaires
Silva De novo et -
2017 93 _ 72 Indifférents 21% 8,6%
et al.%® secondaires
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Dans une cohorte de 693 patients atteints de LAM de novo et secondaires, a
caryotypes normaux, publiée par Schlenk et al. en 2008, les mutations FLT3-ITD ou
ponctuelles au sein de son second domaine tyrosine kinase (« Tyrosine Kinase
domain » ou TKD), étaient respectivement présentes chez 32% et 12% des patients.
La mutation FLT3-ITD était le principal facteur de risque de déces et de rechute.*°
Dans la publication décrivant les mutations de DNMT3A, publiée par Ley et al. en 2010,
les 188 patients atteints de LAM de novo, tous caryotypes confondus, présentaient
une mutation de FLT3, ITD ou TKD, dans 26% des cas, respectivement chez 22% des
patients DNMT3A non mutés et 41% des patients DNMT3A mutés (p=0,003).4¢ Enfin,
en 2012, dans une cohorte de LAM de novo et secondaires, Patel et al. ont retrouvé
des mutations de FLT3, ITD et TKD, chez respectivement 30% et 7% des patients. La
mutation FLT3-ITD était associée a une diminution de la survie globale, et était le
premier facteur de risque de décés et de rechute chez les patients de cytogénétique
intermédiaire. Finalement, ces travaux ont démontré que la stratification pronostique
de Schlenk et al. pouvait étre affinée sur la base d’anomalies chromosomiques
(trisomie 8) ou des statuts mutationnels d’autres génes : IDH1, IDH2, ASXL1, MLL,
PHF6, TET2, DNMT3A, en sus des mutations dans les 3 géenes FLT3, NPM1 et
CEBPa.*

En 2013, le Cancer Genome Atlas Research Network (TCGA) a réalisé un
séquencage de génome complet (n=50) et un séquencage d’exome complet (h=150)
associé a une analyse extensive des transcriptomes, miRnomes et méthylomes de
200 patients atteints de LAM de novo au diagnostic. Le nombre moyen de mutations
en région codante était de 13, confirmant que l'instabilité génétique n’est pas un
marqueur des LAM, sauf dans le cadre de LAM secondaires a cytogénétiqgue complexe
avec anomalie de TP53. Globalement, 23 génes étaient retrouvés fréquemment mutés
et 237 autres ont été retrouvés mutés a au moins deux reprises. Les mutations de
FLT3, ITD et TKD, étaient présentes chez 28% des patients. Ensemble, elles étaient
associées aux mutations de NPM1, de DNMT3A et aux anomalies du complexe
cohésine. Enfin, le tri-génotype associant des mutations de DNMT3A, NPM1 et FLT3
était décrit comme une entité a part, non seulement par sa fréquence, mais aussi par
une diminution massive de la méthylation de 'ADN comparée a des progéniteurs
hématopoiétiques de donneurs sains: 71% de ces modifications épigénétiques

concernaient des régions codantes et induisaient un profil transcriptionnel spécifique.>°
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Dans une grande cohorte de 1540 patients atteints de LAM de novo et secondaires,
publiée par Papaemmanuil et al. en 2016, les mutations de FLT3, ITD et TKD, étaient
respectivement présentes chez 22% et 8% des patients. Ensemble, elles étaient
associées a des mutations de NRAS, NPM1, DNMT3A et TP53 mais aussi a des
anomalies chromosomiques de type inv(16), t(6;9), del(17), del(7), del(5), et
caryotypes complexes.>? Enfin, Metzeler et al. décrivent en 2016 des mutations de
FLT3, ITD et TKD, respectivement chez 30% et 9% des patients. Les mutations FLT3-
ITD étaient associées a des taux élevés de blastes dans le sang et la moelle osseuse,
aux mutations de DNMT3A et NPM1 et TP53, aux caryotypes normaux et complexes.>?

Trois études ont décrit la prévalence des anomalies de FLT3 dans des sous-

groupes patrticuliers :

En 2015, Lindsley et al. décrivent le paysage génétique d’'une cohorte de 93
patients atteints de LAM secondaire. Les mutations de FLT3, ITD et TKD, étaient
présentes chez 19% des patients. Cette étude démontrait par ailleurs qu’'un set
particulier de genes, impliqués dans le spliceosome (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR?2),
de régulateurs épigénétiques (BCOR), et de membres du complexe de la cohésine
(STAG2) étaient particulierement mutés dans les LAM secondaires. Ces anomalies,
habituellement associées aux SMD, conféraient aux LAM de novo, un pronostic proche
de celui des LAM secondaires. Les anomalies du FLT3 étaient alors en 6°™¢ position
des mutations les plus fréquemment retrouvées, apres les mutations de SRSF2,
ASXL1, RUNX1, NRAS, TET2, et DNMT3A.5L

En 2016, dans une cohorte de 165 patients atteints de LAM de type CBF publiée
par Faber et al., incluant 87 LAM pédiatriques, les mutations de FLT3, ITD et TKD,
étaient respectivement présentes chez 2,4% et 3% des patients. Elles étaient en 5¢me
position des mutations les plus fréquemment retrouvées, aprés les mutations de
NRAS, KIT, ASXL2, NF1 et WT1, mais sans valeur pronostique particuliere.>*

Enfin, dans une cohorte de 93 patients atteints de LAM, tous caryotypes
confondus mais chez des patients d’age médian de 72 ans (65-90) publiée par Silva
et al. en 2017, les mutations de FLT3, ITD et TKD, étaient respectivement présentes
chez 21% et 8,6% des patients. Les auteurs ont, par ailleurs, réalisé une analyse

comparative avec la cohorte de Metzeler et al. qui comportait 376 patients d’age
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médian de 45 ans (18-59) et 288 patients d’age médian de 67 ans (60-86). Dans ces
analyses les patients d’age supérieur a 60 ans étaient plus souvent atteints de LAM
mutées dans les genes du complexe du spliceosome (SRSF2, ZRSR2, SF3B1 et
U2AF1), habituellement associés aux LAM secondaires, et de LAM mutées au sein
des modificateurs épigénétiques (DNMT3A, TET2, IDH1&2 et ASXL1) habituellement
associés aux hématopoiéses clonales de pronostics indéterminés (« Clonal
hematopoiesis of indeterminate potential » ou CHIP) dites pré-leucémiques. Les
patients agés présentaient plus de mutations de géenes impliqués dans la régulation
transcriptionnelle (RUNX1, BCOR) et dans la réparation de 'ADN (TP53 et d’autres
décrits dans d’autres types tumoraux). Inversement, les mutations de NPM1, GATAZ2,
CEBPa, RAD21, KRAS, NRAS et WT1 étaient plus rares. Les auteurs démontrent par
ailleurs que les patients présentant des mutations de DNMT3A ou de génes impliqués
dans la réparation de I'’ADN constituent un groupe pronostiqgue a part en analyse
multivariée. Cette forte relation pronostique suggererait que le role leucémogene des
mutations de DNMT3A dans la LAM passerait par un réle fonctionnel dans la
réparation de 'ADN. Ces résultats translationnels font écho a des résultats plus
fondamentaux qui ont démontré que les mutations de type R882 de DNMT3A induisent
un défaut de détection des dommages de I'ADN et donc des risques mutagénes plus
élevés en réponse aux chimiothérapies de types intercalants, inhibiteurs de la

topoisomérase Il, tels que les anthracyclines.>®

La description des données brutes du paysage mutationnel des LAM au
diagnostic doit étre mise en perspective avec le caractére dynamique et évolutif
de la pathologie qui nait d’une cellule initiatrice pour devenir une entité

complexe et mouvante.

Les mutations de type FLT3-ITD concernent environ 30% des patients et
sont de mauvais pronostic ; les mutations de type FLT3-TKD concernent environ

10% des patients et leur valeur pronostique est discutée.
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C. Phylogénie des LAM
1. Cellule souche cancéreuse

La notion d’arbre phylogénétique implique la notion d’ancétre commun, donc la
notion de « cellule souche cancéreuse » ou CSC. En tant que concept, la CSC désigne
« une cellule » dotée de propriétés spécifiques qui lui conferent un caractére souche,’
et un caractére cancéreux.”® La preuve de l'existence d’une telle cellule est
généralement associée aux travaux de I'équipe de J.E. Dick, publiés dans le modele
des LAM dans Nature en 1994.5° En effet, seule une sous-fraction de cellules, présente
au diagnostic, permet des reconstitutions sériées de phénotypes leucémiques dans
des modeles de xénogreffes murines, définissant le caractére souche d’une cellule,
gue ce soit selon la théorie de J.E. Dick exposée ci-dessus, ou bien encore selon celle
de I.L Weissman qui postule que la leucémogenése peut aussi résulter de I'acquisition
de capacités d’autorenouvellement dans un compartiment de cellules

hématopoiétiques non multipotentes.®°

L’analyse épistémologique du concept de CSC révele que certains chercheurs
ont, d’'emblée, fait preuve de leur scepticisme dans le caractére définitif de cette
démonstration en mettant en avant, entre autres, le réle de I'environnement : « lls sont
peu nombreux mais nous en avons identifié un, Richard Hill, [...] : la transplantation
dans des souris immunodéficientes, dit-il, ne récapitule pas l'environnement des
cellules dans leur tumeur d’origine [...], [les cellules permettant des reconstitutions
sériées] peuvent simplement étre des cellules capables de produire leurs propres
facteurs de croissance ou des cellules capables d’interagir avec le micro-
environnement dans lequel elles sont injectées ».62 R.P. Hill plaidera pour un
changement de paradigme,®2 et une autre dénomination de la CSC : la cellule initiatrice
de cancer (« Cancer Initiating Cell - CIC », ou « Leukemic Initiating Cell - LIC », ou
« Tumor Initiating Cell - TIC, voire « SCID Leukemic Initiating Cell - SLIC »).%3

La cellule souche leucémique, que nous nommerons donc pour le reste de ce
document « LIC », possede des déterminants non génétiques sous-tendant une
organisation hiérarchique autour d’elle car ayant des capacités d’autorenouvellement,
de quiescence et de chimiorésistance expliquant sa résurgence plusieurs mois ou

années apres un traitement initialement efficace. Ce caractére « souche » a
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récemment été mis sous forme d’un score incluant la signature transcriptomique de 17
genes corrélés aux capacités de greffes sériées, a la chimiorésistance et au pronostic
des patients de maniere extrémement robuste. Parmi ces 17 genes, 3 au moins codent
pour des protéines impliquées dans [linteraction directe de la LIC avec son
environnement (GPR56, CD34, CPXM1).54 Les capacités spécifiques des LIC sont en
lien avec leur localisation au sein de niches spécialisées médullaires,®® caractérisées
par un microenvironnement spécifique, critique pour leur maintenance et leur fonction.
Depuis les travaux de J.E. Dick, il est largement admis que ces LIC sont au sein de la
fraction blastique CD34+*CD38'°%,5966 et depuis une quinzaine d’années, différents
clusters de différenciation ont été corrélés au phénotype de LIC plutdt qu’au phénotype
normal des CSH : CD123,%” CD44,%8 CLL-1,%° CD25,° CD32,° CD96,’* CD47,7? et

plus récemment CD45RA, "3 et TIM3,7# cette liste n’étant pas exhaustive.

Quoiqu’il en soit, cette cellule initiatrice reste la cible thérapeutique idéale, mais
sa définition au sein de I'arbre phylogénétique reste complexe. Sur le plan fonctionnel,
une LIC est a la fois « souche » et « leucémique » et la notion méme d’évolution
clonale implique que plusieurs clones aient la définition de LIC au sein d’'un méme

patient, sans pour autant avoir le méme bagage géenétique.

Cette notion est importante dans le ciblage thérapeutique des LAM FLT3-ITD,
au-dela de toute considération sémantique sur le caractere « driver » ou non de la
mutation. L’intérét de ce ciblage reste central et ce point sera discuté dans le chapitre
« 1.D.3.a. Pertinence du ciblage thérapeutique des anomalies de type FLT3-ITD ».

2. Hématopoiése pré-leucémique

Le vieillissement du systeme hématopoiétique a longtemps été résumé par une
altération du compartiment des CSH et par un biais d’engagement myéloide ou « Age-
Associated Skewing ».”> Plus tard, les études d’inactivation du chromosome X ont
démontré que l'incidence des inactivations non aléatoires dans les cellules sanguines
augmentait avec I'age ; plusieurs hypothéses ont été discutées et, parmi elles, le

concept d’« hématopoiése clonale ».7®

Il faudra attendre 2012 pour que la preuve génétique en soit apportée par un
séquencage d’exome complet sur cellules mononucléées sanguines, comparé a celui

de cellules de I'épithélium buccal chez trois patients agés. Une mutation somatique de
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TET2 a été retrouvée, telle que celles décrites dans les hémopathies myéloides par
Delhommeau et al.”” Finalement, au sein d’une cohorte de 284 donneurs sains, ces
mutations de TET2 étaient présentes dans '’ADN des polynucléaires neutrophiles de
5,6% des donneurs de plus de 65 ans présentant un biais d’engagement myéloide. On
ne les retrouvait ni dans '’ADN des lymphocytes de ces mémes donneurs, ni chez les
donneurs sans biais d’engagement myéloide, ni chez les patients de moins de 65
ans.”® Ces résultats posaient les bases génétiques d’une hypothése selon laquelle une
mutation de TET2 dans le compartiment des CSH induirait un avantage
d’autorenouvellement, une expansion clonale, et enfin une hématopoiese a

prédominance myéloide.

La notion d’« hématopoiese clonale » était née, construisant un modeéle selon
lequel une mutation fondatrice allait faire le lit d’acquisitions mutationnelles sériées,
chaque mutation offrant a la cellule une capacité pro-oncogénique spécifique selon les

premiers « Hallmarks of Cancer » d’Hanahan et Weinberg.>®

En effet, la CSH, multipotente, représente un réservoir de capacités, une sorte
de « copie de sauvegarde » sélectionnée dans I'évolution pour diminuer le risque de
transformation cancéreuse. Ainsi, une anomalie génétique ne peut étre transmise aux
cellules filles que lorsqu’elle se produit dans une cellule ayant des capacités
d’autorenouvellement ; dans l'autre cas, la mutation se perd dans la différenciation. Le
risque d’événement génétique augmentant avec les divisions cellulaires, I'évolution a
sélectionné un modele dans lequel le risque de corruption de la copie initiale était
guasi-nul car celle-ci se divisait trés rarement. Certains travaux ont tenté de mettre en
évidence une relation linéaire entre l'incidence des mutations dans des cellules
capables d’autorenouvellement et le risque de cancer.”® Ces travaux ont été critiqués,
non seulement en raison de la notion méme d’évaluation du nombre de cellules
souches dans un tissu,®® mais aussi en raison de I'absence de prise en compte de

différences ethniques,®! de I'environnement,®? et du microenvironnement.®3

Globalement, la vision finaliste de la modélisation de ce processus était
critiquée, basée uniquement sur l'acquisition sériée de mutations, faisant fi des
processus oncogeéniques non mutationnels (épigénétique, microenvironnement, etc.)
et de leurs interactions. Ces processus créent un environnement permissif a

'apparition d’un cancer patent, sur le modele de ce qui a été théorisé par R. Schreiber
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vis-a-vis de I'« immunoediting ».248 Si ce raisonnement peut s’appliquer a d’autres
processus non immunologiques, le processus d’acquisition sériée de mutations n’en

est pas moins réel.

Il a été démontré que 'accumulation d’'un marqueur, initialement présent dans
une CSH « long terme » murine, passe dans le compartiment CSH « court terme » en
un an, dans le compartiment des progéniteurs multipotents en 3 mois et enfin dans les
compartiments des progéniteurs myeéloides communs et lymphoides communs
respectivement en 1 jour et 2 mois.2 Cette remarquable lenteur illustre une fréquence
trés faible des divisions cellulaires dans 'hématopoiése précoce et est probablement
a mettre en relation avec la faible prévalence des mutations retrouvées dans les
LAM.%

La nécessité d’acquérir plusieurs mutations dans un compartiment de cellules
ayant des capacités d’autorenouvellement, et la faible incidence des divisions de ce
groupe de cellules, étaient deux notions antinomiques dans la compréhension de
certains processus de leucémogenese, sauf a considérer des mutations conférant
elles-mémes des capacités d’autorenouvellement. Le modéle d’hématopoiése pré-
leucémique de type CHIP permet de réconcilier ces deux postulats. Les premieres
mutations, permettent une expansion clonale au sein du pool de CSH, permettant leur
maintien dans le temps et donc la capacité d’acquérir les événements génétiques

supplémentaires nécessaires a une leucémogenese aboutie.?”

Par la suite, de nouvelles publications vont rapidement mettre en avant le role
primordial des autres modificateurs épigénétiques dans ces mécanismes, hotamment
a travers les mutations de DNMT3A, retrouvées non seulement dans les lignages
myéloides mais aussi lymphoides normaux.®® Enfin, des études a large échelle ont
démontré qu’au-dela de TET2 et de DNMT3A, d’autres genes étaient impliqués tels
quU'ASXL1, SF3B1, JAK2, etc.®® Ces CHIP ont été corrélées a une augmentation du
risque d’hémopathies malignes mais aussi & une augmentation du risque de déces,
incluant des causes non-cancéreuses.®®% Finalement, des techniques de
séquencage ultrasensibles ont demontré que si l'incidence augmente avec 'age, la
présence de CHIP est sous-évaluée chez les plus jeunes puisque 95% des individus
de 50 a 60 ans sont porteurs d’hématopoiéses clonales, infimes mais réelles,

permettant la comparaison des CHIP avec les gammapathies monoclonales de

35



signification indéterminée ou bien encore avec les lymphocytoses B monoclonales

sans critére de Leucémie Lymphoide Chronique.®3
3. Evolution clonale

Avant I'ére du séquencage a haut débit, les travaux sur I'évolution clonale
passaient par des analyses cytogénétiques et avaient déja démontré que (i) dans la
majorité des cas, les anomalies chromosomiques initiales persistent malgré de
possibles acquisitions, (i) une minorité de cas perdent leur anomalie et (iii) une
derniere partie de patients présentent des anomalies sans aucun point commun avec
celles du diagnostic.®* Certains travaux ont démontré que 40% des patients
présentaient, a la rechute, une perte d’hétérozygotie (« Loss of Heterozygosity » ou
LOH) qui impliquait fréquemment le chromosome 13 (LOH13q).°>% Ces travaux
suggéraient ce qui fut démontré plus tard avec des techniques plus sensibles : les
mutations de type FLT3-ITD rendent les cellules tellement dépendantes de leur

oncogene qu’elles en perdent I'alléle sauvage a travers une LOH13q.°%”

La notion de mutation « driver » ou conductrice dans les LAM reste débattue.
Dans la cohorte du TCGA, par exemple, les mutations de NPM1, CEBPa ou RUNX1
sont mutuellement exclusives avec les translocations récurrentes amenant a des
modifications de facteurs de transcription, suggérant qu’elles sont conductrices.>®
Néanmoins, dans des modéles murins, il a été démontré que les mutations de NPM1
augmentaient I'autorenouvellement des cellules et la myélopoiese, mais seulement
30% des souris développaient un phénotype de LAM. Un long délai de latence était
nécessaire, suggérant que l'acquisition d’événements génétiques complémentaires
était requise, incluant des anomalies de FLT3.%® Inversement, les mutations isolées de
FLT3 déclenchent, dans un modéle murin, un phénotype plus proche d’'un syndrome
myéloprolifératif (SMP) que d’une LAM,®° alors que la co-existence avec une mutation

de DNMT3A induit une transformation leucémique rapide.1°

Finalement, I'observation des co-occurrences mutationnelles révélera que les
mutations au sein des genes de la signalisation (FLT3, KIT, RAS) sont associées aux
translocations impliquant des facteurs de transcription (PML-RARA, CBFB-MYH11,
RUNX1-RUNX1T1). Cette observation s’accorde avec la théorie de D.G. Gilliland du

« double hit leucémique » impliquant la coopération de mutation de classe |, touchant
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des génes de la signalisation et conférant un avantage prolifératif, avec celles de
classe I, bloquant la différenciation.®® Néanmoins, les techniques de séquencage a
grande échelle démontrent maintenant que ce modeéle n’est pas définitif car non
pertinent pour prés de 40% des patients qui ne présentent pas de mutation dans les
geénes de la signalisation.9?

Les études de séquencage a haut débit ont permis de documenter plus
précisément l'acquisition sériée des mutations et I'évolution clonale observée a la
rechute. La sensibilité des techniques de séquencage permet en effet de quantifier la
fréquence des alléles variants. En bref, plus la fréquence de I'alléle variant est élevée,
plus la mutation est présente et plus on suppute qu’elle est précoce dans la
leucémogenese. Néanmoins, les fréquences d’alléles variants trés élevées peuvent

aussi étre associées a des LOH telles qu’on peut les voir dans les LAM FLT3-ITD.
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Le message fondateur, issu de travaux initiaux sur 8 patients séquencés au
diagnostic et a la rechute, est que le clone a la rechute peut étre issu du clone
« fondateur » qui a acquis des mutations complémentaires apres la rechute ou bien
qu’il s’agit d’'un sous-clone du diagnostic ayant survécu au traitement et ayant

éventuellement acquis des mutations complémentaires (Figure 1).193

Modeéle 1

Chemotherapy

Modéle 2

Chemotherapy

Figure 1 : Modéles d’évolutions clonales de LAM en rechute, d’aprés Ding et al.,
Nature 2012.193 Le modeéle 1 montre que le clone dominant au diagnostic évolue au sein de
la rechute, associé a I'acquisition de mutation(s) supplémentaire(s). Le modéle 2 montre qu’un
clone mineur du diagnostic, porteur de la plupart des mutations, résiste a la chimiothérapie

puis s’expand a la rechute, la encore associé a I'acquisition de mutation(s) supplémentaire(s).
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Par la suite, c’est I'analyse des LAM secondaires aux SMD qui suggérera que
les deux hémopathies sont aussi clonales I'une que l'autre, quel que soit le degré
d’envahissement blastique médullaire. Le clone fondateur du SMD est
systématiquement présent au stade de la LAM secondaire, bien que parfois dépassé
par un clone-fille ayant acquis des mutations supplémentaires (Figure 2).194

MDS LAM secondaire

Type de cellules

. Normales

MDS ou LAM secondaire

Mutations

Mutations du groupe 1
Mutations du groupe 2
Mutations du groupe 3
Mutations du groupe 4
Mutations du groupe 5

Figure 2 : Modéle d’évolution clonale : du SMD a la LAM secondaire, d’aprés
Walter et al., N Engl J Med 2012.1%4 Ce modéle montre que le clone du groupe 1 (jaune)
représente 52+22%=74% des cellules de la moelle au diagnostic de SMD. Le clone du groupe
2 (orange), issu du clone 1, est largement prédominant au moment de I'évolution en LAM
secondaire, mais apres avoir acquis des mutations complémentaires (clones 3 en rouge, puis
clone 4 en violet. Enfin un 5™ clone (noir), d’évolution plus tardive, représente 14% des

cellules médullaires au moment du diagnostic.

Enfin, dans le cadre des LAM FLT3-ITD, des travaux en « Single Cell Analysis »
viendront démontrer que les mutations de type FLT3-ITD sont des éveénements tardifs
dans la leucémogenése et que si I'événement de LOH13q est présent au diagnostic, il
est plus fréquent a la rechute.®” Sur la base des analyses du TCGA, 50% des patients
ont au moins deux clones détectables au diagnostic et il est dorénavant admis que
larbre phylogénétigue des LAM implique souvent des mutations dites de CHIP,

considérées pré-leucémiques, suivis d’événements additionnels. A la rémission, les
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clones CHIP persistent et peuvent éventuellement conduire a une rechute ou a une

seconde maladie (Figure 3).10°
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Figure 3 : Modeles de rechutes en présence d’une hématopoiése clonale,
d’aprés Jan et al., Oncogene 2013.1% Ce modeéle montre que plusieurs mutations
aboutissent a un clone leucémique. Les mutations doivent se produire dans une cellule dotée
d’autorenouvellement, avec apparition de différents clones (axe X) @, avant d’aboutir & une
authentique LAM (axe Y) @. Au diagnostic, les cellules blastiques (couleurs chaudes) sont
hétérogénes Q mais les cellules d’hématopoiése normale, clonale ou non (couleurs froides),
le sont aussi @. Le traitement aboutit & la rémission cytologique, donc & I'élimination de la
majorité des cellules clonales, mais persistent des clones leucémiques @ pouvant aboutir &
la résurgence de la maladie avec ou sans évolution clonale complémentaire @. Une autre
modalité de rechute est une nouvelle évolution clonale a partir des cellules de CHIP ayant

persisté a l'issue de traitement @, et qui acquiérent & nouveau les mutations nécessaires €.

Enfin, il a récemment été démontré que les notions d’évolution clonale et d’arbre
phylogénétique ne concernaient pas seulement les anomalies cytogénétiques et
moléculaires, mais aussi les modifications épigénétiques. Ces travaux ont démontré
la présence d’une diversité épiallélique, qui semblait indépendante de I'hétérogénéité
génétique, de I'age, et surtout des mutations de DNMT3A, TET2 et IDH1&2. Les
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auteurs proposent de diviser les patients atteints de LAM en trois catégories : (i) ceux
ayant une diversité épialléliqgue élevée et peu de mutations somatiques (groupe dit
« epigenetically driven »), (ii) ceux ayant une diversité épiallélique faible et de
nombreuses mutations somatiques (groupe dit « genetically driven ») et enfin (iii) ceux
sans profil particulier. Les auteurs avancent d’ailleurs I'hypothése que I'acquisition d’'un
épigénome modifié se ferait sous la pression du microenvironnement.'% Cet aspect
épigénétique de I'hétérogénéité clonale des LAM est un argument supplémentaire
contre la vision déterministe du cancer visant a le considérer comme uniquement
secondaire a des altérations de ’ADN. Le lien entre génotype et phénotype n’en est
gue moins linéaire, sans compter sur les autres processus, d’« editing », qui ne font

gu’amplifier ce phénomene.

Finalement, les modeles d’évolution clonale actuellement les plus consensuels

impliquent trois types d’acquisitions sériées (Figure 4).107

Modeles
let2

Caryotype
complexe

Premier cancer

Chemotherapy‘
Modeles Radiation therapy Caryotype

TP53 complexe

Figure 4 : Modeéles d’acquisition de mutations avant d’aboutir a un phénotype de
LAM, d’aprés Hirsch et al., Nat Comm 2016.1°7

Le premier, et le plus fréquent, débute par une mutation dite CHIP ou pré-
leucémique (DNMT3A, TET2 ou ASXL1 pour les plus emblématiques) puis au sein du
clone mute, apparait une mutation de NPM1 ou une mutation impliquant un facteur de
transcription (RUNX1), et enfin des anomalies impliquant les voies de signalisation
(FLT3, RAS). Le deuxieme est similaire mais se produit sans anomalie de type CHIP
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préalable. Le troisieme, implique un évenement fondateur a travers une translocation
impliguant une anomalie de type CBF ou MLL dont résultent une dérégulation
épigénétique et une dérégulation de facteurs de transcription hématopoiétiques. Les
mutations dans les génes de la signalisation se produisent aussi (KIT, FLT3, RAS)

mais ne sont pas nécessaires au processus leucémogene.

Deux modeles supplémentaires peuvent étre décrits : (i) celui impliquant les
mutations de TP53 est particulier car il est souvent secondaire a la présence d’un clone
muté associé a I'age, susceptible d’évoluer aprés la perte d’'une pression de sélection
par le reste de 'hématopoiese, typiquement apres une chimiothérapie pour un autre
cancer par exemple, a laquelle il aura été naturellement résistant. Enfin, (ii) les
modeéles dans lesquels I'événement initial est « absent » car « intrinséquement
présent », dans le cadre des prédispositions constitutionnelles. Il est démontré que les

traitements, a visée anti-néoplasique ou non, sont susceptibles de modifier ces

évolutions clonales.103.108,109

Le paysage génétique actuel des LAM est probablement figé et trés
proche de la réalité, de par la facilité d’accés a un échantillon de tumeur
homogeéne. La situation est différente dans les tumeurs solides dans lesquelles

I’hétérogénéité génétique intratumorale est fréquemment sous-estimée.1°

Cette caractérisation a mis en évidence différents modeéles ayant

positionné les mutations de FLT3 comme tardives dans la leucémogeneése.

42




D. Le récepteur tyrosine kinase Fms-like tyrosine kinase 3

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) sont une famille de récepteurs
transmembranaires qui traduisent un signal du milieu extra-cellulaire vers le secteur
intra-cellulaire. lls régulent ainsi des processus cellulaires physiologiques variés :
survie, croissance, différenciation, adhésion et mobilité. L’expression anormale ou
'activation constitutive de ces récepteurs conferent a la cellule des propriétés
oncogéniques impliquées dans de nombreux cancers, conduisant a un intérét majeur

en thérapeutique.

Les TK n'ont été identifié¢es que chez les métazoaires, contrairement aux
serine/threonine kinases présentes des les eucaryotes unicellulaires. Parmi les 90 TK
identifiées dans le génome humain, 58 sont des récepteurs distribués en 20 familles
selon la séquence d’acides aminés de leur TKD et la structure de leur domaine extra-

cellulaire (« Extra cellular domain » ou ECD).
1. Réle du FLT3 dans I'hématopoiese normale

Localisé en 13q12, le géne du « Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) » ou « fetal
liver kinase-2 (FLK-2) » ou encore « human stem cell kinase-1 (STK-1) » a été cloné
en 1991.11 Celui de son ligand, le FLT3-ligand, le sera deux ans plus tard.*?

L’ARN code pour une protéine de 993 acides aminés, exprimée principalement
dans le systeme hématopoiétique : lignages myéloide et lymphoide. Il existe différents
variants d’épissages alternatifs, fréquemment retrouvés dans les LAM, dont les

conséquences fonctionnelles et pronostiques restent mal connues.13

Le récepteur TK FLT3 est synthétisé, puis partiellement glycosylé dans le
réticulum endoplasmique (forme minoritaire, intra-cellulaire, de 130 kDa) avant d’étre
transporté vers l'appareil de Golgi ou sa glycosylation se poursuit avant d’étre
transporté a la membrane plasmique (forme majoritaire, a la membrane, de 160 kDa).
Cette protéine appartient a la famille des RTK de classe lll, incluant aussi FMS,
PDGFR et KIT, caractérisée par un ECD composé de 5 domaines « immunoglobulin-
like ». Il porte ensuite un domaine transmembranaire (« Transmembrane domain » ou
TMD), un domaine juxta-membranaire (« Juxta Membrane domain » ou JMD) impliqué

dans sa dimérisation (subdivisé en « JM-Binding domain » qui stabilise la conformation
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inactive, « JM-Switch » qui porte le domaine de liaison a STAT5 et enfin « JM-Zipper »
qui permet le repliement du récepteur), un premier domaine tyrosine kinase (TKD1)
(subdivisé en « 1 sheet », « Nucleotide Binding Loop » et « 2 sheet »), puis un

second (TKD2), séparés par une séquence d’insert (Figure 5).114

70% des cas 30% des cas
] |

Localisation des ITD a @
F -
2] Jd O ©
IM-B IM-S: IM-Z: hinge
switch motif zipper motif  region

Acides aminés 572-578 579-592 593-603 604-609 610-615 616-623 624-630

Figure 5: Représentation schématique du récepteur FLT3 et localisation des ITD,
d’aprés Kayser et al. Blood 2009.1'> En bleu, le domaine JMD est porteur de 70% des
mutations de type ITD, en rouge le TKD1 est porteur de 30% des mutations de type ITD. Le
TKD2 porte les mutations ponctuelles de type D835.

Le FLT3-ligand (FL) est une protéine transmembranaire qui peut étre relarguée
sous forme d’homodiméres solubles.'1611” Ces deux formes du ligand,
transmembranaire et soluble, sont capables d’activer le FLT3. Le FL est exprimé par
de nombreux tissus avec une expression maximale par les cellules mononucléées
sanguines. L’expression par de nombreux tissus du FL contraste avec le profil
d’expression de son récepteur, principalement retrouvé dans les progéniteurs
hématopoiétiques, suggérant que c’est le FLT3 lui-méme qui détermine la spécificité
tissulaire de leur action commune. Néanmoins, ces données restent sujettes a caution
puisque la plupart des études ont étudié le niveau d’ARN du FL, ne préjugeant pas de

son expression protéique.t®

A l'état basal, le FLT3 est monomérique, non phosphorylé et porteur d’une

kinase inactive. Lors de la fixation de son ligand, le récepteur subit une modification
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conformationelle, expose son domaine de dimérisation et permet une interaction
homodimérique par lintermédiaire du JMD. Cette dimérisation conduit a la
phosphorylation des tyrosines Yssg et Yso1 du JMD, supprimant I'effet de sa boucle
auto-inhibitrice, déclenchant I'activité kinase du récepteur et I'activation de différentes

voies de transduction (Figure 6).

GRB2 ][ Gab2 ] SOSD
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Figure 6 : Représentation schématique et simplifiée des voies de transduction
du signal en aval du FLT3, al'issue de lafixation de son ligand, d'aprées Stirewalt

& Radich, Nat. Rev. Cancer 2003.118 En jaune la voie des MAPK, en vert la voie des PI3K.

La voie des « Mitogen-associated protein kinase » ou MAPK est constituée
d’'une famille de serine/threonine kinases activées de plusieurs fagons par les RTK,
dont le récepteur FLT3. A lissue de l'activation des TKD du FLT3, les Y7es, Yoss, et

Yoeo recrutent les protéines adaptatrices GRB2 et Gab2. Ces dernieres peuvent
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recruter SOS1 qui active les GTPases RAS qui active Raf puis les kinases MEKSs, et
enfin les Erks. GRB2 et Gab2 peuvent aussi recruter la phosphatase SHP2, qui semble
participer a une activation directe des Erks. Enfin, les protéines Erks vont activer des
facteurs de transcription tels que ELK1, ETS, JUN, MYC et SP1 qui induisent
'expression de nombreux génes stimulant typiquement la prolifération cellulaire, la

plupart étant connus comme proto-oncogenes.®

Le voie du « Phosphatidylinositol-3-kinase » PI3K/AKT suit un chemin paralléle
alavoie des MAPK ety est interconnectée au niveau de RAS. La PI3K est une « lipide
kinase » hétérodimérique, constituée de deux sous-unités pl110 et p85, dotée d’'un
domaine SH2 qui lui permet d’étre recrutée au niveau des tyrosines phosphorylées
des RTK au méme titre que GRB2. Accessoirement, la PI3K peut étre activée par RAS.
La PI3K va assurer la phosphorylation d’'un lipide membranaire, le Pl-4,5-diphosphate
(PI1-4,5-P2) pour le transformer en PI-3,4,5-P3. Ce mécanisme est contrebalancé par
la phosphatase PTEN. Ce PI-3,4,5-P3 recrute la PDK1 qui active les serine/threonine
kinases AKTs. Ces derniéres vont phosphoryler plusieurs substrats, entrainant la
modification de leur activité. Sans prétendre a I'exhaustivité, on peut citer : inhibition
de TSC2 qui aboutit indirectement a I'activation de mTOR impliquée dans la synthése
protéique et linhibition de I'autophagie, inactivation de BAD impliquée dans la
régulation de I'apoptose, activation de MDM2 qui s’oppose aux fonctions de p53,
inactivation de CDKNL1 stimulant I'entrée en cycle cellulaire, activation d’IKK qui aboutit
indirectement a I'activation de NFkB, inactivation des FOXOs inducteurs d’apoptose.
L’ensemble de ces mécanismes converge globalement vers une fonction anti-
apoptotique de la voie PISK/AKT.11°

Au-dela des MAPK et de PIBK/AKT, d’autres voies d’aval peuvent étre activées :
la voie des « Src family kinases » SFK comprend, entre autres, SRC, FYN, LYN et
LCK. Les Yss9, Yso1 et Yso9 Ont été suggérées comme site de liaison du FLT3 & SRC.
Les SFK participent a la régulation de nombreux processus cellulaires incluant
prolifération, différenciation, migration et survie cellulaire. Parmi cette famille, LYN
semble étre spécifiguement activée dans la cadre des FLT3-ITD alors qu’elle ne I'est
pas classiguement par le FLT3-WT.?2 Des interactions physiques ont aussi été
décrites avec la PLCyl et Ship, régulatrices du métabolisme du PI-4,5-P2. D’autres
interactions, indirectes, ont aussi été décrites avec CBL et CBLB, impliqués dans le
complexe ubiquitine-ligase et donc dans la dégradation par le protéasome.8 Enfin, il
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semblerait que STAT5 puisse étre activé indépendamment de la voie JAK, ce point est
controversé puisque certains auteurs considérent que I'activation de STATS5 par le
FLT3 ne se produit que dans le contexte spécifigue des mutations de FLT3. Ce point

sera développé dans le chapitre 1.D.2.a. « Les mutations de type FLT3-ITD ».12

En termes fonctionnels, le FLT3 est principalement exprimé par les progéniteurs
multipotents, et les progéniteurs myéloides communs et lymphoides communs. Son
expression est nulle dans les lignées érythroides et mastocytaires, diminue avec la
différenciation dans les lignées mégacaryocytaire, granuleuses et lymphoides. Son
expression, théorique et controversée, par les CSH elles-mémes sera discutée dans
le chapitre 1.D.3.a. « Pertinence du ciblage thérapeutique des anomalies de type FLT3-
ITD ».

Sur le modeéle de son homologue le Stem Cell Factor (SCF) pour le récepteur
KIT, le FL n’induit pas, seul, une forte prolifération des progéniteurs hématopoiétiques.
En revanche, il exerce une activité tres fortement synergique avec d’autres facteurs
de croissance et interleukines, tels que I'lL-3, 'EPO et le GM-CSF sur les progéniteurs
myéloides.''® Parallelement, il exerce aussi une activité synergique avec d’autres
interleukines, tels que I'lL-3, I'IL-6 et I'lL-7 sur les progéniteurs lymphoides. En
'absence de FL chez la souris, il existe non seulement une diminution des progéniteurs
myéloides mais aussi une diminution des progéniteurs lymphoides B, des cellules

dendritiques,?? et des cellules NK.123
2. ROle du FLT3 dans les LAM

Le cluster de différenciation CD135 (ou FLT3) est surexprimé dans la majorité
des cas de LAM quand on compare cette expression a des progéniteurs de donneurs
sains,'?* mais aussi dans une grande partie des Leucémies Aigués Lymphoblastiques
(LAL).1?> Son caractere pro-prolifératif sur les blastes a été corrélé a celui observé sur
des progéniteurs hématopoiétigues normaux, avec un effet synergique en association
avec les cytokines et facteurs de croissance G-CSF, GM-CSF, IL-3 et SCF.'?6 Sj les
niveaux d’expression du récepteur ont parfois été corrélés aux taux de RC, de rechute
et de survie des patients atteints de LAM, le role clé du FLT3 dans la leucémogenese

repose, surtout, sur ses mutations.
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a. Les mutations de type FLT3-ITD
I.  Evenement génétique

Décrites en 1996 par Nakao et al.,®” les FLT3-ITD sont, dans la plupart des cas,
des séquences issues de l'intron 11, parfois de la séquence [intron 11 - exon 12] du
FLT3. Ces évenements génétiques conservent toujours un cadre ouvert de lecture et
associent le plus souvent des séquences étrangeres. Dans I'étude de Schnittger et al.
portant sur une large cohorte de LAM, des insertions allant de 3 a 400 pb ont été
décrites, avec des niveaux de transcription de chaque allele, sauvage et mutant,
similaires.'?” La mutation de type FLT3-ITD a initialement été trouvée au sein de I'exon
14, au niveau de la partie JMD de la protéine. Il s’avérera que ce site d’insertion
concerne uniquement 70% des patients. Un second type d’insertion a été décrit en
2009, au sein de I'exon 15, correspondant a la partie TKD1 de la protéine et concernant
30% des patients (Figure 5).122 Dans une grande cohorte de 'AML Study Group,
Kayser et al. ont étudié 241 patients atteints de LAM FLT3-ITD. Environ 14% avaient
plusieurs ITD (de 2 a 4) et la taille médiane de I'insertion était de 48 nucléotides (de
15 a 180). Plus l'insertion s’éloignait de I'extrémité 5’-N-terminale de la protéine, plus
la taille de I''TD était importante.!!>

ii. Conséquences conformationnelles

Sur le plan conformationnel, les mutations de type ITD au sein du récepteur
FLT3 permettent une dimérisation ligand-indépendante. Néanmoins, la présence de

FL, en plus de la mutation, induit une pleine activation du récepteur.?®

Le JMD est un régulateur négatif de I'activation du récepteur qui ne se déplie
gue lorsque le ligand est présent. Dans le cas d’'une mutation de type ITD,
I'encombrement stérique qui prévient les dimérisations ligand-indépendantes disparait
et des dimérisations se produisent. Ces derniéres permettent un changement
conformationnel qui entraine la phosphorylation des résidus tyrosines des TKD.1!4 Par
ailleurs, il a été démontré que les mutations de type FLT3-ITD induisaient une forte
activation de STAT5 grace a la paire de tyrosines Yssg et Yso1 du JMD. Cette activation
de STATS est résistante a l'activité de SOCS1, régulateur négatif de I'activation de
STAT5 dans un contexte JAK2-dépendant.30
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Enfin, si le FLT3-WT n’active ses voies d’aval qu’apres fixation de son ligand,
de la surface cellulaire, il a été démontré que les récepteurs FLT3-ITD pouvaient non
seulement signaler a partir de cette membrane plasmique, mais aussi et surtout, du
secteur intra-cellulaire. Le récepteur, dans le cadre de cette localisation, n’active que
peu les voies PIBK/AKT et MAPK,3! alors que STATS5 est fortement activé.3?

iii.  Conséquences sur la signalisation

L’activation ligand-indépendante du FLT3-ITD induit une prolifération et un
certain degré de blocage de différenciation des progéniteurs hématopoiétiques. Si les
voies des MAPK et PIBK/AKT restent importantes, un acteur clé apparait : STAT5. Ce
dernier, codé par les genes STAT5A et STATS5B, est un régulateur pivot de
’hématopoiese normale, classiquement en aval d’'une large variété de récepteurs aux

cytokines ou aux facteurs de croissance (Figure 7).

Signalisation de STAT5 induite par les cytokines en situation Signalisation de STAT5 dans les
physiologique hémopathies
IL-2 EPO SCF
Cytokines L-3 IL-7 TPO IFNa/f PDGE
IL-5 IL-9 GH IFNy EGF
GM-CSF IL-12 Prolactin IL-22 FIt3-ITD TEL-PDGFR c-Kit
IL-15 G-CSF FIt3 A835 FIP1L1-PDGFRu (D816V)
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Figure 7 : Signalisation entrainant une activation de STAT5 dans I'hématopoiése
normale et leucémique, d'aprés Schepers et al. JAK-STAT 2012.133
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Ces cytokines et facteurs de croissance incluent (i) la famille des récepteurs
« type IL-3 » (IL-3, -5 et GM-CSF), (ii) la famille des récepteurs « y chain » (IL-2, -7, -
9, -12, -15), (iii) la famille des récepteurs « single chain » (EPO, TPO, GH, Prolactine,
G-CSF), (iv) la famille des récepteurs de classe Il (IFNa/B/y et IL-22) et enfin (v) la
famille des RTK (SCF, PDGF et EGF). La plupart du temps, les TK JAK sont un
intermédiaire entre le récepteur et la phosphorylation de STAT5. Les conséquences
de cette activation sont hautement spécifiques de la lignée cellulaire dans laquelle elle
se produit, pouvant aboutir a des mécanismes de prolifération, de différenciation, de

survie ou de quiescence.'®?

Dans le cadre des LAM FLT3-ITD, I'activation de STAT5 est JAK-indépendante.
Sa phosphorylation passerait par SRC qui se fixerait par son domaine SH2 sur les
tyrosines Ysgo et Yso1 du FLT3-ITD.'%* Certaines équipes ont suggéré un rble de
LYN,?° d’autres enfin, ont démontré une activation indirecte, passant par la voie
FAK/TIAM1/PAK1.1%

En aval de son activation, STAT5 induit une augmentation de RACL1, puis de
lactivitt des NADPH oxydases. Ces dernieres entrainent une augmentation des
dérivés réactifs de l'oxygene (O2) et des cassures double-brins,'*¢ avec des
conséquences caryotypiques.t®” STAT5 est, par ailleurs, connu pour induire la
transcription de génes cibles tels que des régulateurs du cycle cellulaire, CCND1 et
CDC25A,*%® 'oncogéne MYC,132139 'oncostatine M, mais aussi et surtout les PIM
serine/threonine kinases,3214! notamment PIM1, impliqguée dans la croissance et la
survie cellulaire.#? Ce point sera détaillé dans le chapitre 1.D.3.c. « Les mécanismes

de résistance aux FLT3-ITK ».

Au-dela de STATS5, les mutations FLT3-ITD induisent une activation soutenue
et dérégulée des voies MAPK et PI3K/AKT avec de nombreuses conseéquences pro-
oncogéniques. Indirectement, le RTK muté phosphoryle la threonine Tz2 du FOXOAZ3,
empéchant son réle clé dans la promotion de I'apoptose. Enfin, le FLT3-ITD active
fortement ERK, qui va lui-méme phosphoryler la serine S21 de CEBPa, bloquant sa
fonction et donc la différenciation cellulaire. Un mécanisme similaire se produit avec

un autre facteur de transcription, PU.1.
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iv. Prévalence dans les LAM

La mutation FLT3-ITD est présente dans 15 a 20% des cas de LAM de
I'enfant,143 et 20 a 25% des cas de LAM de I'adulte,>? avec un pic d’incidence entre 45
et 60 ans.*” Dans les LAM de risque cytogénétique favorable, sa prévalence est de
6% des LAM t(8;21) et 5% des LAM inv(16)/t(16;16), sans valeur pronostique
particuliere.'** Sa prévalence est de 20 a 30% dans les LAM t(15;17) dans lesquelles
sa valeur pronostique est discutée.'*>146 Dans les LAM a caryotypes normaux, sa
prévalence est de 32% chez les sujets jeunes, associée a des taux de rechute de plus
de 60% a 5 ans et une survie globale de l'ordre de 20% a 5 ans en l'absence de
stratégie thérapeutigue incluant une greffe de CSH allogéniques.*® Dans les LAM de
pronostic défavorable, les mutations de type FLT3-ITD sont retrouvées dans 8% des
cas,'*’” et accessoirement dans 80% des cas de LAM avec t(6;9)(p23;q34).5% Les
FLT3-ITD sont rares dans les SMD et les Leucémies Myélomonocytaires Chroniques,
de l'ordre de 1% a 4%, probablement de mauvais pronostic et associées a des
transformations rapides méme si la faiblesse des effectifs empéche de conclure
formellement.*® Enfin, la prévalence des FLT3-ITD est respectivement de 15% et 11%
dans les LAM secondaires et radio- ou chimio-induites.*?’ Elles sont, par ailleurs,
souvent associées a un génotype DNMT3A et NPM1 mutés.'*® On les retrouve aussi
dans les LAM a cytogénétique complexe et associées a un génotype TP53 muté.>
Les mutations FLT3-ITD n’existent pas dans les tumeurs solides et ne sont jamais
retrouvées dans des hématopoieses clonales type CHIP. Sur le plan cytologique, elles
sont généralement associées aux LAM sans maturation, avec maturation et
myélomonocytaires de la classification FAB, et a des leucocytoses sanguines et

blastoses médullaires élevées.1??
v. Valeur pronostique

Si la valeur pronostique des mutations FLT3-ITD est indiscutable dans les LAM
a caryotype de pronostic intermédiaire, elle peut étre affinée en fonction de nombreux
parametres. La longueur de I'ITD est associée a une diminution des taux de RC a
I'issue de la chimiothérapie d’'induction.!® Les patients atteints de LAM avec une ITD
dans le TKD1 ont des durées de survie sans rechute et de survie globale plus
courtes,®0 plus particulierement lorsque I'lTD se situe dans le B1-sheet.!'® Enfin, le

ratio allélique ITD/WT est un facteur pronostique important. Il représente la quantité
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d’alleles FLT3-ITD par rapport a la quantité d’alleles FLT3-WT. Néanmoins, les
LOH13q, fréquentes a la rechute mais possibles au diagnostic, font artificiellement
monter ce ratio sans que cela soit un reflet direct d’'une quantité de cellules porteuses
de la mutation. Quoi qu’il en soit, plus il est élevé, moins le pronostic est bon, en termes
de survie sans rechute ou de survie globale. Plusieurs seuils ont été utilisés, des plus
bas 0,3 151 0,5 159152 qux plus élevés 0,78.1%3 Le seuil de 0,5 a permis de démontrer
gue chez les patients présentant une mutation de NPM1, ceux qui présentent en plus
une mutation de type FLT3-ITD avec un ratio ITD/WT < 0,5 ont le méme pronostic que
les patients FLT3-WT et que le bénéfice de la greffe de CSH allogéniques en termes
de survie globale disparaissait.'>? D’autres études ont retrouvé des résultats similaires
mais sans se limiter aux LAM mutées sur NPM1.%° Les ratio alléliques élevés ont par
ailleurs été directement associés a une diminution de la réponse initiale a la

chimiothérapie.*>®
vi.  Arbre phylogénétique

Les mutations de type FLT3-ITD sont tardives dans la leucémogenese,®’ donc
sous-clonales au diagnostic. Ces sous-clones peuvent évoluer en subissant une perte
de leur alléle sauvage par un événement génétique de type LOH13q. L’événement est
tardif et n’est jamais observé dans les clones FLT3-WT.1%* De plus, dés le diagnostic,

plusieurs clones porteurs de différentes ITD peuvent étre retrouves.

S. Schnittger, en 2002,%?” a suggéré une forte prévalence des mutations de type
FLT3-ITD a la rechute, associées a des LOHi3q et a des modifications caryotypiques
supplémentaires. Cette pénétrance a la rechute a longtemps été discutée,
systématique dans I'étude allemande initiale ou d’autres études,'?’15 la mutation est
en fait perdue dans 10%,%% a 25% des cas.®-1%° Parallélement, il a été démontré que
ces clones FLT3-ITD de rechute, dépendants de leur oncogéne, étaient sélectionnés
par la chimiothérapie conventionnelle, et que cette addiction pouvait se traduire par

une plus grande sensibilité aux FLT3-ITK que les clones FLT3-ITD du diagnostic.16°

Par ailleurs, le paysage moléculaire des LAM FLT3-ITD en rechute semble
particulier. En dehors des mutations de DNMT3A et de NPM1, auxquelles la mutation
est associée dés le diagnostic et qui sont trés stables a la rechute, des mutations de
MLL3 (15%) et FAT1 (10%) sont particulierement fréquentes.'¢ Enfin, jusqu’a 20%
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des patients FLT3-WT au diagnostic peuvent acquérir une mutation de type ITD a la

rechute.>’
b. Les mutations ponctuelles du FLT3

Les plus fréquentes des mutations ponctuelles se situent au sein de la région
« activation-loop » du TKD2. Ces mutations de type FLT3-TKD induisent aussi une
activation constitutive du récepteur. La plus fréquente est, de tres loin, la mutation
D835 décrite en 2000.161 D’autres, moins fréquentes, ont été retrouvées en position
1836,152 840GS,'62 N841,163 et Y842.164 La différence pronostique observée reste mal
expliquée par les différences de signalisation. La prévalence des mutations de type
FLT3-TKD est de l'ordre de 7% a 9% selon les séries,*%52:53 |égérement plus élevée,
a 12%, dans les caryotypes normaux,*® et dans le sous-groupe des LAM de type CBF
présentant une inv(16)/t(16;16) dans laquelle sa prévalence est de 15% sans toutefois

avoir une valeur pronostique particuliére.>2144

Dans la publication de Papaemmanuil et al., les effectifs de I'étude et le degré
de couverture des genes étudiés ont permis de mettre en évidence une interaction
entre les mutations FLT3-TKD et les mutations de type « partial tandem duplication »
de MLL ou « MLL-PTD ». Le pronostic des patients était trées défavorable (10% de
survie globale a 2 ans) lorsque les deux mutations étaient présentes, bon lorsque la
FLT3-TKD était présente sans MLL-PTD (65% de survie globale a 5 ans) et
intermédiaire dans les autre cas (50% de survie globale a 5 ans). La valeur pronostique
des FLT3-TKD reste discutée et elle est par ailleurs trés stable a la rechute.'>® Ces
mutations ponctuelles préexistantes a tout traitement sont quasiment exclusives des
mutations FLT3-ITD, puisque les co-occurrences au diagnostic sont de I'ordre de 2%.
Inversement, ces mutations sont fréquemment retrouvées, ensemble, aprés exposition
a certains FLT3-ITK, tels que le quizartinib, dans chacun des alléles ITD et WT. Ce
point sera discuté dans le chapitre I.D.3.c. « Les mécanismes de résistance aux FLT3-
ITK ».

Enfin, de rares mutations ponctuelles dans le JMD, concernant 2% des patients
atteints de LAM, ont été décrites. Elles siegent dans le site habituel des ITD avec des

conséquences biochimiques et fonctionnelles similaires, entrainant des modifications

53



de la conformation auto-inhibitrice du JMD, une dimérisation ligand-indépendante et

une activation constitutive de I'activité kinase du récepteur.16°
3. Inhibiteurs de tyrosine kinase dans les LAM FLT3 mutées

La démarche oncothéranostique a permis [|'obtention de résultats
révolutionnaires en Hématologie, dans la Leucémie Myéloide Chronique (LMC) bien
entendu mais aussi dans les LAL Phi* ou encore dans les LAM3. Cependant, dans
son édito introduisant le fameux « Achilles Heal of cancer », basé sur la notion
d’addiction de la cellule cancéreuse a son oncogene, 1.B. Weinstein évoquait déja le
fait que l'identification d’'une cible « critique » ne suffirait pas. La compréhension du
cancer de maniére plus dynamique serait nécessaire, impliquant des combinaisons de
thérapies sans quoi I'émergence de clones résistants serait inévitable.'%® Si ce
phénomeéne est relativement marginal dans la LMC,%7 pathologie clairement sous la
dépendance d’un seul oncogéne, il s’avérera terriblement vrai dans d’autres modéles
de néoplasies, incluant les LAM FLT3-ITD, malgré une hétérogénéité clonale moindre
par rapport aux autres cancers. Les notions d’oncotheranostic et de thérapie ciblée
auront ainsi rapidement montré leurs limites. L'utilisation des FLT3-ITK restera
probablement indispensable a l'avenir, mais seulement en complément d’autres

stratégies thérapeutiques.
a. Pertinence du ciblage thérapeutique des anomalies de type FLT3-ITD

Le caractére « driver » des mutations de type FLT3-ITD a longtemps été
débattu car ces mutations ne sont jamais isolées chez 'Homme et que le génotype
FLT3-ITD seul, dans des modeles murins, produit un phénotype de SMP. Néanmoins,
ce débat est principalement sémantique : la mutation de type FLT3-ITD peut ne pas
étre considérée conductrice car elle ne donne pas de LAM lorsqu’elle est isolée, elle

n’est pas pour autant simple « passenger ».

Bien que tardives dans la leucémogenése, ces mutations conférent une
addiction a la cellule cancéreuse puisque cette derniere enclenche un mécanisme de
LOH13q pour perdre son alléle sauvage,'>* et qu’elle développe des mutations de
résistance spécifiques aux FLT3-ITK telles que celles observées dans la LMC.68 Elles
sont, de plus, particulierement résistantes a la chimiothérapie conventionnelle car

présentes a la rechute dans 75 a 90% des cas. Cette probabilité augmente avec le
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ratio ITD/WT du diagnostic, donc avec la proportion de cellules mutées. La cible
thérapeutique reste pertinente, méme si elle n’est pas absolue. Si on se situe dans un
modele classique d’acquisition sériée de mutations, DNMT3A puis NPML1 puis FLT3,
il est vraisemblable que ces FLT3-ITK n'auront pas d’effet, théoriquement, sur les
clones DNMT3A mutés, NPM1 mutés et FLT3-WT.

Des études suggerent que le FLT3 n’est pas exprimé dans les CSH normales.
Il est inutile pour leur prolifération ou leur maintenance mais néanmoins indispensable
pour la transition entre CSH et progéniteur multipotent, en conditions d’homéostasie
ou de stress cellulaire.'®® En 2012, Chu et al. ont démontré que les CSH FLT3-ITD
présentaient un désavantage de prise de greffe chez la souris du fait de leur
prolifération qui épuisait le stock de cellules aux propriétés « stemness ». Ces données
suggéraient un role du récepteur, donc une expression du FLT3-ITD dans la CSH.1"°
Récemment, Mead et al. ont démontré par une analyse en « Single cell analysis » que
les CSH n’exprimaient pas d’ARN de FLT3 et que le profil transcriptionnel
« stemness » était inversement corrélé a la présence de cet ARN. Ces résultats,
associés a des expérimentations sur modele murin, démontraient que les CSH
« knock-in » pour le FLT3-ITD n’exprimaient pas le récepteur, que la transcription se
produisait dans des cellules transitionnelles entre CSH et progéniteur multipotent et
gue ce progéniteur lui-méme présentait une expression phénotypique du FLT3-ITD. A
lissue, ces cellules exercaient un effet toxique sur les cellules de la niche
hématopoiétique, TNFa-dépendant, diminuant sa capacité a soutenir

I'hnématopoiése.'’*

In fine, M. Levis publiera un éditorial commentant ces résultats et suggérant que
si les LIC FLT3-ITD n’expriment pas la protéine correspondante, elles ne sont pas
dépendantes de sa signalisation. Leur élimination devra donc se faire grace a des
associations avec des traitements permettant d’atteindre cette fraction de cellules

leucémiques qui ne sont pas sous la dépendance majoritaire de cet oncogéne.’?

Dans un autre modéle kinase-dépendant, la LMC, le risque de rechute a I'arrét
du traitement diminue avec la durée d’exposition a l'imatinib avant arrét du
traitement.1”® L’hypothése est que cette diminution du risque de rechute serait die au
fait que les LIC Phi*, en rentrant en cycle deviendraient sensibles aux ITK, la durée

d’exposition permettant d’atteindre ces cellules qui se divisent a intervalle au moins
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annuel. Ce raisonnement pourrait s’appliquer aux LAM FLT3-ITD et & leur inhibition,

et serait un argument en faveur du traitement de maintenance chez ces patients.
b. Les différentes classes d’inhibiteurs de tyrosine kinase

Les FLT3-ITK sont des composés hétérocycliques, inhibant le FLT3 par
compétition avec I'ATP dans la poche du TKD2. Cette compétition inhibe
I'autophosphorylation du récepteur ligand-indépendante et donc la phosphorylation
des substrats et donc des voies de signalisation en aval. La premiere génération
d’inhibiteurs comprend principalement des inhibiteurs multi-kinase utilisés initialement
dans les tumeurs solides tels que le midostaurin, le lestaurtinib, le sorafenib et le
sunitinib. La seconde génération comprend le quizartinib, le crenolanib, le gilteritinib et

accessoirement le ponatinib (Tableau 4).

Les FLT3-ITK peuvent étre classés en deux catégories fonctionnelles selon
deux conformations de la kinase du FLT3 en lien avec la position des acides aminés
Asp(D)-Phe(F)-Gly(G) qui sont a la base de I'« activation-loop ». Dans la position
« DFG-in », '« activation-loop » est dépliée, la poche a ATP est accessible, la kinase
est active. Dans la position « DFG-out », I'« activation-loop » est repliée sur la poche
a ATP, les acides aminés en position D835 et Y842 stabilisent la conformation repliée,
inactive, en créant respectivement des liaisons hydrogenes avec les acides aminés
S838 et D811.

- Les FLT3-ITK de « type | » ciblent les conformations « DFG-in » et « DFG-
out » du récepteur. Cette famille comporte le crenolanib, le midostaurin, le sunitinib, le
lestaurtinib, le gilteritinib, indifféremment de premiere ou de deuxiéme génération. lls
sont, en regle générale, efficaces dans les LAM avec mutation de type FLT3-ITD et -
TKD.

- Les FLT3-ITK de « type Il » ciblent la conformation « DFG-out » inactive du
récepteur. Cette famille comporte le quizartinib, le sorafenib, le ponatinib, le
pexidartinib, indifferemment de premiére ou deuxieme génération. Une mutation TKD
sur les résidus D835 ou Y842 empéche les liaisons hydrogenes avec les S838 et
D811, la conformation repliée n’est pas stable, elle se rapproche d’'une conformation

« active » et les FLT3-ITK de type Il ne sont plus efficaces.
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Tableau 4 : Différents types d’inhibiteurs de tyrosine kinase utilisés dans les

LAM FLT3-ITD, leurs cibles et les mutations de résistance

DCI (code) Type Cibles Mutations de résistance

Premiére génération

Sunitinib
(SU11248) FLT3, CSF, VEGFR
Midostaurin
PDGFRB, FLT3, KIT N676K 174
(PKC412) GFRB, FLT3, 676K,
Lestaurtinib
(CEP701) FLT3, JAK2
Sorafenib . -
1] FLT3, VEGFR, KIT D835Y/H,'" F691L,

(BAY-43-9006)

Deuxiéme génération

a‘g;g”'b I FLT3, KIT, PDFRA  F691L,1% D835Y/V/F 16 Y842C/H, 168
Crenolanib PDGFR, FLT3, ULK2 F691L 177179

(CP868-596)

Gilteritinib

(ASP2215) I FLT3, LTK, AXL

Ponatinib

(AP24534) Il BCR-ABL, SRC, FLT3

Pexidartinib D835Y/H/V/E,*° N609K,8 T628|,180
Il CSFR1, KIT, FLT3 N676K/T,8° S652G,8° E708G,

(PLX3397) T82OAL
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I. Les FLT3-ITK de premiére génération

Le sunitinib, inhibiteur multi-kinase de type |, a initialement été approuvé dans
les cancers du rein métastatiques et les tumeurs stromales gastro-intestinales. Une
premiere étude de phase 1 dans les LAM a démontré que la dose nécessaire a une
inhibition correcte du FLT3 était de I'ordre de 200 mg/jour,®! alors que la seconde
démontrait que la dose maximale tolérée était de 75 mg/jour.’®? Une phase 1/2 a
finalement démontré que la dose de 25 mg en association a de la chimiothérapie
intensive déclenchait des toxicités majeures suggérant que le sunitinib a terminé son

développement dans cette indication.183

Le midostaurin est un inhibiteur multi-kinase de type 1,8 dérivé de la
staurosporine, premier inhibiteur pan-kinase, initialement développé comme inhibiteur
de la PKC.'8> A la méme période, les mutations FLT3-ITD étaient découvertes et le
midostaurin permettait un bon degré d’inhibition.*®¢ Dans un premier essai de phase
1, Stone et al. ont montré des clairances blastiques périphériques et médullaires chez
50% des patients.®” La phase 2b a randomisé 95 patients atteints de LAM FLT3 mutés
ou WT et a confirmé une clairance blastique supérieure a 50% chez 71% et 42% des
patients, respectivement. Aucune réponse compléte n'a été observée et la clairance
meédullaire était toujours nettement inférieure a la clairance périphérique, suggérant
une réponse différentielle entre moelle osseuse et sang, chez les malades mutés et
WT.18 Finalement, sa faisabilité, en association avec de la chimiothérapie intensive,
sera démontrée a la dose de 50 mg x 2/jour,'® et I'essai RATIFY du Cancer and
Leukemia Group B démontrera son efficacité en association avec la chimiothérapie.'®°
Ce protocole était un essai randomisé de phase 3 dans lequel 717 patients atteints de
LAM FLT3-ITD ou FLT3-TKD recevaient une chimiothérapie conventionnelle de type
« 3+7 » suivie de consolidations a base de fortes doses d’aracytine, associées ou non
a du midostaurin, suivi d’'un an de maintenance. La combinaison permettait une survie
globale a 4 ans de 51,4% contre 44,3%, et un prolongement de la survie médiane de
25,6 a 74,5 mois avec le midostaurin. Ces résultats ont permis son approbation par la
«Food and Drug Administration» le 28 avril 2017 (RYDAPT®, Novartis
Pharmaceuticals, Inc.) pour le traitement des LAM FLT3 mutées de l'adulte, a la
posologie de 50 mg x 2/jour de J8 a J21 de chaque cycle de chimiothérapie, suivie

d’'un an d’entretien en monothérapie.
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Le lestaurtinib est un inhibiteur multi-kinase de type | qui semblait prometteur
car efficace sur les blastes FLT3-ITD et WT in vitro,'°! et dans une cohorte de phase
2.192 Néanmoins, un essai cliniqgue de phase 3 a récemment randomisé 500 patients
présentant une mutation de type FLT3-ITD (75%), FLT3-TKD (23%) ou les deux (2%).
Les deux bras comportaient une chimiothérapie intensive avec consolidations
répétées, avec ou sans lestaurtinib entre les chimiothérapies. Aucune différence en
termes de réponse a la chimiothérapie d’induction, de survie sans rechute ou de survie

globale n'a été mise en évidence en dehors d’analyses en sous-groupes.'®?

Le sorafenib est un inhibiteur multi-kinase de type I, initialement approuveé dans
le cancer du rein et le carcinome hépato-cellulaire. Deux essais de phase 1 ont
démontré que la dose maximale tolérée de 400 mg x 2/jour de J1 a J28 permettait une
bonne inhibition du FLT3. Son efficacité était dépendante du statut FLT3-ITD.1%41%
L’essai SORAML, second essai de phase 2, a inclus 272 patients atteints de LAM
FLT3-ITD et WT recevant une chimiothérapie conventionnelle de type « 3+7 »
associée ou non a du sorafenib. La combinaison permettait une survie sans
évenement de 40% a 3 ans contre 22% dans le bras chimiothérapie seule. Néanmoins,
le statut FLT3-ITD ou FLT3-WT ne semblait pas modifier drastiquement I'effet du
traitement, méme si la survie globale semblait prolongée avec le sorafenib dans le
sous-groupe FLT3-ITD.1% Les résultats les plus intéressants avec le sorafenib ont été
publiés dans le contexte des rechutes post-allogreffe. Les premiers sont issus d’une
étude rétrospective ayant inclus 65 patients en rechute ou réfractaires qui avaient recu
du sorafenib en monothérapie dont 29 en situation de rechute post-allogreffe. Ces
derniers ont développé moins de résistance et de maniére plus tardive que ceux traités
en situation de rechute sans allogreffe préalable.'®” Un essai de phase 1 a donc testé
le médicament en maintenance post-allogreffe dans les LAM FLT3-ITD : la survie sans
maladie et la survie globale a 1 an étaient respectivement de 85 et 95% démontrant
non seulement sa faisabilité mais aussi des résultats encourageants sur cette petite
cohorte de 22 patients,'%® avec des résultats proches de ceux obtenus dans une

cohorte rétrospective de 81 patients.%
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ii. Les FLT3-ITK de deuxieme génération

Le quizartinib est un FLT3-ITK de type Il, se fixant dans une conformation
« DFG-out » du RTK.2% || flt le premier ITK développé spécifiguement comme
inhibiteur du FLT3, avec une efficacité particuliere sur les mutants de type FLT3-ITD.
Validé sur des lignées in vitro, sur des blastes ex vivo puis in vivo dans des modéles
murins,?®! il a rapidement été testé chez 'lHomme. La phase 1 a déterminé une dose
maximale tolérée a 200 mg/jour, associée a des allongements asymptomatiques du
QT (intervalle entre le début de londe Q et la fin de londe T sur un
électrocardiogramme), des anémies et des thrombopénies.?%? Cette posologie a été
reconduite dans 5 études de phase 2 dont 4 ont été présentées en congres. La
premiére a nécessité de diminuer la dose utilisée de 200 a 90-135 mg/jour,?° puis la
deuxiéme a inclus 133 patients > 60 ans dont 70% présentaient une mutation FLT3-
ITD. Les taux de réponse globale (RC+RC avec cytopénie et rémissions partielles)
étaient respectivement de 32% et 54% pour les patients FLT3-WT et FLT3-ITD.?% Une
troisieme phase 2 a inclus 137 patients < 60 ans dont 72% présentaient une LAM
FLT3-ITD en rechute ou réfractaire, les taux de réponse étaient similaires a la cohorte
précédente mais cet essai fut 'occasion de montrer que le quizartinib permettait
d’obtenir un degré de rémission suffisant pour permettre une procédure de greffe de
CSH allogéniques chez les sujets jeunes. Dans tous les cas, la RC avec cytopénie
était la réponse la plus fréquemment observée, probablement du fait d’'une inhibition
de KIT.2% Des doses plus faibles ont été utilisées dans une quatriéme phase 2, allant
de 30 a 60 mg/jour et semblaient donner des niveaux de réponse globale similaires,
de l'ordre de 50%.2% Devant ces taux de réponse élevés, en monothérapie chez des
patients FLT3-ITD en situation de rechute ou réfractaires, des essais en association a
la chimiothérapie ont été débutés. Plusieurs sont en cours, en association avec une
induction de type « 3+7 » (NCT01390337), suivi d’'une maintenance incluant la période
post-transplantation (NCT02668653 — QUANTUM-First), en entretien post greffe
(NCT01468467), avec azacitidine ou aracytine faible dose (NCT01892371), en rechute
versus rattrapage (NCT02039726). Il n’y a pas, a notre connaissance, de données

communiquées sur ces essais.

In fine, la réponse typique observée avec le quizartinib consiste en une
clairance des blastes périphériques, associée a la persistance d’un infiltrat médullaire
dont les cellules FLT3-ITD présentent des stigmates de différenciation myéloide.?%7
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Cette diminution de l'efficacité du quizartinib serait due a un maintien de I'activation de
MAPK par les cytokines du microenvironnement.?® Des hyperleucocytoses
transitoires, associées a quelques syndromes de différenciation ont été observées. A
l'issue, la moelle osseuse reste généralement hypocellulaire, probablement du fait de
l'inhibition de KIT. Deux types de résistances sont observés : primaires, elles sont
généralement dues a des mécanismes extrinseques ; secondaires, elles sont dues a
des mécanismes intrinseques, au premier rang : les mutations de type D835. Ces
différents points seront développés dans les chapitres 1.D.3.c « Les mécanismes de
résistance intrinséques a la cellule leucémique » et 11.B.3 « Rdle protecteur et

mécanismes de résistance extrinseques ».

Le crenolanib est un FLT3-ITK de type | potentiellement actif dans les LAM
FLT3-ITD et FLT3-TKD. Son principal avantage est I'absence d’inhibition de KIT qui
laisse penser que son profil d’hématotoxicité sera plus favorable. Il est efficace sur les
mutations de type FLT3-ITD et FLT3-TKD type D835 et Y842.177 || semble étre actif
sur les mutations N676K résistantes au midostaurin,’’* mais aussi présentes au
diagnostic chez 6% des patients atteints de LAM avec inv(16), sans valeur pronostique
particuliére.??® Une étude de phase 2, présentée au congrés 2014 de I'ASH a
randomisé 34 patients FLT3-ITD ou FLT3-TKD dont > 60% avaient déja recu un FLT3-
ITK. Les taux de réponse, de survie globale et de survie sans événement étaient

supérieurs chez les patients naifs de tout traitement par FLT3-ITK.2%°

Le gilteritinib est un FLT3-ITK de type | efficace sur les différentes mutations du
FLT3, ITD et TKD, incluant les mutations « gatekeeper » type F691L, in vitro.?!! De
plus, ce FLT3-ITK est un puissant inhibiteur d’AXL, RTK impliqué dans la résistance
aux chimiothérapies conventionnelles et aux ITK dans de nombreux modéles de
cancers. Ces différents points seront détaillés dans le chapitre IIl.B. « Fonctions
physiopathologiques des RTAM en Oncologie ». De plus, sa faible inhibition de KIT
laisse supposer une meilleure tolérance hématologique que le quizartinib.'”® Ce FLT3-
ITK est actuellement en test dans 11 essais cliniques enregistrés dans ClinicalTrials.
Les résultats définitifs de la phase 1/2 ont réecemment été publiés dans le Lancet
Oncology.?'? Cet essai a inclus 252 patients, atteints de LAM en rechute ou
réfractaires, dont 30% d’allogreffés et 25% de patients ayant déja recu un FLT3-ITK.
Les % des patients présentaient une mutation de FLT3, de type FLT3-ITD (82%),
FLT3-TKD (7%) ou les deux (8%). Le taux de réponse globale (RC+RC avec cytopénie
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et rémissions partielles) était de 49% pour les patients FLT3 mutés et 12% pour les
patients FLT3-WT. Son efficacité est particulierement importante chez les malades en
rechute, caractérisés généralement par un ratio ITD/WT plus élevé et une plus grande
dépendance a l'oncogene.® Il serait actif chez les patients ayant développé une
mutation du TKD2 sous quizartinib. Ces points seront discutés dans le chapitre 111.B.3.a

« Inhibiteurs de tyrosine kinase anti-AXL ».

Le ponatinib est un FLT3-ITK de type 2, développé initialement pour cibler la
mutation T315] du BCR-ABL.?'® Son efficacité dans les LAM FLT3-ITD a été
démontrée in vitro et in vivo dans des modéles murins,?** non seulement dans des
modeles de LAM FLT3-ITD classiques mais aussi dans ceux portant des mutations
« gatekeeper » telles que les F691,°2> ou dautres mutations de résistance
apparaissant sous traitement par quizartinib ou sorafenib.?1® Un essai clinique de
phase 1/2 est actuellement ouvert en France, testant le ponatinib en association a la
chimiothérapie de consolidation par aracytine a dose forte ou intermédiaire
(NCT02428543).

D’autres inhibiteurs ont vu leur développement arrété, tels que le KW-2449, en
raison d'une demi-vie courte.?’” D’autres, enfin, sont a différentes phases de
développement, pré-cliniques ou cliniques en phase précoce, tels que le tandutinib, le

pexidartinib etc.

Finalement, la premiére génération de FLT3-ITK inclut des inhibiteurs multi-
kinase issus de repositionnement de médicaments, avec de nombreux effets « off-
target » (Figure 8). lls restent intéressants mais manquent d’efficacité, méme si les
essais ont pu démontrer un bénéfice en phase 3 tels qu’avec le midostaurin. La
deuxieme génération d’inhibiteurs comprend, la aussi, des traitements
« repositionnés » (crenolanib, inhibiteur de PDGFR et ponatinib, inhibiteur d’ABL). S’ils
sont plus spécifiques du FLTS3, ils sont aussi confrontés a des effets « off-target » et a
des mutations de résistance type « activation-loop » et « gatekeeper ». Le quizartinib
a éteé le premier ITK fabriqué sur mesure pour le FLT3, néanmoins, son hématotoxicité
secondaire a son action sur KIT limitera peut-étre son développement. Enfin, le
gilteritinib pourrait cibler le FLT3 avec moins d’effets « off-target » tout en conservant
une efficacité sur les mutations « gatekeeper ». De plus, il cible un autre RTK impliqué
dans les résistances primaires aux ITK et aux chimiothérapies conventionnelles : AXL.
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Figure 8 : Dendrogrammes des protéines kinases humaines avec localisation
d'AXL, de FLT3, et niveau de spécificité des FLT3-ITK. Premiére génération (en haut)

et seconde génération (en bas), les cercles rouges représentent la liaison aux kinases, leur
taille est proportionnelle a leur affinité. D’aprés Zarrinkar et al. Blood 2009,%°! et Karaman et

al. Nature Biotech 2008.184
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c. Les mécanismes de résistance aux FLT3-ITK

L’ensemble des essais cliniques présentés ci-dessus ont déja permis de mettre
en évidence des mécanismes de résistance, soit primaires chez les patients ne
répondant pas d’emblée, soit secondaires chez des patients présentant une réponse
initiale. Ces meécanismes de résistance peuvent étre classés en deux

catégories (Figure 9) :

/ Extrinséques a la cellule \ FLT3-ITD
- Métabolisme des composés et
protéines du « Multi Drug Resistance »
- Liaison aux protéines plasmatiques
- Rodle du microenvironnement
- Facteurs solubles
- Facteurs contacts

GRB2 || Gab2 5051>

\ - Basses pressions en O, /
/ \ SHP2 35
Intrinséques a la cellule \ g af
- Récepteurs dépendants P14 5P) PL3.45.P3 EK
- Taille et site de I'I'TD ! N
- Mutations du TKD2
- Récepteurs indépendants PDK1
-« Bypass signaling » AKT STATS Erk ]
- Surexpression de protéines anti-

K apoptotiques /

Figure 9: Classification des mécanismes de résistance aux FLT3-ITK,

intrinséques ou extrinséques a la cellule.

i. Extrinseques a la cellule leucémique

Ces mécanismes peuvent étre en lien avec le métabolisme de I'I'TK, hépatique
ou au niveau des protéines d’efflux, ou bien avec leur niveau de liaison avec les
protéines plasmatiques. Ces deux premiers mécanismes ne seront pas détaillés. Le
troisieme correspond a une résistance induite par le microenvironnement, qui semble
particulierement importante dans le cadre des FLT3-ITK. En effet, la différence, parfois
majeure, observée entre les clairances blastiqgues sanguine et médullaire suggére que
ce mécanisme est prépondérant. Ce chapitre sera détaillé dans le chapitre 11.B.3 «

Role protecteur et mécanismes de résistance extrinseques ».
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ii. Intrinséques a la cellule leucémique

Récepteurs dépendants

- lIs peuvent étre en lien avec la taille et le site de I'I'TD. En effet, si le site de
I'I'TD ne semble pas modifier les capacités clonales ou prolifératives des cellules de
LAM in vitro, les cellules présentant une ITD au sein du TKD1 sont moins sensibles au
quizartinib et au midostaurin. Parallélement, in vivo, si les mutations FLT3-ITD au sein
du TKD1 conférent a la cellule leucémigue un moindre degré de prise de greffe, elles
semblent plus résistantes aux deux FLT3-ITK précités. Enfin, elles semblent aussi plus
résistantes aux chimiothérapies conventionnelles.!’>?®2 Dans ce cadre, le
microenvironnement joue un réle clé puisque certaines caractéristiques, absentes in

vitro, sont dévoilées in vivo.218

- Néanmoins, ces mécanismes de résistance intrinseques a la cellule,
dépendants du récepteur FLT3, sont surtout secondaires a I'émergence de clones
présentant une mutation ponctuelle dans le TKD2. Initialement décrit dans la LMC, ce
mécanisme de résistance a été rapporté pour la premiere fois dans une LAM FLT3-
ITD chez un patient en rechute 3 mois apres une bonne réponse au midostaurin, il
s’agissait d'une mutation de type N676K, au sein de lalléle FLT3-ITD.'’* Ces
mutations ponctuelles sont de deux types :

Les premieres sont dites de type « gatekeeper » et concernent des mutations
sur des acides aminés directement impliqués dans la fixation de I'I'TK sur le récepteur.
Dans le cadre de la LMC, la mutation « gatekeeper » typique du BCR-ABL est la
T315I ; dans le cadre des FLT3-ITD, il s’agit de la mutation F691L.%° Cette mutation
se produit au niveau d’'un acide aminé de la poche a ATP qui contréle 'accés de I''TK

a son site de fixation.

Les secondes sont dites de type « activation-loop » et déstabilisent la
conformation inactive de la protéine. Cette conformation « non-inactive » empéche la
fixation des ITK de type Il (quizartinib, sorafenib, ponatinib, pexidartinib). Bien que de
nombreux FLT3-ITK de type Il de seconde génération soient en développement, il est
probable que seuls des FLT3-ITK de classe | (crenolanib, midostaurin, sunitinib,

lestaurtinib, gilteritinib) puisse inhiber ces mutations.
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Si les mutations de type « gatekeeper » peuvent théoriquement rendre les LAM
FLT3-ITD résistantes a tous types de FLT3-ITK, les secondes induisent une résistance
aux FLT3-ITK de type Il. En effet, le sorafenib, un FLT3-ITK de type Il, a été rapporté
comme sélectionnant des clones avec mutations de type D835Y/H,'"> et F691L.176
Dans le cas du quizartinib, autre FLT3-ITK de type Il, la moitié des patients résistants
présentent au moins une mutation dans le TKD, de type F691L ou D835Y/V/F voire
Y842C/H.1%8 Les FLT3-ITK de type Il sont donc exposés aux deux types de
résistances ; intrinséquement inefficaces sur les mutations de type D835 du
diagnostic, ces traitements exercent une pression de sélection et font émerger des

clones de type FLT3-ITD-TKD. Ces mutations sont détaillées dans le tableau 4.

Des expérimentations sur modeles murins ont permis de démontrer que les
clones doubles mutés FLT3-ITD-TKD étaient présents dés le diagnostic, bien
gu’indétectables par les techniques classiques, et qu’ils étaient sélectionnés par les
traitements.1’®> Deux facteurs concourent a I'apparition de ces mutations : (i) I'instabilité
génétique secondaire a la mutation FLT3-ITD,*36:137 et (ii) 'exposition aux cytotoxiques
de la premiére partie du traitement.2%® Lors de la rechute, la pression de sélection par
les inhibiteurs finit par faire émerger ces doubles mutés FLT3-ITD-TKD.2%°

La conformation inactive de la protéine, déstabilisée par des mutations de type
« activation-loop », D835 ou Y842, peut néanmoins garder une certaine sensibilité a
certains FLT3-ITK de type Il en fonction des substitutions: les substitutions
hydrophobiques D835Y/V/I/F sont particulierement résistantes alors que les D835E/N,
qui préservent les interactions avec la S838, conservent une certaine sensibilité. Sur
le plan clinique, les patients mutés D835 au diagnostic, peuvent éventuellement
continuer a étre inclus dans les essais testant des FLT3-ITK de type Il (quizartinib,
sorafenib, ponatinib, pexidartinib) selon le type de substitution. Dans tous les cas la
sensibilité aux ITK de type | (crenolanib, midostaurin, sunitinib, lestaurtinib, gilteritinib)

est conservée.220

En situation normale, I'acide aminé en position F691 stabilise le FLT3-ITK dans
la poche a ATP aprés sa fixation. En présence d'une mutation de type
« gatekeeper » sur ce résidu, de type F691L par exemple, cette stabilisation ne se fait
plus et 'ITK n’est plus efficace. Néanmoins, si le pexidartinib, un FLT3-ITK de type II,

est efficace contre cette mutation, il ne le sera pas pour autant contre les mutations
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« activation-loop » de type D835, puisqu’elles émergent sous ce traitement comme

sous quizartinib.*® La résistance croisée avec le sorafenib a été confirmée in vitro.

Si ces mécanismes de mutation ponctuelle ont initialement été considérés
comme responsables de la quasi-totalité des rechutes aprés obtention d’une sensibilité
initiale au quizartinib, des données récentes en « Single Cell Analysis » ont démontré
gue ces résistances sont extrémement polyclonales et que des clones FLT3-ITD sans
mutation dans leur TKD accompagnaient des clones FLT3-ITD-TKD, confirmant que
les mécanismes de rechutes sont multiples, et souvent « off-target », tels que ceux

observés chez les patients réfractaires primaires aux traitements (Figure 10).2%°

Rémission 1 Rémission 2

: T Chimiothérapie ? FLT3-ITK T
Diagnostic Rechute 1 Rechute 2
FLT3-WT @ FLT3-ITD-TKD D835Y
FLT3-ITD O FLT3-ITD avec résistance off-target
FLT3-ITD avec résistance off-target O FLT3-TKD D835V
‘ FLT3-ITD-TKD D835V . FLT3-TKD D835Y

Figure 10 : Modéle d’évolution clonale de blastes LAM FLT3-ITD et FLT3-WT
aprés chimiothérapie conventionnelle puis apres traitement par FLT3-ITK,

exemple du quizartinib, d’aprés Smith et al., Blood 2017.%%°
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Récepteurs indépendants

De nombreux travaux ont démontré le réle « bypass signaling » d’autres TK, qui
maintiennent une signalisation oncogénique active en dépit d’une persistance de
l'inhibition de la cible initiale. Cette signalisation assure la survie des cellules sous la
dépendance d’'un oncogene lorsque celui-ci est inhibé dans de nombreux cancers et
dans les LAM FLT3-ITD.

La Spleen Tyrosine Kinase (SYK) est une TK cytosoligue jouant des réles variés
dans la biologie cellulaire par [linteraction de ses domaines SH2 avec les
« Immunoreceptor tyrosine-based activation motif » ou motifs ITAM. SYK fait partie
des TK interagissant avec le FLT3-WT et le FLT3-ITD dont elle augmente la
phosphorylation en position Y7es du domaine insert et Yoss de la partie C-terminale,
induisant une suractivation du récepteur, et secondairement une résistance aux FLT3-
ITK. Son rble semble ainsi majeur in vivo dans l'acquisition du phénotype de SMP
FLT3-ITD murin et dans la sensibilité aux FLT3-ITK,??! mais pourrait aussi s’avérer
une cible thérapeutique pertinente dans d’autres sous types de LAM.??2 Par ailleurs, il
a été démontré que SHP2, la phosphatase codée par le gene PTPN11, impliquée dans
I'activation de Erk FLT3-dépendante, était aussi impliquée dans l'activation de STAT5
induite par le FLT3-ITD. Cette phosphatase s’associe au FLT3-ITD par sa Ysoo,
freguemment dupliquée dans les ITD, et a STAT5, qu’elle accompagne dans le noyau
en augmentant son activité pro-oncogénique.??® Enfin, SYK interagit aussi avec la Ysoo,
et est co-recruté avec SHP2, ces deux protéines coopeérent finalement dans I'activation
de STAT5.%?4 SYK a aussi été retrouvé comme interactant d’AXL dans la Leucémie
Lymphoide Chronique et la LMC.?25226

Les serine/threonine kinases PIM sont des kinases impliquées dans la
prolifération et la survie cellulaire a travers la régulation transcriptionnelle de MYC et
l'inhibition de protéines pro-apoptotiques. Leur expression est classiguement sous la
dépendance de la voie JAK2-STAT5 cytokine-dépendante, mais elle est aussi
présente dans les LAM FLT3-ITD. Ces derniéres semblent effectivement sensibles a
un inhibiteur de PIM1 en monothérapie,??” et aussi en association a un FLT3-ITK,141.228
ou a une chimiothérapie conventionnelle.??® Des résultats similaires ont été obtenus
avec PIM2.228 Par ailleurs PIM1/2 phosphoryle CHK1 sur la S280, impliquant une

résistance aux stress génotoxiques chimio-induits,?3° et un role pro-prolifératif.?3!
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Le récepteur TK AXL est un troisitme candidat dans cette catégorie, nous

I'envisagerons dans le chapitre 111.B.2 « Biologie d’AXL dans les LAM ».

Certaines mutations, au sein de RAS ou de CBL, ont aussi été décrites sous
FLT3-ITK, permettant le maintien de la signalisation oncogénique. Enfin, les
mécanismes de résistance a l'apoptose induite par les FLT3-ITK peuvent étre
directement modifiés par la surexpression STAT5-dépendante de protéines anti-
apoptotiques telles que BCLXL et BCL2. Démontré dans tous types de LAM, cela reste
vrai vis-a-vis des FLT3-ITK et l'utilisation d’inhibiteurs de BCL2 restaure la sensibilité
aux inhibiteurs de FLT3.2%2 Le méme profil de résultats a été retrouvé avec MCL1,

autre membre de la famille de BCL2.233

Plusieurs messages se dégagent des nombreuses publications et
abstracts relatifs aux essais cliniques testant les FLT3-ITK : (i) la majorité des
réponses en monothérapie est limitée a une clairance des blastes périphériques
et (ii) leur efficacité nécessite une inhibition profonde et soutenue du FLT3-ITD.
Enfin, (iii) l'association a des chimiothérapies conventionnelles sera
indispensable pour atteindre les compartiments FLT3-WT de la maladie
leucémique dans son ensemble. Les protocoles SORAML et RATIFY ont permis

de démontrer que ces associations sont faisables et relativement efficaces.
Différents mécanismes de résistance ont émergé :

- intrinseques a la cellule - ils sont principalement secondaires a des mutations

ponctuelles ou a des mécanismes de « bypass signaling »

- extrinséques a la cellule - ils sont en lien avec son microenvironnement et

seront abordés dans le chapitre suivant.
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II.  Microenvironnement médullaire

En condition physiologique, les CSH sont retrouvées dans la moelle osseuse,
au sein de niches spécialisées caractérisées par un microenvironnement spécifique.
Ces CSH sont des cellules rares, multipotentes, ayant des capacités
d’autorenouvellement permettant de maintenir une hématopoiese continue. Le
remodelage de ce microenvironnement a émergé comme un élément déterminant

dans le développement des hémopathies malignes.
A. Niche hématopoiétique

L’hématopoiése se fait initialement dans le sac vitellin, puis les CSH naissent
au sein de [I'endothélium hémogénique, associé aux vaisseaux sanguins
embryonnaires, essentiellement a partir de I'aorte dorsale, d’autres sites ayant été
décrits. L’hématopoiése gagne ensuite le foie foetal, la rate, et enfin la moelle
osseuse.?** La notion méme de niche hématopoiétique a été évoquée pour la premiere
fois en 1978 par R. Schofield,?®® « [...] an environment [...] to explain the unlimited
proliferation and failure to mature [...] of stem cells, although no direct evidence for this

actually exists ».

Les premiéres analyses de localisation des CSH permettront de proposer la
notion de « niche vasculaire » en 2005.2% Les reconstructions 3D permettront de
démontrer que 80% des CSH sont proches des sinusoides veineux, 10% sont proches
des artérioles, 10% sont au niveau de zones de transition et enfin une infime partie est
proche de I'endosteum.?3” Au final, le modeéle actuellement le plus consensuel est celui
d’un seul type de niche hématopoiétique, avec des zones aux fonctions distinctes que

nous allons discuter dans le chapitre suivant (Figure 11).238
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Figure 11 : Représentation schématique de la niche hématopoiétique adulte

d’aprés Crane & Morisson, Nat Rev Immunology 2017.234

1. Composante cellulaire

Dans sa revue publiée dans Nature en 2014, S.J. Morisson dichotomise les
composants cellulaires de la niche hématopoiétique en deux sous types.?*
v' Les cellules essentielles comprennent les cellules endothéliales, les cellules
stromales mésenchymateuses et les mégacaryocytes ;
v Les cellules accessoires comprennent les ostéoblastes, les macrophages et les
cellules nerveuses.

Ce modéle semble actuellement admis par la plupart des équipes.
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Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM), périvasculaires, sont des
cellules du lignage mésenchymateux, produisant os, cartilage, cellules adipeuses et
diverses cellules stromales fibroblastiques ayant un role essentiel dans le « homing »
des CSH et la construction des composantes de la matrice extra-cellulaire. Les CSM
sont des cellules rares qui enveloppent artérioles et sinusoides et sont au contact
direct avec le coté extra-luminal des cellules endothéliales. Ces CSM périvasculaires
partagent des propriétés fonctionnelles avec les péricytes, plus largement retrouves
autour des vaisseaux sanguins. Bien qu'il y ait un chevauchement fonctionnel entre
les différentes populations de CSM, en termes de capacités de multipotence et
d'autorenouvellement, leur distribution dans la cavité médullaire et leur association
avec les vaisseaux sanguins peut étre grossierement divisée sur la base de
I'expression du CXCL12 (ou SDF1), ligand de CXCRA4. Une fraction de CSM sont dites
« CXCL12-Abundant Reticular » et jouent un réle important dans I'autorenouvellement
et 'engagement des CSH.?40 Au-dela du CXCL12, elles sécrétent du SCF,?*! et de la
TPO.242

Les cellules endothéliales sont localisées a l'interface entre flux sanguin et
environnement stromal. Ces cellules sécretent de nombreux facteurs solubles tels que
le CXCL12,2%8 expriment des ligands de NOTCH,?*® des molécules d’adhésion de type
E-selectin,?** des récepteurs tels que TIE2 exprimé également par les CSH,?4° qui sont
chacun des éléments clés dans le « homing », la prolifération ou le maintien en

guiescence des CSH.

Les mégacaryocytes matures sont associés, de maniere transitoire, avec les
vaisseaux sinusoides lors de la libération des plaquettes. lls sécrétent, entre autres,
de nombreux facteurs de maintenance en quiescence des CSH, tels que la TPO,?46
CXCL4,%" TGFB1 et FGF1, en condition d’homéostasie ou de stress.?4®

Les composants cellulaires accessoires de la niche hématopoiétique ont été
identifiés comme tels en réalisant des inactivations conditionnelles de génes dans des
modeles murins. Ces expérimentations ont démontré que leur absence n’influencgait
pas le nombre de CSH, mais leur différenciation ou leur capacité de migration. Leur
réle, accessoire dans le maintien des CSH, n’en est pas moins majeur dans

I’lhématopoiese :
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Les ostéoblastes sont issus de la différenciation des CSM. lls expriment des
facteurs importants pour les CSH mais de maniere redondante avec les cellules
essentielles : CXCL12 et SCF entre autres. La proximité d’'une partie des CSH avec
les ostéoblastes avait initialement fait naitre la notion de niche endostéale.?*® Ce
concept sera finalement abandonné au profit de celui de plusieurs niches vasculaires,
dont certaines sont situées au sein de I'endosteum.?>® Néanmoins, I'absence
d’ostéoblaste induit une déplétion profonde et rapide en progéniteurs lymphoides B
suggérant une role clé dans leur maintenance et leur différenciation,?>! en partie grace

a leur capacité a sécréter de I'lL-7 : ils sont au centre du maintien de la lymphopoiéese
B_252

Enfin, les macrophages spécialisés du tissu osseux et les ostéoclastes jouent

un role indirect en régulant la quantité d’ostéoblastes et la différentiation des CSM.

In fine, chacune de ces composantes cellulaires joue un rble dans le maintien
de 'hématopoiese normale, que ce soit directement pour les composants essentiels
ou indirectement pour les composants accessoires. D’autres facteurs clés doivent étre
cités tels que la matrice extra-cellulaire (MEC), dont la complexité rend l'identification
de l'effet d’'un facteur déterminé difficile. Les éléments les plus abondants sont la
fibronectine, les collagénes, la laminine et I'élastine. La densité de cette matrice et la
présentation de ligands agissent directement ou indirectement, en synergie ou pas
dans le maintien de 'hématopoiese. D’autres cellules sont importantes, telles que les
cellules nerveuses du systeme nerveux sympathique, et d’autres sous types cellulaires

tels que les adipocytes, etc.

Au-dela de sa fonction principale d’organe hématopoiétique, la moelle osseuse
a une fonction d’organe lymphoide primaire et secondaire, contenant des lymphocytes
matures B et T, des plasmocytes, des cellules dendritiques, des polynucléaires
neutrophiles et des macrophages. Au-dela du role des macrophages discuté plus haut,
les cellules immunitaires définissent une « niche immunitaire » impliquée dans la

régulation de 'hématopoiese en homéostasie et en condition de stress.
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2. Composante soluble

Dans sa revue publiée dans Nature Reviews Immunology en 2017, S.J.
Morisson identifie trois principaux facteurs solubles requis pour le maintien des CSH.
() Le SCF, ligand du RTK KIT exprimé par les CSH, peut étre soluble ou lié a la
membrane et cette localisation particuliere semble étre spécifiquement reliée a la
maintenance des CSH.?> (ii) Le CXCL12 permet une rétention des CSH au sein de
leur niche, grace a leur récepteur CXCR4. La signalisation dépendante du couple
CXCL12/CXCR4 régule aussi la prolifération et la rétention des progéniteurs,
myéloides et lymphoides, au sein de la MO.240:254 Enfin, (iii) la TPO et son récepteur
MPL, sont requis tous deux pour la maintenance des CSH.?%52% | a TPO est produite
par le foie et localement par les CSM et les mégacaryocytes, la prévalence du role de
la TPO sur les CSH en fonction du site de sécrétion est un domaine actuellement

inconnu.

D’autres facteurs solubles sont importants pour la fonction des CSH mais ne
sont pas requis pour leur maintenance, au moins en condition d’homéostasie
physiologique. lls peuvent néanmoins étre nécessaires en condition de stress, tels que
I'angiogenine, TANGPT3, le FGF1, le FGF2, I'lL-6 et la pleiotrophine.?** Au-dela de la
boucle autocrine sur les CSH, TANGPT1 va activer son récepteur TIE2 a la surface

des cellules endothéliales et réguler la régénération de la niche vasculaire.

En effet, le systéme vasculaire de la moelle osseuse, constituant a part entiere
du microenvironnement médullaire, est essentiellement composé d'un réseau dense
de petites artérioles et de sinusoides veineux, reliés par des zones de transition. Au
sein de ce réseau, le flux sanguin va créer des conditions physico-chimiques

particulieres en termes de pH, de métabolites divers, et de pressions en Ox.
3. Composante hypoxique

La concentration en Oz dans les tissus humains varie de 1 a 14%. La
concentration la plus communément admise dans les régions péri-sinusoidales
contenant les CSH est de I'ordre de 1% chez la souris.?>” Le sang, lui-méme, présente

une concentration en Oz allant de 14% dans les artéres a 5% dans les veines.
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Dans ce contexte, les conditions expérimentales classiques en Hématologie ne
sont pas physiologiques, puisque les cellules sont en condition « hyperoxique »
lorsque nous les utilisons in vitro.?®® Néanmoins, par souci de simplification, nous
conserverons le terme d’« hypoxie » quand les concentrations d’O2 sont en dessous
des 20-21% mesurées dans I'air ambiant. Ces basses pressions en Oz correspondent
en réalité a des conditions de « normoxie in situ » pour les CSH ou encore a une

« physioxie » selon les termes utilisés par les référents du domaine.

Il est, en effet, démontré que les CSH proches des artérioles ont de faibles
niveaux de dérivés réactifs de 'Oz, alors que les cellules proches des sinusoides ont
des niveaux élevés de dérivés réactifs de I'O2, augmentant leur migration et leur
engagement dans la différenciation.?®® Finalement, les CSH ont un phénotype
« anaérobie », nécessaire au maintien de leur potentiel de « stemness », qui implique
une utilisation de la glycolyse plutdt que de la phosphorylation oxydative.?®° Certains
arguments plaident pour un profil métabolique plus spécifique de la cellule que du
contexte dans lequel elle se trouve : les travaux autour de la localisation des CSH,
cités précédemment, ont aussi démontré que la localisation des CSH les plus

« hypoxiques », n’était pas strictement corrélée a une distance particuliere des

vaisseaux sanguins, ni a leur statut dans le cycle cellulaire.?5?

Finalement, les niches hypoxiques sont probablement plus adaptées au
métabolisme des CSH plutét que l'inverse. De plus, il a été démontré que certains
facteurs solubles typiquement associés a la niche hématopoiétique, tels que la TPO
et le SCF, étaient capables de stabiliser la protéine HIF1a, médiateur de la réponse

cellulaire a I'hypoxie, quelles que soient les pressions partielles en 02.262263
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In fine, la niche hématopoiétique constitue un microenvironnement
particulier, qui peut se simplifier a trois composantes: (i) des cellules
spécialisées : au premier rang desquelles se situent les CSM; (ii) une
composante soluble avec trois facteurs clés du maintien des CSH : SCF, TPO et
CXCL12 ; enfin (iii) des caractéristiques physico-chimiques particulieres dont le

facteur le plus classique est une basse pression en Oo.

Ce microenvironnement spécifique est aussi le site de naissance puis de
maintien des LIC.
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B. Niche leucémique

Le concept d'« envahissement» de la niche hématopoiétique par une
hématopoiese leucémique implique plusieurs roles physiopathologiques particuliers.
Le premier, que nous qualifierons de permissif, impligue le remplacement de
’hématopoiese normale par son homologue maligne et la transformation de la niche
hématopoiétique en niche leucémique. Le second est conducteur, phénomene dans
lequel la transformation leucémique est, au moins en partie, conduite par des
modifications de son microenvironnement. Enfin, un troisieme réle apparaitra durant

l'intervention thérapeutique : le rble protecteur de la niche hématopoiétique.
1. Role permissif

Ce premier rble concerne la capacité du microenvironnement a laisser
'hématopoiese leucémique remplacer I'hématopoieése normale pour diminuer la
compétition avec cette derniére. Les LIC s’emparent effectivement des niches
vasculaires ou elles sont maintenues par les signaux de I'axe CXCL12/CXCR4,%%4

remodelant la niche hématopoiétique aux dépens des CSH normales.

Ce role régulateur négatif de la niche leucémique a été formellement démontré
en 2008 par Colmone et al. dans un modéle murin. Ces travaux ont prouvé que la
présence de cellules leucémiques remodelait la niche hématopoiétique, qui n’était plus
apte a soutenir une hématopoiese normale. Pourtant, les cellules CD34* normales y
étaient attirées, puis piégées par un mécanisme dépendant de 'axe SCF/KIT. Al'issue,
les CSH normales ne sont plus capables d’y assurer leur fonction et leur nombre

diminue avec le temps.?%°

Inversement, les LIC deviennent insensibles a une partie des voies contrdlant
la prolifération et la différenciation des CSH, tels que NOTCH et TGFB,%%¢ ou Wnt/B-
catenin.?%’ Parallelement, les LIC sont plus dépendantes de molécules d’ancrage telles
gue le CD44.%68 Elles sont aussi plus sensibles aux cytokines pro-inflammatoires : I'lL-
1 exerce un rdle pro-prolifératif sur les cellules leucémiques a travers la voie des
MAPK, alors qu’elle inhibe les progéniteurs hématopoiétigues normaux.?®® Des

résultats similaires ont été obtenus avec le TNFa.270
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Enfin, il est démontré que la sécrétion d’IL-1 par des LIC JAK2 V617F altere le
systeme nerveux sympathique médullaire qui, lui-méme, régule les CSM. Celles-ci
vont quantitativement diminuer, parallelement a la sécrétion de CXCL12, facilitant le

remplacement de 'hématopoiése normale par le syndrome myéloprolifératif.2’*

Le role plus général des cytokines dans le soutien des LIC a aussi été établi
dans des modeles murins qui montraient de meilleures capacités a supporter une
hématopoiése leucémique lorsque la niche était humanisée,?’? notamment avec I'lL-3
etla TPO.?"3

Dans le cas spécifigue des LAM FLT3-ITD, la mutation induit des profils
d’expression géniques particuliers, relatifs, entre autres, a l'inflammation (TNFS9,
TNFRS, TNFRSF18, CCL1l, CCL5) et a la signalisation cytokiniqgue (IL2RA,
IL3RA).274275 Ce programme transcriptionnel induit la sécrétion de TNFa et d’IL-1 qui
vont, la encore, soutenir la cellule leucémique.?’9276 Paralleélement ces deux cytokines
vont aussi altérer quantitativement et qualitativement les cellules endothéliales et les
CSM du microenvironnement médullaire.*’* L’ensemble de ces phénoménes conduit
a la mort cellulaire des CSH normales et a 'amplification des clones FLT3-ITD a leurs
dépens. Accessoirement, cette sécrétion cytokinique de TNFa et d’IL-1 est directement
responsable du phénoméne d’adhésion des blastes a I'endothélium vasculaire dont la

traduction clinique ultime est la leucostase.?’’

Ces quelques exemples, retrouvés dans des modeles physiopathologiques
différents, illustrent les profondes divergences de perception des signaux du
microenvironnement recues par les CSH ou les LIC, permettant a 'hématopoiése
leucémique de s’expandre aux dépens de 'hématopoiése normale, et enfin de modifier
la niche hématopoiétique & son avantage. C’est le deuxiéme axe de la niche

permissive :

La présence des cellules leucémiques va induire des changements structuraux
dans la cavité médullaire, dus a des modifications de I'angiogenése et de
I'ostéosynthése.?’® Dans les SMD, il semble exister un nombre anormalement élevé
de CSM de type « CXCL12-Abundant Reticular », ce qui pourrait contribuer a une
rétention aberrante des cellules au sein de la moelle dans cette hémopathie.?”®

Inversement, les CSM dérivées de moelle osseuse de patients atteints de LAM
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diminuent leur sécrétion de CXCL12,%%° ce qui pourrait contribuer aux moindres

facultés de maintien des CSH normales.

Enfin, il a été démontré que les blastes de LAM sécretent de I'lL-10 qui éduque
les cellules stromales a produire du GAS6 qui active AXL, RTK impliqué dans la survie
des cellules en conditions de privation en nutriments et en Oz, conditions observées
dans le microenvironnement des LIC.?81 En d’autres termes, la LIC crée une boucle
paracrine qui va soutenir son propre maintien. Ce point sera détaillé dans le chapitre
I11.B.2. « Biologie d’AXL dans les LAM ».

Des modifications d’autres types cellulaires ont été démontrées, notamment les
adipocytes dans lesquels les cellules de LAM modifient les processus métaboliques,
activent la lipolyse et récuperent les acides gras, ainsi sécrétés, pour leur propre

utilisation.282
2. RO6le conducteur

Si le réle permissif de la niche hématopoiétique dans la leucémogenese est

établi, son réle de « niche leucémogéne » reste discuté.

Certaines anomalies génétiques, telles qu’'une délétion de Dicerl, dans les
CSM a différenciation ostéoblastique sont susceptibles d’induire une sous-expression
de Shds qui induit le phénotype myélodysplasique.?®3 Le géne Shds est muté dans le
syndrome de Shwachman-Diamond et cette mutation dans les cellules
hématopoiétiques elles-mémes ne produit pas de phénotype de SMD. Inversement, la
mutation au sein des CSM induit un stress génotoxique des CSH et un phénotype de
SMD, tel qu’il est observé chez les patients porteurs du syndrome malformatif

secondaire a une mutation constitutionelle.284

Dans le syndrome de Noonan, la mutation constitutionnelle de PTPN11 induit
un syndrome malformatif chez des enfants qui ont un risque particulierement élevé de
développer une Leucémie Myélomonocytaire Juvénile. Il a été démontré que les CSM,
porteuses de la mutation, sont susceptibles, a elle seules, d’induire le phénotype de

I’'hémopathie dans un modele murin.28

Enfin, une autre étude récente suggere que les cellules endothéliales peuvent,

elles aussi, jouer un rble direct dans linitiation de la maladie. Physiologiquement,
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I'expression du microARN-155, est réprimée par le régulateur transcriptionnel RBPJ
activé par la voir NOTCH. En I'absence d’activation de cette derniére, RBPJ ne réprime
plus la transcription de miR-155 dans les CE, sa cible classique étant kB-RAS1,
inhibiteur de l'activation de NFkB, cette derniére voie est activée, entrainant une
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa, induisant, la encore, un
phénotype de SMP.%® |’augmentation du TNFa a aussi été démontrée comme
causale dans un modéle murin « RARy-null », dans lequel les souris développaient un
phénotype de SMP totalement dépendant des  perturbations du

microenvironnement.28?

Globalement, ces phénoménes semblent induire une domination de
’hématopoiése leucémique sur I’hématopoiése normale conduisant la plupart du
temps a l'apparition de phénotypes myéloprolifératifs ou myélodysplasiques. Une
équipe a démontré que ce concept était applicable aux hémopathies aigués en
démontrant qu’'une mutation activatrice de la B-catenin dans les ostéoblastes induisait
rapidement un phénotype proche d’'une LAM avec anomalies génétiques clonales
évocatrices dans un modéle murin. Dans ce modeéle, FOXO1 interagit avec la (-
catenin pour induire I'expression de JAGGED1 par les ostéoblastes, ligand de
NOTCH. L’activation de la voie NOTCH dans les CSH induira finalement leur

transformation leucémique.288:289

Ensemble, ces études conduites dans des modeles murins illustrent le réle
potentiellement causal, pour chacun des composants cellulaires de la niche
hématopoiétique, dans le développement d'hémopathies myéloides. Trois
meécanismes principaux apparaissent : (i) diminution des facteurs de soutien a
’hématopoiése normale, (ii) role des voies NOTCH et Wnt/B-catenin, enfin (iii)
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires, notamment du TNFa
et de 'lL-1. Ces CSH, « primées » par leur microenvironment, maintiendraient leurs
capacités d’autorenouvellement et de différenciation et lacquisition d'un hit

leucémique pourrait, finalement, induire un phénotype de leucémogenése aboutie.
3. ROle protecteur et mécanismes de résistance extrinseques

Au-dela de son rble dans le processus de leucémogenese, permissif ou

partiellement conducteur, le microenvironnement médullaire confére une protection
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aux cellules leucémiques. Ce réle s’exerce a travers des mécanismes qui recoupent
les caractéristiques évoquées plus haut : facteurs solubles, interactions cellule-cellule
et cellule-MEC, basse pression en Oz. Nous allons artificiellement les séparer pour
présenter certaines données mais elles sont extrémement intriquées et se produisent

de maniére concomitante.

a. Roéle des facteurs solubles

Différentes cytokines et facteurs de croissance ont largement été impliqués

dans ces phénomenes :

Le FLT3-ligand est une cytokine dont la sécrétion et le niveau plasmatique
augmentent apres les chimiothérapies aplasiantes, notamment au fur et & mesure des
chimiothérapies de consolidations de LAM. Ces taux élevés de FL diminuent fortement
I'efficacité des FLT3-ITK.?®® D’autres travaux ont démontré que cette résistance aux
FLT3-ITK était secondaire a une augmentation STAT5-dépendante de BIRCS5,
inhibiteur des voies apoptotiques. Parallelement, les SOCS étaient inhibés par

méthylation, permettant de maintenir la signalisation STAT5-dépendante.?°!

Le role de la TPO dans ce contexte est encore discuté. Son réle central dans le
maintien des CSH normales pourrait suggérer un réle similaire dans 'hématopoiése
leucémique. Son niveau d’expression semble plus élevé chez les patients atteints de
LAM, et son rdle dans la résistance aux chimiothérapies conventionnelles a été
proposé.?®? Son niveau sérique au diagnostic est corrélé aux leucopénies et
thrombopénies, mécanismes reliés au niveau d’expression de son récepteur par les
cellules leucémiques. Ces derniéres captent la TPO, qui est moins biodisponible pour
les CSH normales, provoquant des cytopénies.?®®> Environ 50 a 60% des LAM
expriment le récepteur MPL,%** et si la survie globale et les taux de RC ne semblent
pas affectés directement par son niveau d’expression, la durée de RC est
significativement plus faible chez les patients MPL*.2°5 In vitro, son r6le pro-prolifératif
est démontré sur les blastes MPL*,2°6 dans un modéle de LAM de type CBF. La TPO

active alors la voie PISK/AKT/mTOR,?®’ puis vraisemblablement BCLXL.2%8

Dans les travaux cités ci-dessus, I'lL-3 induit une réponse similaire alors que
I'IL-6 et le SCF sont sans effet. L’IL-3 joue vraisemblablement un réle au moins aussi

important dans la LAM que la TPO puisqu’une sous-unité de son récepteur, le CD123
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est surexprimé dans la majorité des LAM,®” notamment FLT3-ITD.??° La proportion de
LIC qui I'exprime est directement corrélée a un mauvais pronostic,3®° et a de plus
grandes capacités de greffe dans un modele murin.®’ Le récepteur est composé de 2
sous-unités, la sous-unité a (CD123) confere la spécificité du ligand alors que la sous-
unité B est commune aux récepteurs au GM-CSF, a I'lL-3 et a I'lL-5 (Figure 7).

D’autres chimiokines sont impliquées, notamment I'axe CXCL12/CXCR4 qui
joue un réle non seulement dans le maintien des LIC dans leur microenvironnement,
mais aussi dans la résistance aux chimiothérapies in vivo.3! Plus généralement, le
réle des cytokines et des facteurs de croissance a aussi été démontré par I'efficacité
des inhibiteurs de JAK1/2 dans la suppression de la protection permise par les co-
cultures stromales, incluant la protection contre les inhibiteurs de BCL2,%°? ou encore
a travers le role important de STAT5 dans la protection contre les ITK dans la LMC.3%
Les facteurs de croissance tels que le VEGF sont aussi impliqués,®®* le role de ce
dernier pourrait étre particulierement important car hautement régulé par les basses

pressions en Ox.

b. ROle des interactions cellule-cellule et cellule-MEC

Les interactions des cellules leucémiques avec leur environnement,
particulierement les LIC, participent a cette protection contre les traitements, en partie
a travers les facteurs solubles discutés plus haut mais aussi via les molécules

d’adhésion.

Le contact cellule-cellule implique des mécanismes de protection passant par
de multiples voies : autophagie,®®> modifications métaboliques,®°® transferts de
mitochondries,3%” activation des cellules endothéliales et quiescence leucémique,3°®
etc. Certains travaux ont suggéré un mécanisme contre-intuitif : sur stroma, l'inhibition
du FLT3 stimulerait la prolifération de CSH FLT3-ITD.3%° Cet effet suspecté du réle
pro- « stemness » des ITK, avait déja été suggéré dans la LMC, dans laquelle I'imatinib
restaure l'expression d’une signature souche de cellules Phi+ dans un modéle
d’« induced pluripotent stem cells ».31° Récemment, Giustacchini et al. ont identifié,
grace a une approche en « Single Cell Analysis » ex vivo sur des échantillons de
patients atteints de LMC, la présence de deux populations étiquetées « Phi* LIC ».
Une population présentait une signature transcriptomique « proliférative » et une

seconde présentait une signature « quiescente ». Cette derniére bénéficiait d’'une
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expansion, et non pas d’'un simple maintien, au cours du traitement par imatinib. Ces
« Phi* LIC » étaient caractérisées par une dérégulation des voies TGFB, TNFa et
JAK/STAT suggérant, selon les auteurs, que le microenvironnement était responsable
de la persistance et de I'expansion de ces « Phi* LIC » quiescentes, sous imatinib.31?
L’ensemble de ces concepts, plus aisés a appréhender dans la LMC que dans la LAM
FLT3-ITD, reste a démontrer dans les hémopathies aigués mais pointent des
perspectives de recherche et de développement autour de nouvelles cibles

thérapeutiques particulierement intéressantes.

Le contact cellule-MEC est aussi impligué, notamment a travers le CD44,
récepteur entre autres au collagéne, qui est particulierement exprimé aux pourtours
de lI'endosteum, participant au maintien a un stade indifférencié des cellules

leucémiques, et a leur « stemness ».58

c. ROle des basses pressions en O2

Le réle de I'hypoxie dans la protection des cellules cancéreuses a, initialement,
été évoqué et défini dans les tumeurs solides qui présentent de nombreuses régions

hypoxiques.

Le niveau d’hypoxie a été corrélé a la résistance a de nombreux traitements,
chimiothérapie et radiothérapie, ainsi qu’a un mauvais pronostic avec une incidence
plus fréquente de rechutes locales et de métastases. Il a méme été démontré que
I’hypoxie tumorale laissait une empreinte de quiescence dans les cellules cancéreuses
de la tumeur primaire, qui disséminaient ensuite sous forme métastatique. A I'issue,
ces cellules perdaient la signature « hypoxique » mais conservaient la signature
« quiescente ». En d’autres termes, les niveaux d’O2 variables dans la tumeur primaire

laissent leurs empreintes jusque dans les métastases.3'?

Dans les leucémies aigués, il est déemontré que la stabilisation de HIF1a par les
basses pressions en Oz induit une chimiorésistance HIF1a-dépendante. L’inhibition de
HIF1a, pharmacologique ou génétique, restaure la sensibilité aux traitements malgré
I'hypoxie et inversement la stabilisation pharmacologique de HIF1a en condition

« normoxique » induit une chimiorésistance, dans les LAL,%3 et les LAM.314
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Par ailleurs, I'hypoxie a 1% d’O2 induit un raccourcissement permanent de la
demi-vie de la protéine FLT3, néanmoins réversible si les cellules sont replacées en
normoxie, indépendamment de son statut ITD ou WT. Ce mécanisme de régulation
n’est pas retrouvé pour lEGFR, KIT ou 'TEPOR. Parallélement, la sensibilité a un FLT3-
ITK ne semble pas modifiée mais les auteurs ont utilisé du sorafenib, un inhibiteur
multi-kinase. Inversement, la sensibilité a I'aracytine est diminuée par les conditions
de culture hypoxique.3'®> D’autres travaux dans les LAM FLT3-ITD ont retrouvé que
I'hypoxie induisait une suractivation de la voie PI3BK/AKT/mTOR et que la co-culture
avec des cellules stromales en hypoxie induisait une résistance au sorafenib, contre-

passée par des inhibiteurs de la voie PI3K.36

In fine, la niche hématopoiétique est permissive au remplacement de
’lhématopoiése normale par une hématopoiese leucémique a travers des

modifications de son microenvironnement.

Au cours des traitements, les différentes composantes de cette niche
permettent de maintenir un réservoir de LIC & travers des mécanismes
dépendants de contacts cellule-cellule ou cellule-MEC, des facteurs solubles
incluant TPO, IL-3, et CXCL12 et de basses pressions en Oz, activatrices de la

voie PIBK/AKT/mTOR impliquée dans la résistance a I’apoptose.
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[ll.  AXL et les récepteurs TAM

Les 3 récepteurs tyrosine kinase TAM (RTAM), TYRO3, AXL et MERTK,
comprennent un ECD, un TMD et un TKD. Néanmoins, ils se distinguent des autres
RTK par (i) une séquence conservée spécifique KW (I/L)A(I/L)ES au sein du TKD et (ii)
un ECD tres particulier, proche de celui des molécules d’adhésion, avec 2 domaines

« Immunoglobulin-like » et 2 domaines fibronectine de type Il (FNIII).

Ces motifs jouent un rdle majeur dans le contact cellule-cellule, mimant la
structure des NCAM, porteurs de 5 domaines « Immunoglobulin-like » et 2 domaines
FNIII. Parmi les autres RTK, seuls TIE1 et TIE2 comprennent & la fois des domaines

immunoglobuline et FNIII.
A. Fonctions physiologiques des RTAM
1. Généralités

Les trois membres de la famille des RTAM ont été découverts en 3 ans par
plusieurs équipes concomitantes. AXL a été le premier détecté, en 1988, chez un
patient atteint de LMC, et a rapidement été identifi€ comme un géne transformant.3’
Par la suite sa fonction de RTK a été démontrée en 1991, et son nom est issu du terme
grec « anexelekto : incontrolé ».31® La seconde équipe le nommait « Ufo » pour
« Unknown Function Of »,31° et la troisieme «Ark » pour « Adhesion-Related

Kinase ».320

Le gene AXL est en position 19q13.2, sa protéine fait entre 120 et 140 kDa
selon son état de glycosylation. Par ailleurs, il existe un épissage alternatif de I'exon
10 donnant une forme raccourcie d’AXL, largement minoritaire. Les conséquences de
cet épissage alternatif sont inconnues. Il a été démontré qu’un inhibiteur de la PKC, la
staurosporine, parente du midostaurin, induisait cet épissage alternatif. Ce
phénoméne est lignée-dépendant et non retrouvé dans des cellules cancéreuses mais

aucune lignée d’hémopathie n’a été testée.3?!

De plus, la partie entre ECD et TMD, codée par I'exon 11, peut étre clivée par
une protéase et donner lieu, physiologiqguement, a un « AXL soluble », capable de se
lier aux ligands d’AXL, et diminuer la biodisponibilit¢ de ces derniers. Le rdle

physiologique de cet AXL soluble est mal connu ; des analogues synthétiques ont
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néanmoins été générés et sont actuellement étudiés comme stratégie thérapeutique
dans des modeles pré-cliniques.3?? Ce point sera développé dans le chapitre 111.B.3.b

« Les récepteurs-leurres anti-ligands ».

Sur le plan transcriptionnel, plusieurs facteurs de transcription ont été impliqués
dans la régulation d’AXL : HIF1a dans les cellules endothéliales,3?3324 et rénales,32°
MZF1 dans certains modeéles tumoraux,3?®¢ SP1 et SP3,3?” STAT1 dans les cellules
dendritiques,®?® AP1 dans la LMC.3?° D’autres mécanismes jouent un réle important
dans cette régulation : des cofacteurs de transcription tels que YAP dans le carcinome
hépato-cellulaire,®3° ou des mécanismes de méthylation.33! D’autres sites putatifs ont

été décrits, sans preuve formelle de leur implication, pour CREB, p300 et CEBP.3%?

Des homologues d’AXL ont été identifiés dans de nombreux organismes mais
les RTAM semblent avoir émergeé assez réecemment dans I'évolution puisqu’ils ne sont
retrouvés ni chez la Drosophiles ni chez Caenorhabditis elegans.33® Cette apparition
tardive dans I'évolution est apparentée a leur réle dans les tissus complexes tels que
les tissus hématopoiétiques ou nerveux. L’expression des RTAM apparait tardivement
dans I'embryogeneése, 12,5 jours apres la fécondation et des travaux de simple, double
ou triple «knock-out» de RTAM murins n‘ont révélé aucune anomalie de
développement embryonnaire ou feetal, suggérant I'absence de rble essentiel dans
'embryogeneése.®3* Néanmoins, des phénotypes associant lymphoproliférations et
pathologies auto-immunes apparaissent avec le vieillissement des souris « knock-
out », conséquences d’'une hyperactivation des cellules dendritiques présentatrices

d’antigénes.33

In fine, dans les tissus adultes humains, les RTAM sont relativement
ubiquitaires. Leur expression est particulierement élevée au niveau de la rétine, des

monocytes/macrophages, des cellules dendritiques et des NK.336
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2. Activation des RTAM
a. Ligands canoniques et putatifs

I.  GASG6 et PROS1

Le « Growth Arrest Specific 6 » (GASB6) et la protéine S (PROS1) sont les deux
ligands conventionnels des RTAM. Identifiés en 1995, GAS6 a initialement été défini
comme un ligand d’AXL, alors que PROS1 était identifié comme un ligand de
TYRO3.3% Au final, GASG6 se lie a chacun des 3 RTAM, avec une affinité similaire pour
AXL et TYRO3, mais 3 a 10 fois moindre pour MERTK.3® PROSI1 est un ligand de
MERTK et TYRO3, mais ne se lie pas a AXL (Figure 12).

GASG6 et PROS1 partagent 43% d’homologie de séquence. Leurs extrémités N-
terminale partagent des résidus d’acides glutamiques qui nécessitent d’étre y-
carboxylés par un mécanisme vitamine K-dépendant avant d’étre biologiquement
actifs. Ces acides carboxyglutamiques permettent alors une liaison Calcium-
dépendante aux phospholipides membranaires négativement chargés, tels que les

phosphatidyl serine (PtdSer) a la surface des cellules ou corps apoptotiques.

Les analyses de structures cristallines montrent que le premier domaine
laminine G-like de GASG6 réalise une interaction avec chacun des 2 domaines
immunoglobuline d’AXL, puis deux complexes protéiques 1:1 [AXL:GAS6] se lient pour
aboutir a un complexe protéique 2:2. Cette dimérisation induit une
transphosphorylation des résidus tyrosines de leur domaine intra-cytoplasmique avec
deux conséquences (i) la phosphorylation d’autres substrats et (ii) la fonction de

« docking site » qui permet la constitution d’'un signalosome.33°

Finalement, les profils d’affinité des ligands pour les récepteurs peuvent étre
définis en fonction du contexte de l'interaction : en milieu soluble ou en tant que
senseur de PtdSer.34® Comme suggéré sur la figure 12, certains auteurs avancent
méme qu’AXL ne peut étre activé par GAS6 qu’en présence de corps apoptotiques,
nécessitant donc la réalisation du pontage [corps apoptotiques-GAS6-AXL].241342 e
réble de GAS6 dans les LAM est particulierement important, nous le développerons

dans I'avant-dernier chapitre.
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Figure 12 : Activation des RTAM par les ligands GAS6 et PROS1. D’aprés Lew et
al. eLife 2014.%*! En présence de PtdSer, les 3 RTAM sont activés par leurs ligands GAS6
(AXL, MERTK et TYRO3) et PROS1 (MERTK et TYRO3). PROS1 n’active pas AXL, quelque
soit la présence ou non de PtdSer. Certains auteurs pensent qu’en I'absence de PtdSer, GAS6
n’active pas AXL (?).

ii. TUBBY et TULP1

Si tubby-like protein 1 (TULP1) a démontré sa capacité a se lier respectivement
aux trois RTAM, TUBBY ne se lie qu’a MERTK.34 Ces deux protéines ont la propriété
de s’associer au lipide PI-4,5-P2 de la membrane plasmique grace a leur extrémité C-
terminale. L’activation par une protéine G va entrainer leur relargage et leur
translocation vers le noyau. Aucun géne cible formellement démontré n’existe pour
TUBBY mais TULP1 interagit avec les génes de la F-Actine et de la dynamin-1. Par

ailleurs, malgré I'absence de peptide signal adapté, TUBBY et TULP1 peuvent étre
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sécrétés dans le milieu extra-cellulaire, de maniére indépendante de la voie canonique

réticulum endoplasmique-Golgi.3**

A lissue de leur sécrétion, et parallelement & GAS6 et PROS1, TULP1 et
TUBBY ont des spécificités de liaisons aux RTAM et donc potentiellement des effets
tissus-dépendants. Si GAS6 et PROS1 sont bien caractérisés comme se liant au
RTAM et aux PtdSer, TUBBY et TULP1 se lient au RTAM et aux corps apoptotiques,
mais a ces derniers par un mécanisme encore inconnu.3*® Si leur role dans les
rétinopathies est démontré, il reste inexploré dans les pathologies cancéreuses. Dans
la LAM, leur niveau d’expression est particulierement bas en comparaison aux autres

cancers et aucune mutation n’a été décrite (Annexe).*°

ili. Galectine 3

Les galectines (GAL) sont une famille de protéines caractérisées par leur affinité
pour le B-galactoside. Quatorze membres de GAL sont définis, classés sur la base de
leur structure : (1) « prototype » (GAL1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 et -14), (2) « chimera-
type » (GAL3) et (3) « tandem repeat type » (GALS6, -8, -9 et -12). Ces différents
membres ont été impliqués dans de nombreux processus biologiques, incluant la

prolifération et 'apoptose.

Les fonctions des GAL sont secondaires a leur capacité de liaison a des
glycoconjugués : des carbohydrates associés aux protéines, peptides et lipides. Elles
permettent des interactions homo et hétérotypiques entre cellules, facilitent la liaison

des cellules a la MEC, modulent les voies de signalisation et participent au

regroupement des récepteurs a la surface cellulaire.34

La capacité de la GAL3 a étre un ligand de MERTK a été démontrée dans
I'activation de l'efferocytose.®*® La GAL3 est dérégulée dans un large panel de
cancers. L’analyse de ces dérégulations montre des résultats fréequemment
contradictoires, non seulement en raison de contraintes techniques mais aussi en
raison du caractere intra ou extra-cellulaire de sa localisation subcellulaire, ce qui

modifie ses fonctions.34’

Dans les LAM, sa surexpression est particulierement corrélée a I'expression

blastique du CD14 et aux mutations de PTPN11 mais aussi et surtout a un pronostic
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particulierement défavorable.?*® Le mécanisme précis reliant la surexpression de
GALS3 au pronostic des LAM est inconnu et de multiples hypothéses pourraient étre

évoquées.

Dans un modéle de LMC, les cellules stromales induisent une sécrétion de
GAL3 par les cellules leucémiques, ce qui entraine une activation des voies PISK/AKT
et MAPK, une accumulation de MCL1, et enfin une résistance aux ITK et aux agents

de chimiothérapie conventionnelle.

Enfin, des données in vivo suggérent que la GAL3 joue un rble dans le
« homing » des cellules leucémigues au sein de leur microenvironnement.34° Dans un
modele de LAL, Fei et al. ont démontré que les cellules stromales elles-mémes
sécrétaient de hauts niveaux de GAL3 par I'intermédiaire d’exosomes, et que cette
sécrétion augmentait quand elles étaient cocultivées avec des cellules de LAL. La
GAL3 exosomale, captée par les cellules leucémiques, était internalisée et dirigée vers
le noyau.3®® Par ailleurs, elle activait MERTK et induisait une résistance aux
chimiothérapies.®>! Enfin, des travaux divers suggérent son expression hypoxie-

dépendante dans un modeéle de glioblastome.3?
Sa capacité a étre un ligand de TYRO3 et AXL n’a jamais été démontrée.
b. Voies de signalisation et conséquences de I'activation des RTAM

La dimérisation ligand-dépendante = des RTAM entraine une
transphosphorylation des résidus tyrosine du domaine intracytoplasmique. Cette
phosphorylation induit (i) une augmentation de I'efficacité catalytique de l'activité TK,
phosphorylant d’autres substrats et (ii) la constitution de « docking site » pour d’autres
molécules de signalisation, aboutissant a des complexes macromoléculaires. Pour
MERTK, les résidus Y7a9, Y7s3 et Y7sa constituent les trois sites d’activation par
autophosphorylation et il a été démontré que la transformation en phénylalanine de
ces 3 tyrosines aboutissait a une diminution de [lactivité kinase de MERTK
respectivement de 39%, 10% et 5%, suggérant que les 3 tyrosines sont nécessaires a
l'activité compléte du récepteur mais que la Y7ao est la principale. Pour AXL,
'autophosphorylation se fait sur les résidus Y77o, Ys21 et Yses, Supportant les
interactions avec PLC, PI3K et GRB2.33¢
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Enfin, des dimérisations ligand-indépendantes ont été décrites,®*3 néanmoins
associées a de fortes surexpressions du récepteur. Ce phénomeéne est classiquement

observé dans la biologie des RTK.33°

D’autres réles atypiques d’AXL et des RTAM sont importants : indépendamment
de son activité kinase, AXL peut servir de molécule d’adhésion par agrégation
homophilique avec les ECD d’AXL de cellules voisines.®>* Il a aussi été impliqué
comme « docking site » indépendamment de son ligand et de toute activation dans la
LMC.3%® Enfin, son role coopérateur avec d’autres récepteurs a souvent été rapporté :
avec les B3-integrines,3%® avec les récepteurs a I'lFN,3?8 et a 'TEGF,3>” mais aussi entre
RTAM dans certains neurones ou macrophages. Ces associations semblent fonction-

spécifique.358:359

Enfin, des interactions ont été décrites avec le FLT3 dans différents contextes :
l'axe GASG6/AXL contribue au développement normal des NK, notamment en
augmentant la différenciation des cellules CD34* en NK sous I'effet de I'lL-15. Cet effet
passe par une régulation positive de la phosphorylation du FLT3, AXL-dépendante,
secondaire a une interaction physique entre les deux, sous réserve de la présence de
leurs ligands respectifs GAS6 et FL.3¢0 Cette interaction entrainant I'activation du FLT3
a aussi été démontrée dans les LAM FLT3-ITD.3%° Par ailleurs, sans association

directe, AXL est aussi un régulateur positif de I'activation de KIT,3? et de MET.3?°

Les voies de signalisation en aval d’AXL sont classiquement la voie des MAPK
et la voie PI3K/AKT. Les conséquences de cette signalisation sont néanmoins

variables en fonction du sous-type cellulaire dans lequel elles se produisent.336

L’axe GAS6/AXL induit la prolifération de plusieurs types cellulaires a travers
I'activation de la voie des MAPK : la protéine adaptatrice GRB2 interagit via la liaison
avec la Ys2. L’activation de GRB2 induit la cascade d’activation RAS/RAF puis
MEK/Erk.363

Par ailleurs, AXL active la voie PISK/AKT puis NFKB/BCLXL. L’activation de ces
voies de signalisation passent aussi par la Ys21 qui se lie a PLCy1, PI3K, SRC, la Yses
se lie aussi a la PLCy1 et enfin la Y779 constitue un site non essentiel et de faible affinité
de liaison de PI3K (Figure 13).
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In fine, les conséquences de la stimulation des RTAM vont dépendre : du
récepteur, du ligand, de I'environnement dans lequel cette interaction se produit, et
enfin de la cellule. Nous allons voir que leurs réles sont partiellement redondants ou,

au moins, coopératifs.

Agrégation plaquettaire
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Réorganisation actine
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Production de cytokines
proinflammatoires
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Figure 13 : Signalisation en aval de I’activation d’AXL. Les molécules en bleu ont
démontré leur interaction directe ou indirecte avec AXL, d’aprés Linger et al., Adv Cancer
Research 2008.%*°

92



3. Roéles des RTAM
a. Immunité innée

En vieillissant, les souris simple, double ou triple « knock-out » pour les RTAM
développent des tableaux de maladies auto-immunes dont la gravité augmente avec
le nombre de « knock-out ». Ces phénotypes sont dus a une accumulation de corps

apoptotiques, combinée a une activation constitutive du systéme immunitaire.

Le r6le des RTAM dans la réparation tissulaire et la clairance des corps
apoptotiques est particulierement bien défini pour MERTK, dans le cadre du processus
d’efferocytose par les macrophages. Ce r6le a été mis en évidence dans les souris
MERTK- qui présentent des rétinites pigmentaires puisque les cellules de I'épithélium
rétinien ne peuvent plus ingérer les corps apoptotiques, induisant inflammation et
dégénération rétinienne.3%* La plupart des monocytes circulants n’expriment pas
MERTK alors que la fraction tissulaire en exprime des niveaux éleves, stimulant les
fonctions d’endocytose, supprimant la sécrétion pro-inflammatoire et polarisant les

macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire de type M2.36°

Dans les cellules dendritiques, I'activation des « Toll-like Receptors » induit une
réponse pro-inflammatoire qui doit étre régulée. Les RTAM et particulierement AXL
semblent participer a cette régulation en interagissant avec le récepteur a I'lFN de type
I, qui active STAT1 qui va lui-méme induire la transcription de SOCS1, régulateur

négatif de la réponse inflammatoire.3?8

Les RTAM sont donc des senseurs de I'environnement, permettant de moduler
limmunité innée en réponse a une quantité de corps apoptotiques, ils modulent les
mécanismes pro- et anti-inflammatoires. Au-dela du processus d’efferocytose des
macrophages et des cellules dendritiques, ils jouent un rbéle dans une autre catégorie

de cellules de I'immunité innée : les NK.

La spécificité des NK dans leur mécanisme de déclenchement de la cytotoxicité
inclut, entre autres, la reconnaissance d’un signal de « soi manquant » d0 a 'absence
de molécule du HLA de classe | sur leurs cellules cibles. Ce signal final est le résultat
de la sommation de signaux inhibiteurs et activateurs. Les souris TAM-déficientes ont

un nombre de NK normal mais présentent un profond déficit dans leurs fonctions

93



effectrices : leur maturation terminale est déficiente. En effet, les CSM du
microenvironnement hématopoiétique sécretent les ligands des RTAM et I'activation
de ces derniers, particulierement de TYRO3, au sein de NK immatures, permet leur
maturation terminale et I'acquisition de leurs fonctions effectrices.®%¢ Inversement,
dans les NK matures, inhiber les RTAM entraine une augmentation des fonctions
effectrices des NK, notamment anti-tumorale, probablement en bloquant 'activation
NKG2D-dépendante par un signal inhibiteur RTAM-dépendant.36¢7

Enfin, au cours de I'activation lymphocytaire T, le lymphocyte externalise des
PtdSer et sécréte PROS1 : un pontage se fait entre les PtdSer a la surface du
lymphocyte T, PROS1, et MERTK a la surface des cellules dendritiques a proximité,

participant a la diminution de leur activation.368

Finalement, la balance qui existe entre activation et inhibition du systeme
immunitaire est contrélée par de nombreux checkpoints et les RTAM ont un role
prépondérant dans ce systéme, a travers au moins 4 mécanismes : (1) déclenchement
de l'efferocytose MERTK-dépendante, (2) polarisation anti-inflammatoire M2 des
macrophages, (3) frein a I'activation des cellules dendritiques, et enfin (5) blocage de

I'activation des NK matures.

b. Autres fonctions

Il a rapidement été constaté que les souris GAS6”- sont protégées contre les
thromboses et présentent un défaut d’agrégation plaquettaire. En effet, les plaguettes
expriment les 3 RTAM et chacun est nécessaire pour leur agrégation. La perte d’'un
TAM ou l'utilisation d’AXL soluble sont des facteurs protecteurs contre les thromboses
d’autant que lors de leur activation, les plaquettes externalisent des PtdSer et

relarguent du GAS6.369.370

Enfin, AXL et GAS6 sont tous deux augmentés dans les cellules musculaires
lisses vasculaires a la suite d'un traumatisme,®’! GAS6 sert alors de facteur
chimiotactique pour les cellules exprimant AXL et les protége de I'apoptose.®’? Ces
données suggeérent un réle dans les pathologies cardiovasculaires, d’autant que GAS6

stimule I'expression des récepteurs « scavengers » qui captent le LDL cholestérol.
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Le role d’AXL a enfin été évoqué dans de nombreux tissus, notamment dans
’hématopoiése normale, car il est particuliérement surexprimé par les cellules
médullaires CD34%,3"® mais peu de données suggérent actuellement un rdle évident

dans ce contexte en dehors de I'érythropoiese murine.

In fine, AXL est un RTK possédant des capacités de protéine d’adhésion
et de senseur de son environnement. Par l'intermédiaire de son ligand
canonique GASG, il s’active suite a la réalisation d’un pontage avec des corps

apoptotiques périphériques.

Ses voies d’aval lui conferent un réle dans la survie et la prolifération

cellulaire mais aussi dans la migration et I'’efferocytose.

D’expression relativement ubiquitaire, les RTAM d’'une maniére générale,

jouent un réle majeur au sein du systeme immunitaire, notamment inné.
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B. Fonctions physiopathologiques des RTAM en Oncologie

Le potentiel oncogénique des RTAM est apparenté a une régulation aberrante
de leur expression ou de leur dégradation. Ce role futimmédiatement évident puisqu’ils
ont tous été clonés a partir de cellules cancéreuses. Depuis, de trés nombreux cancers
ont démontré une expression ectopique ou une surexpression de RTAM, notamment
AXL : poumons, utérus, foie, sein, ovaire, estomac, colon, prostate, thyroide, rein,
LAM, LMC, mélanome, ostéosarcome et glioblastome ; TYRO3 dans le myélome, et
enfin MERTK dans les LAL, lymphome du manteau, mélanome, rhabdomyosarcome,
estomac et prostate.36

1. Biologie des RTAM dans les cellules tumorales

Des mutations d’AXL ont été décrites dans les cancers du sein, des ovaires,
mélanomes, colon, estomac, prostate, pancréas et enfin dans les adénocarcinomes et
carcinomes épidermoides du poumon.3¢4 Aucune mutation n'a été décrite dans les
hémopathies, mais des amplifications sont fréquentes, entre autres dans la LMC dans
laquelle la trisomie 19 est un évenement génétique classiguement associé a la

transformation blastique.

AXL est en lien avec des processus cellulaires variés, incluant prolifération,
invasion, adhésion, migration, modulation du systéme immunitaire, angiogenése ;
autant de roles décrits dans le chapitre précédent dans différents systéemes cellulaires

en condition physiologique.

Le réle d’AXL dans la prolifération cellulaire est démontré dans de nombreuses
cellules cancéreuses.?#-376 parallélement a ses capacités pro-prolifératives, AXL joue
un role majeur dans la capacité d’invasion de ces cellules,3?® mais aussi dans leur
capacité pro-métastatique : AXL est un acteur clé de la transition épithélio-

meésenchymateuse.

Ce programme biologique est observé dans plusieurs types de carcinomes et
est associé (i) a la diminution de I'expression de protéines impliquées dans I'adhésion
cellule-cellule, (ii) a 'augmentation de celles impliquées dans I'adhésion cellule-MEC,
(i) & la sécrétion de protéases qui dissocient les lames basales pour faciliter la

migration cellulaire. Physiologiguement, ce programme est utilisé au cours de
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'embryogenese et de la cicatrisation mais il est réactivé dans les cellules tumorales

au stade précédant la dissémination métastatique.

Dans un modele de tumeur de poumon, Byers et al. ont démontré que le géne
le plus fortement surexprimé dans les cellules en transition épithélio-
mésenchymateuse est AXL,%”” au méme titre que dans les cancers du sein et du
pancréas.®’® Inversement, son « knock-down » entraine I'effondrement des facteurs
de transcription impliqués dans cette transition épithélio-mésenchymateuse, tel que
TWIST, mais aussi la réexpression des molécules d’adhésion cellule-cellule telles que

les E-cadherines.

AXL serait aussi impligué dans la « stemness » de certaines cellules
canceéreuses, notamment dans les gliomes dans lesquels son niveau de transcription
est dépendant de I'expression d’EZH2,37° lui-méme connu comme facteur de
« stemness » de ces cellules tumorales. Il existe globalement peu de données et

aucune dans la « stemness » des hémopathies.

Enfin, un des rdles les plus importants d’AXL dans de nombreux modéles
cancéreux reste sa capacité a soutenir la cellule cancéreuse a travers l'activation de
voies anti-apoptotiques. Dans différents cancers et a différents stades, il est
systématiquement corrélé a un mauvais pronostic.%%* Son réle a notamment été
impliqué dans la survie des cellules cancéreuses dans des situations de stress
cellulaire tels que privation en nutriments,?®! basses pressions en 02,3%5380 gt

exposition aux chimiothérapies.33?

Dans un modele de métastase osseuse de cancer de prostate, il a été démontré
gue les ostéoblastes réalisaient une interaction cellule-cellule grace a I'annexine Il, ce
qui induisait 'augmentation d’AXL par un mécanisme non élucidé. Cette surexpression
d’AXL, associée a la sécrétion de GAS6 par le microenvironnement médullaire,
induisait, dans ce contexte spécifique, une diminution de la prolifération des cellules
cancéreuses et une résistance aux chimiothérapies.®®! L'expression d’AXL et son
activation par GAS6 ont été impliqués dans de nombreux modeles tumoraux, que ce
soit pour la résistance aux chimiothérapies conventionnelles dans les cancers du

sein,%”® du colon,®2 du poumon,38 mais aussi aux thérapies ciblées.
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Les cancers du poumon « non a petites cellules » présentent des mutations
activatrices de 'EGFR dans 10 a 15% des cas. Chez ces patients, un traitement par
EGFR-ITK, lerlotinib, est indiqué, mais les réponses sont de courte durée avec
acquisition de mutations de résistance ou surexpression de MET. Néanmoins, 40%
des résistances ne sont expliqguées par aucun de ces mécanismes. Dans ces cas-la,
GASG6 et AXL sont les genes les plus fortement surexprimés, sans amplification ni
mutation associée, avec activation des voies MAPK et PI3K/AKT. Inversement, le
« knock-down » d’AXL ou son inhibition pharmacologique restaure la sensibilité aux
EGFR-ITK.38

Cette surexpression d’AXL dans les mécanismes de résistance aux thérapies
ciblées a aussi été retrouvée dans d’autres modéles tumoraux : (i) dans les tumeurs
stromales gastro-intestinales résistantes a l'imatinib, tumeurs dans lesquelles AXL
semble devenir 'oncogéne « driver » puisque lI'expression de KIT est totalement
éteinte,3® (ii) dans les LMC résistantes a I'imatinib,32%3% (iii) dans les cancers du sein
ou de I'cesophage Her2*, résistants au lapatinib (inhibiteur de ErbB1 & 2),386:387 dans

les cancers du poumon résistants au cetuximab (anticorps anti-EGFR).38

Au-dela, AXL a aussi été associé a des résistances impliquant des inhibiteurs
de checkpoints immunitaires. Dans un modele de cancer du sein résistant a une
association de radiothérapie et anti-PDL1 ou anti-CTLA4, AXL était retrouvé
particulierement surexprimé. Son « knock-out » a permis une néo-expression du CMH
par les cellules tumorales, le recrutement des cellules dendritiques et une
augmentation du ratio lymphocytes T CD8*/Treg dans les tumeurs irradiées,
permettant une meilleure réponse immunitaire anti-tumorale aprés radiothérapie.3®°
AXL fait aussi partie des genes les plus surexprimés dans les mélanomes non

répondeurs aux anti-PD1.3%0

In fine, AXL est impliqué dans de tres nombreux processus cellulaires qui
recouvrent pres de la moitié de la nouvelle génération des « Hallmarks of Cancer »
tels que « Sustaining proliferative signaling », « Avoiding immune destruction »,
« Activating invasion and metastasis », « Inducing angiogenesis » and « Resisting cell
death ».3°1
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2. Biologie d’AXL dans les LAM

L’expression d’AXL a été décrite comme tres élevée dans les cellules CD34*
meédullaires normales, élevée dans les LAM et SMD, faiblement positive dans les
monocytes circulants et dans la LMC en phase chronique, puis enfin négative dans les

autres cellules sanguines normales et la LAL.3"3

Son implication dans la résistance des cellules de LAM a la chimiothérapie
conventionnelle a été démontrée en 2008. AXL était effectivement surexprimé dans
les cellules de LAM résistantes a la chimiothérapie d’induction et il était démontré que
la chimiothérapie elle-méme induisait cette surexpression. La stimulation de lignées
exprimant AXL par GAS6 induisait une résistance aux traitements in vitro,
parallélement a une activation de la voie des MAPK et a une surexpression de
protéines anti-apoptotiques telles que BCL2 et BCLXL alors que I'exposition a un
antagoniste annulait ce phénoméne.3*? Finalement, I'expression d’AXL dans des
cellules de LAM ex vivo a été corrélée a leur statut CD34* et au niveau d’expression

de BCL2 dans les mémes échantillons.392

Dans une cohorte plus récente de LAM a caryotypes normaux, I'expression des
RTAM et de GAS6 a été retrouvée dans 57%, 79%, 85% et 90% des échantillons
meédullaires de patients, respectivement pour AXL, TYRO3, MERTK et GAS6. AXL
était particulierement surexprimé dans la population CD34*CD38°% alors que GAS6
était plutét exprimé au niveau des cellules stromales sur les coupes histologiques.
Enfin, le niveau d’expression élevé d’AXL a été corrélé a un mauvais pronostic en
termes de survie globale.?8® Dans une cohorte indépendante, une autre équipe
démontrera que I'expression de GAS6 est associée a I'expression d’AXL et que le
niveau d’expression du ligand est indépendamment associé a une survie sans rechute
et une survie globale plus courtes. De plus, cette surexpression de GAS6 est corrélée

a une surexpression de CXCL12 et de son récepteur CXCR4 par les cellules

médullaires.3%3

De maniére concomitante, deux études publiees dans Blood en 2013, ont

exploré le role d’AXL dans la biologie cellulaire des cellules de LAM :

La premiere étude a démontré que la déplétion en GAS6 par un AXL-leurre

entraine (i) une inhibition de la prolifération blastique quel que soit le statut FLT3, ITD
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ou WT, (ii) réenclenche la différenciation avec expression du CD11b et de
myélopéroxydase, (iii) diminue la prolifération de tumeurs sous-cutanées, et (iv)
diminue la dissémination leucémique dans un modéle de prise de greffe
hématopoiétique au moins autant que le midostaurin, sans effet additif ou synergique

néanmoins avec cet inhibiteur multi-kinase.362

La seconde étude a démontré que I'lL-10 et le M-CSF, sécrétés par les blastes,
éduquent les stromas a sécréter du GASG6, responsable d'une partie de leur effet
protecteur envers les chimiothérapies conventionnelles. Parallélement, ces travaux
démontrent le réle d’AXL dans la survie des cellules leucémiques exposées a une
privation en sérum, qui, au méme titre que les chimiothérapies cytotoxiques, induisent
une surexpression du RTAM. Enfin, l'inhibition pharmacologique d’AXL par un ITK, le
R428, restaure la sensibilité des blastes aux chimiothérapies conventionnelles in vitro,
diminue la croissance de tumeurs sous-cutanées et exerce un effet combiné avec la

doxorubicine.?8?

Enfin, un troisieme article, publié en 2015 dans Leukemia, démontre que le
niveau de phosphorylation d’AXL est corrélé a la résistance aux FLT3-ITK dans les
LAM FLT3-ITD et qu’AXL est impliqué dans cette résistance. Inversement, son
inhibition pharmacologique sensibilise a nouveau les cellules leucémiques a deux
FLT3-ITK, le quizartinib (AC220) et le midostaurin (PKC412).3%4
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3. Stratégies d’inhibition d’AXL

Le role crucial dAXL dans la biologie tumorale et dans la résistance aux
traitements de nombreux modeéles tumoraux ont rapidement fait considérer ce RTK
comme une nouvelle cible thérapeutique. Trois stratégies d’inhibition ont été
développées : des inhibiteurs de tyrosine kinase (AXL-ITK), des anticorps
monoclonaux ciblant le récepteur lui-méme et des AXL solubles visant la déplétion des

ligands.

a. Inhibiteurs de tyrosine kinase anti-AXL

Le premier AXL-ITK développé a été le R428 ou BGB324 (BerGenBio AS). A
priori trés spécifique d’AXL, le BGB324 cible le domaine kinase d’AXL et inhibe son
activation. Son activité est 10 a 100 fois plus spécifique d’AXL que toutes les autres
TK en dehors de TIE2 (3 fois), FLT4 (5,5 fois) et FLT1-RET-ABL (9 fois). Largement
étudié in vitro dans de nombreux modéles tumorauy, il est actuellement en phase
d’étude clinique dans 6 essais enregistrés dans ClinicalTrials dont une phase 1/2 dans
les LAM et SMD (NCT02488408) dans laquelle il est utilisé seul ou en association a
de l'aracytine ou de la decitabine. Un second AXL-ITK spécifique est le TP-0903
(Tolero Pharmaceutical) en cours de développement pré-clinique.

Trois autres sont des doubles inhibiteurs AXL/MET, le BPI-9016M (Betta
Pharmaceuticals Co. Ltd), le MGCD265 et le MGCD516 (Mirati Therapeutics Inc.) qui

sont en cours d’essai clinique de phase 1 dans les tumeurs solides.

Le dernier est un double inhibiteur FLT3/AXL, TIASP2215 ou gilteritinib (Astellas
Pharma Inc.), dont les premiers résultats clinigues ont été publiés récemment et
développés dans le chapitre 1.D.3.b. « Les différentes classes d’inhibiteurs de tyrosine
kinase ». Ce composé a montré une IC50 d’inhibition de la phosphorylation du FLT3
de 5 nM pour le FLT3-WT, entre 0,7 et 1,8 nM pour le FLT3-ITD dans les lignées
MOLM14 ou BA/F3 transduites avec un FLT3-ITD, et enfin entre 17 et 33 nM en
présence de plasma humain. Classé comme FLT3-ITK de type |, le gilteritinib est
efficace sur les différentes mutations du FLT3, ITD et TKD, incluant les mutations
« gatekeeper » type F691L nécessitant néanmoins une IC50 plus élevée pour étre
inhibée. Ces résultats ont été confirmés sur cellules primaires de patients rechutant

sous FLT3-ITK de type quizartinib. Par ailleurs, il permet une inhibition de I'activation
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d’AXL, sous réserve de doses 40 fois plus élevées que la dose minimale pour inhiber
le FLT3, de l'ordre de 40 nM. Son efficacité a été démontrée sur des échantillons de
LAM FLT3-ITD a la rechute, comparés aux échantillons des mémes patients au
diagnostic. Ceci peut étre expliqué par une augmentation du ratio ITD/WT et

éventuellement par une surexpression d’AXL dans ces cellules de LAM en rechute.

Enfin, contrairement aux midostaurin, quizartinib et crenolanib qui inhibent KIT,
le gilteritinib ne permet une inhibition de ce dernier que pour des doses 100 fois plus
élevées que pour le FLT3-ITD.1” In vitro, a partir d’'une lignée exprimant le FLT3-ITD
de maniére endogene (MV4-11), la dose de 10 nM permet une extinction de 99% du
signal de phospho-FLT3 alors que la dose de 100 nM est nécessaire pour éteindre
78% du signal de phospho-AXL. Dans un modeéle de tumeurs sous-cutanées, a partir
de lignée leucémique FLT3-ITD MV4-11, greffées a des souris immunodéficientes, la
dose minimale nécessaire pour obtenir une réponse compléte est de 6 mg/kg/jour alors
gue la dose nécessaire pour obtenir une extinction profonde et durable de phospho-
FLT3 et de phospho-STAT5 au sein des cellules tumorales est de 10 mg/kg/jour. Dans
un modele de souris greffées avec des MV4-11 avec prise de greffe hématopoiétique,
la survie a 3 mois des souris traitées a la dose de 30 mg/kg/jour est de 100% contre
0% pour les souris non traitées.?'* A I'neure actuelle, 3 essais cliniques de phase 3
sont en cours dans les LAM FLT3-ITD, contre placebo en maintenance post-allogreffe
(NCT02997202), contre placebo en maintenance chez des patients en premiere RC
non allogreffés (NCT02927262) et avec ou sans azacitidine chez des patients non

éligibles pour une chimiothérapie intensive (NCT02752035).

De trés nombreux composés sont dorénavant présentés comme AXL-ITK, il
s’agit en régle générale d’inhibiteurs multi-kinase ciblant la plupart du temps MET, ABL
ou VEGFR, entre autres. lls ont récemment bénéficié d’'une revue exhaustive de la

littérature.3%°

b. Les récepteurs-leurres anti-ligands

Les molécules de piégeage cytokinigue forment une nouvelle classe
thérapeutique issue de la compréhension des mécanismes d’activation des RTK.
L’objectif est de créer une protéine chimérique contenant 'ECD du RTK associé en
regle générale au fragment Fc d’'une immunoglobuline. Ces récepteurs-leurres ont

déja démontré leur capacité a inhiber I'activation de plusieurs récepteurs cytokiniques
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tels que les récepteurs a I'lL-1, I'lL-4 et I'lL-6, avec des demi-vies particulierement

prolongées.3%

Plusieurs AXL-leurres ont été développés et largement étudiés in vitro dans de
nombreux modéles tumoraux dans les références discutées précédemment.
Récemment, une nouvelle génération plus efficace a été obtenue et les
expérimentations pré-cliniques ont démontré leur capacité a diminuer la prolifération
de lignées de LAM, FLT3-ITD et WT. In vivo, ces molécules entrainent une profonde
déplétion en GAS6 parallelement a une diminution du volume de différents modeles
tumoraux, métastatiques ou non. Elles permettaient par ailleurs un effet synergique

avec les chimiothérapies conventionnelles.3?2

c. Les anticorps anti-AXL

La derniére approche de thérapie anti-AXL est relative aux anticorps
monoclonaux spécifiques, dirigés contre 'lECD du RTK. Ces anticorps ont initialement
été validés dans un modéle pré-clinique de cancer du pancréas. lls entrainent une
internalisation du récepteur, sans activation, puis sa dégradation. En aval, les voies
MAPK et PI3K sont moins activées et, sur le plan fonctionnel, les cellules présentent
une apoptose dose-dépendante et ont des capacités migratrices diminuées. Ces
anticorps ont par la suite été validés sur modeéles murins, en termes de greffes
hétérotopiques sous-cutanées et orthotopiques, entrainant une diminution du volume
tumoral dans les deux cas.3®’ Enfin, leur efficacité a été validée dans la LMC, dans
laquelle ils restaurent, in vitro, une sensibilit¢é au nilotinib dans des lignées
primitivement résistantes.®*® Récemment, son efficacité a été démontrée dans un

modeéle pré-clinique de cancer du sein.3%

L’implication d’AXL dans les LAM est similaire a celle observée dans les
autres modéles de cancer: il est impligué dans la résistance aux

chimiothérapies, incluant les FLT3-ITK.

Différentes stratégies d’inhibition sont actuellement a I'étude en

Oncologie pour exploiter ce RTK comme cible thérapeutique.
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OBJECTIFS

De nouvelles stratégies thérapeutiqgues sont nécessaires dans les LAM. Les
mutations du récepteur FLT3 sont une cible particulierement intéressante et de
nombreux essais ont été réalisés ces derniéres années testant des FLT3-ITK.
Différents mécanismes de résistance ont émergé, incluant des mécanismes en lien

avec le microenvironnement de la cellule leucémique.

Dans ce contexte, le RTK AXL est un candidat intéressant car il active des voies
relatives a la survie cellulaire et son activation est maximale lorsqu'il est lié a un corps
apoptotique. Il a par ailleurs été montré comme participant a la signalisation du FLT3

muté ou sauvage.

Son role dans la LAM est connu mais son role spécifique au sein du
microenvironnement médullaire n’a jamais été étudié. L’objectif de cette thése a donc
été d’explorer, dans les LAM FLT3-ITD :

v' La capacité d’AXL a induire une résistance particulierement soutenue au sein
de la niche hématopoiétique, modélisée par des co-cultures avec des cellules

stromales, des cytokines et de basses pressions en Oz,

v La pertinence du FLT3-ITK gilteritinib (ASP2215), double-inhibiteur FLT3/AXL,
comparée au quizartinib (AC220) pour atteindre les cellules au sein de leur

microenvironnement médullaire,

v' La pertinence d’un anticorps monoclonal anti-AXL en association avec du
quizartinib pour atteindre les cellules au sein de leur microenvironnement

médullaire.
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Microenvironment favors FLT3-ITD AML resistance to FLT3-TKI through

hypoxia- and STAT5- dependent upregulation of AXL
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Synthése de I'article 1

Ce travail a été fait en collaboration avec les Drs. C. Naudin et |. Dusanter-Fourt
(Equipe « Régulateurs du maintien des cellules souches et progéniteurs
hématopoiétiques » de l'unité INSERM U1013 - CNRS UMR8104, Institut Cochin,

Université Paris Descartes, Paris, France).

Dans un premier temps, nous avons montré le rble anti-apoptotique de
différentes lignées stromales (OP9 et MS5) sur trois lignées de LAM FLT3-ITD (MV4-
11, MOLM-13 et MOLM-14) exposées au FLT3-ITK quizartinib. Nous avons mis en
évidence que cette protection stromale était dépendante de contacts cellule-cellule et
de facteurs solubles, qui permettaient le maintien de I'activation de STATS dans les

cellules leucémiques, malgré la présence du quizartinib.

Par la suite, nous avons démontre qu’AXL était parmi les genes les plus down-
régulés, a I'échelle transcriptionnelle, en 'absence de STATS, dans des progéniteurs
hématopoiétiques normaux et dans les lignées de LAM FLT3-ITD. Nous avons
démontré que linhibition d’AXL par un AXL-ITK, le R428, permettait de restaurer une
apoptose quizartinib-dépendante des cellules FLT3-ITD, malgré la présence de
stroma. Enfin, nous avons démontré, par 'utilisation d’'un récepteur-leurre anti-ligand
et par « knock-down » de GAS6 dans les lignées stromales, que la déplétion en GAS6

induisait la perte d’une partie de I'effet protecteur des CSM contre le quizartinib.

Au vu de la transcription STAT5-dépendante d’AXL, nous avons exploré le role
des cytokines activatrices de STATS5 dans ce modéle. Nous avons démontré que I'lL-
3,1aTPO, et le GM-CSF étaient capables d’induire une surexpression d’AXL dans des
progéniteurs hématopoiétigues normaux, dans des lignées de LAM cytokines-
dépendantes (UT-7) et dans les lignées de LAM FLT3-ITD. Enfin, nous avons
démontré la présence d’'un « STAT5 Responsive Element » au niveau de I'intron 16
du géne d’AXL, ainsi que sa capacité a co-immunoprécipiter avec STAT5 et avec
'ARN polymerase Il. Enfin, nous avons confirmé que la co-culture des cellules de LAM
avec les cellules stromales induisait bien une surexpression protéique d’AXL. Nous
avons donc démontré, pour la premiere fois, que STAT5 régulait AXL par un

mécanisme cytokine-dépendant.
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Par la suite, nous avons montré que la sensibilité au quizartinib était diminuée
dans des conditions de basses pressions en Oz, alors que la sensibilité au R428 était
augmentée, particulierement lorsque les cellules FLT3-ITD étaient co-cultivées sur les
lignées stromales. Cette plus grande sensibilité a un AXL-ITK suggérait un role
particulier du RTK dans ce contexte de niche hématopoiétique et nous avons
effectivement démontré qu’AXL était surexprimé lorsque les cellules de LAM FLT3-
ITD étaient cultivées en conditions hypoxiques a 1% d’O2. L’ensemble de ces
mécanismes, cytokines-dépendant et hypoxie-dépendant suggéraient un réle clé

d’AXL au sein de la niche hématopoiétique.

Nous avons donc souhaité valider notre modele par des expérimentations in
vivo. Nous avons généré une lignée de LAM FLT3-ITD « AXL knock-down » (MV4-11
shAXL) qui ne présentait, in vitro, aucune modification en termes de prolifération ou
de sensibilité au quizartinib lorsqu’elle était comparée a la lignée contréle (MV4-11
contréle). Nous avons réalisé des xénogreffes sous-cutanées avec ces lignées sur les
flancs de souris immunodéprimées. Les tumeurs issues des MV4-11 shAXL ou MV4-
11 contréle présentaient des index de prolifération identiques et des sensibilités au
quizartinib similaires. A lissue de l'obtention de la rémission compléte, aucune
différence en termes de délai de rechute ou d’index de prolifération a la rechute ne fut
mise en évidence. Inversement, dans un modéle de LAM FLT3-ITD avec prise de
greffe hématopoiétique, nous avons démontré que les cellules « AXL knock-down »
étaient beaucoup plus sensibles au traitement par quizartinib. Enfin, la LAM FLT3-ITD
« AXL knock-down » développée par les souris était moins agressive puisque les
souris greffées avec les cellules MV4-11 « shAXL » avaient une survie spontanément
plus prolongée que les souris greffées avec les MV4-11 « contréle », indépendamment

de tout traitement.

Ces résultats sont donc en faveur d’'un réle d’AXL dans la protection des LAM
FLT3-ITD contre le quizartinib, qui se dévoile spécifiguement dans le contexte de la
niche hématopoiétique, puisque ce dernier y est positivement régulé par une

signalisation cytokines-dépendante et par de basses pressions en Ox:.

L’article issu de ces travaux a été soumis a Blood mais les éditeurs souhaitent
gu’il soit complété par des expérimentations sur cellules primaires de LAM. Ces
expérimentations sont en cours. La version de l'article soumis avant intégration des
données ex vivo est présentée ci-apres.
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Abstract

Internal tandem duplication in Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3-ITD) is the most
frequent mutation observed in acute myeloid leukemia (AML), and correlates®?5351,52
with poor prognoses. FLT3 tyrosine kinase inhibitors (FLT3-TKI) have been promising
for therapeutic strategy but clinical trials have revealed rarely long-lasting remission
with persistent leukemic cells present in the bone marrow. In this paper, we show that
a hematopoietic niche microenvironment protects FLT3-ITD AML cells from FLT3-TKI
through convergent up-regulation of AXL expression and activity. Cytokine-dependent
activation of STAT5 enhances AXL gene transcription and expression, while low O:2
concentration up-regulates AXL protein levels. Moreover, stromal cytokines such as
thrombopoietin or interleukin-3 directly activate AXL. RNA interference-based inhibition
of AXL expression in FLT3-ITD AML cells allowed a selective purge of leukemic cells
within their microenvironment when combined with FLT3-TKI in immuno-compromised
mice. Altogether, our data support a strategy of combined FLT3- and AXL-TKI therapy
to eradicate FLT3-ITD AML cells, including those protected by the hematopoietic niche.
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Introduction

Internal tandem duplication (ITD) in Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) gene is
the most frequent mutation found in acute myeloid leukemia (AML).*2 Although FLT3-
ITD mutation is a late event in leukemogenesis,3# it is considered to be an important
target for the disease.>® Indeed, clinical trials have shown that FLT3-ITD confers a
poor prognosis in adult AML patients,®’ and its frequent occurrence at relapse
suggests that FLT3-ITD AML-initiating cells are key targets for long-lasting remission.2

FLT3 is a class lll tyrosine kinase (TK) receptor that is well expressed in
hematopoietic stem/progenitor cells (HSPC) and which strongly activates PI3K/AKT
and MAPK pathways upon ligand binding.® FLT3-ITD mutation induces constitutive
activity in the receptor, and has been associated with a distinctive pattern of activated
signaling pathways, the principal change being the activation of the transcription factor
STAT5.1911 FLT3 tyrosine kinase inhibitors (FLT3-TKI), developed as ATP-competitive
inhibitors, have been initially tested in clinical trials in monotherapy, with variable
benefits according to disease heterogeneity. In brief, these treatments induce a
hematological improvement associated with a clearance of peripheral blasts.'>1°
However, clearance of bone marrow (BM) blasts is rather poor, with little noticeable
cell apoptosis, but instead cell-cycle arrest and terminal differentiation.'® Complete
remissions are rare and of short duration, with the emergence of resistance related to
several mechanisms. Intrinsic mechanisms include (i) the activation of new bypass
signaling pathways that improve the survival rate of AML cells,’1° and (ii) activation
loop or gatekeeper mutations, which induce acquired resistance to FLT3-TKI.®
Extrinsic mechanisms include stromal FLT3-ligand overproduction,?® along with other
stroma-related protection of BM AML cells through both cell-cell interactions and the

secretion of various cytoprotective factors.?122

AXL belongs to the TAM receptor family, which also includes TYRO3 and MER.

It is activated by a process of dimerization upon binding with its ligand, Growth Arrest-
specific 6 (GAS6). This GAS6/AXL pathway contributes to various biological
processes, such as cell growth, survival, invasiveness, chemotaxis, apoptotic cell
clearance and immunity.?® AXL is ectopically or over-expressed in a wide variety of
cancers, and has always been associated with a poor prognosis.?® Our team, among
others, have shown that AXL promotes both innate and acquired resistance to
conventional and targeted therapies in a wide variety of neoplasia.?*?’ Despite
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frequent AXL overexpression in many solid tumors, genetic mutation and amplification
of the AXL gene has never been reported for AML,22 but AXL and GAS6 levels have
been related to poor outcomes.??3° Moreover, an AML cell-driven education of stromal
cells to secrete GAS6 has been shown to foster AML resistance to conventional
chemotherapies.?® The inhibition of AXL activity by recently developed AXL-TKIs, or
by GASG6 trapping through decoy receptors, decreases leukemic cell growth, and
weakens constitutive FLT3 phosphorylation. Taken together, these data have
emphasized the potential contribution of AXL to FLT3-ITD-dependent

leukemogenesis.31-32

AXL expression and function have long been shown to be modulated by stress,
severe nutrient deprivation and low oxygen (Oz) concentrations, as reported in solid
tumors.333% Such characteristics are quite similar to those observed within the AML-
initiating cell microenvironment, i.e. the hematopoietic niche. In this work, we aim to
decipher how this microenvironment protects FLT3-ITD AML blasts from FLT3-TKI.
Our work provides evidence that selective cytokines and low O2 concentrations
enhance AXL expression and activity, which selectively contributes to FLT3-ITD AML

cell resistance to FLT3-TKI within their hematopoietic niche.
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Methods
Cell culture and primary cells

Cell lines were cultured in a RPMI1640 or aMEM medium, supplemented with
10% fetal calf serum (FCS), 2mM L-glutamine, 50 U/mL penicillin and 50 pg/mL
streptomycin. The UT7-mpl cell medium was supplemented with granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF, 2.5 ng/ml), as previously described.3¢
UT7-mpl cells were pre-incubated for 18 hours (hrs) in the absence of GM-CSF, before
being activated by cytokines. Where indicated, cells were cultured with vehicle or AXL-
Fc chimeric proteins (R&D Systems), AC220 (LC laboratories), R428 (Selleckchem),
Ly294002, pimozide and JAK inhibitor-1 (Calbiochem). Hypoxia was induced by
incubating cells in 1% O2 chamber (BioSpherix). Human cord blood (CB) units were
collected according to institutional guidelines. CD34* were purified and cultured in a

four-cytokine-supplemented serum-free IMDM medium, as previously described.3’

Immunoblotting and immunoprecipitation

Total cell lysates were prepared by incubating cells for 30 min at 4°C in a lysis
buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% sodium
deoxycholate, 10% Glycerol) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Roche).
Immunoprecipitation (IP) was performed with 500 pg proteins and 5 pg of antibody
then IP or 20-50 pg of whole cell lysates were loaded onto SDS-PAGE gels and
transferred onto nitrocellulose or PVDF membranes (Amersham-Biosciences).
Detection was performed using ECL (Amersham-Biosciences). Images were captured
using a CCD camera, Fuji-LAS4000 (Fuijifilm). The antibodies are listed in
Supplemental Table 1.

Cell apoptosis

Cell apoptosis was assessed using an APC-conjugated Annexin V labeling

detection kit coupled to flow cytometry and BDFACSDIVA™ software (Bioscience).
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Chromatin immunoprecipitation assay

Cells (5x108) were stimulated for 30 min with or without thrombopoietin (TPO)
(20 nM), washed and cross-linked with 1% formaldehyde (10° cells/ml) at room
temperature for 5 min before adding glycine (0.125 M). Cells were processed as
previously described,®® more details about these methods are available in the

supplemental data.

AXL, GAS6 and STATS5 gene expression knock-down using shRNA

Lentiviral particles were prepared as previously described,3” more details about

these methods are available in the supplemental data.

Animal models for in vivo studies

NOD Cg-Prkdcscid [12rgtmWil/SzJ immunodeficient mice (NSG) were bred at the
University of Bordeaux’s animal facility. Animals were included in protocols at eight
weeks old and were monitored weekly for body weight. For subcutaneous xenografts,
prior to implantation cells were resuspended in 25% Matrigel (BDBiosciences) and
75% culture medium without FCS. For hematopoietic engraftment, female NSG mice
were pretreated with intraperitoneal injections of busulfan (Fabre) 20 mg/kg/day for two
days, followed by an intravenous injection of 108 empty vector (MV4-11 Ctrl) or shAXL
(MV4-11 shAXL) luciferase transduced cells (108 cells/100 pL). More details about

these methods are available in the supplemental data.

Statistical analyses

All analyses were performed using GraphPad Prism software. Unless otherwise
indicated, data are presented as the mean + Standard Error of the Mean (SEM).
Statistical significance was calculated by a two-tailed Student’s T-test unless otherwise
stated. Differences with p values < 0.05 were considered statistically significant with *,
p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001; NS, non-significant.
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Results

Stromal cells protect FLT3-ITD AML from TKI-dependent apoptosis coincident
with STATS5 activation

We first studied three FLT3-ITD AML cell lines and investigated the potential
protective effect of two stromal cell lines on cells exposed to AC220, a competitive ATP
FLT3-TKI. When co-cultured with either OP9 or MS5 stromal cells, MV4-11, MOLM-13
and MOLM-14 cells showed a decreased AC220-induced apoptosis, as compared with
AML cells without stroma (Figure 1A and supplemental Figure 1). Co-cultures were
further performed with a transwell, separating stromal cells from FLT3-ITD AML cells
to avoid cell-cell contact. Again, stromal cells protected the FLT3-ITD AML cells from

AC220-dependent cell apoptosis, although protection was weaker (Figure 1B).

These results suggest that protection by stroma from AC220-induced
FLT3-ITD AML cell apoptosis was dependent on both cell-cell contact and diffusible

factors.

To decipher the molecular mechanisms of stromal protection, we analyzed
signaling pathways that were activated in FLT3-ITD AML cells with AC220 treatment
in the presence or absence of stromal cell co-culture (Figure 1C). Besides inhibiting
FLT3 phosphorylation, AC220 decreases ERK phosphorylation and AKT
phosphorylation, as previously described. No difference was observed in ERK
expression, T202/Y204ERK phosphorylation, AKT expression or Sera7zzsAKT
phosphorylation, with or without stroma co-culture. However, an analysis of STATS5
expression and activation showed a sustained YeosaSTATS5 phosphorylation of FLT3-
ITD AML cells when cells were co-cultured with OP9 cells in the presence of FLT3-
TKI, whereas — as expected — YesaSTATS5 phosphorylation was inhibited by AC220 in
the absence of stroma. Similar results were obtained with MOLM-14 cells co-cultured

with MS5 stromal cells (data not shown).

These data suggest that the stroma provided protection to FLT3-ITD AML cells
through sustained STATS5 activation, independent of FLT3-ITD activity.

117



AXL contributes to FLT3-ITD AML cell survival through GAS6-dependent and -

independent pathways

Using an RNA interference based strategy, our team has previously shown that
STAT5 mediates crucial stroma-derived signals that contribute to HSPC maintenance
in vitro.3” We searched for STATS5 regulated genes by conducting a comparative large-
scale genome expression analysis of STAT5 knocked down (KD) and control in normal
human primitive CD34*CD38  HSPC. AXL was among the top-ranked genes that were
the most down-regulated upon STATS loss (Supplemental Table 4). We confirmed
these observations and showed that AXL mRNA and proteins were both decreased in
STAT5 KD HSPC (supplemental Figure 2). Similarly, we observed a down-regulation
of AXL expression in STAT5 KD FLT3-ITD AML cell lines (Figure 2A). These data
indicated that STATS5 up-regulates AXL expression in normal HSPC and AML cells.
Since stromal co-cultures enhanced STAT5 activation of AML cells, we assessed its
effects on AXL expression. We found that stromal cells enhanced AXL expression of
AML cells (Figure 2B). We thus analyzed the role of AXL on AML cell survival. We
used a well-characterized and clinically investigated AXL-TKI, R428, to inhibit AXL
activity and analyze its effects on FLT3-ITD AML cell survival. First, we determined the
AC220 and R428 minimal effective dose (MED) to induce apoptosis after 48 hrs of
incubation without stromal cell, with the aim of achieving the greatest reduction in off-
target effects of these TKI (supplemental Figure 3). AC220 MED was 1-3 nM
dependent on FLT3-ITD AML cell lines, whereas R428 MED was 0.3 uM for the three
cell lines. These MED enabled us to observe that AXL and FLT3 co-inhibition induced
a much higher level of apoptosis than a single treatment (Figure 2C). These results
indicate that AXL contributes to basal FLT3-ITD AML cell survival; they further suggest
that AXL activity sustains FLT3-ITD AML cell survival independently of FLT3-ITD

activity, and is involved in FLT3-TKI resistance.

AXL activation depends on the binding of its ligand GASG6, for which autocrine
and paracrine activities have been reported in multiple cell contexts, including AML.?°
Although leukemic cells are known to secrete GAS6, stromal cells were shown to
secrete larger amounts of GAS6 upon interaction with AML cells. Having shown that
AXL activity sustains FLT3-ITD AML survival, we analyzed the contribution of GAS6 to
the protective effect of stromal cells on AC220-dependent AML cell apoptosis. Indeed,

the stromal protection of FLT3-ITD AML cells was significantly reduced, yet not
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suppressed, when cells were co-incubated with AXL-Fc, a GAS6-neutralizing molecule
(Figure 2D), or when AML cells were co-cultured with GAS6 KD stromal cells (Figure
2E and supplemental Figure 4). These data indicate that AXL was at least partly
activated through paracrine secretion of GAS6 by the stromal cells. Interestingly,
however, the inhibition of AXL activity by R428 tended to more strongly suppressed
the stromal protection of AML cells, as compared to GAS6-inhibition by AXL-Fc or
GASG6 KD stromal cells. Altogether, these data suggest that stromal cells protect FLT3-
ITD AML cells from AC220-dependent apoptosis by both GAS6-dependent and -
independent signaling pathways.

STAT5-activating cytokines trigger AXL expression and activity

We wished to determine whether stroma mediates GAS6-independent AXL
activation. Stromal cells express and secrete a broad range of diffusible factors. Among
these are well-known activators of STAT5, such as the cytokines GM-CSF, Interleukin-
3 (IL-3) and TPO. We wondered whether such STAT5-activating cytokines induce up-
regulation of AXL in AML cells. As a first step, we used UT7-mpl AML cells that are
highly sensitive to GM-CSF and TPO for their growth and survival.® As shown in Figure
3A, GM-CSF and TPO enhanced expression of AXL within a few hours of cytokine
treatment. In the presence of the STATS inhibitor pimozide (pi) and JAK2 inhibitor-II
(i), GM-CSF and TPO no longer up-regulated AXL expression, whereas inhibition of
the PI3K/AKT pathway by Ly294002 (ly) had no effect (Figure 3B). These results
indicate that cytokines up-regulate AXL expression through a STAT5-dependent
signal. In the meantime, we observed that AXL activity, assessed by Tyr77z9 AXL
phosphorylation and global Tyr phosphorylation of AXL immunoprecipitates (Figure
3B-C), was also induced by cytokine treatment. Such an activation was observed quite
shortly (21 hr) after the addition of cytokine, well before any detectable cytokine-
dependent up-regulation of AXL expression (Figure 3C). To preclude any cell line
artefacts, we further analyzed cytokine actions in primary CD34* HSPC from healthy
donors. We observed that STAT5-activating cytokines such as IL-3 and TPO up-
regulated AXL expression, as well as AXL Tyr-phosphorylation, whereas incubation in
the presence of FLT3 ligand, which did not activate STAT5, had no effect
(supplemental Figure 5A). These data indicate that aside from GASG6, other
extracellular messages, such as the STATS5-activating cytokines present in the

119



microenvironment, can up-regulate AXL expression and activity in AML cells and
normal HSPC.

We then assessed the contribution of cytokine-dependent STATS signaling on
AXL transcription. STAT transcription factors bind to TTCN3GAA SRE maotifs on their
target genes. We screened the human AXL genomic sequence for SRE and identified
one that was conserved among species including rats, mice and humans, located
within intron 16 (data not shown). Long-range chromatin interactions associated with
RNA polymerase Il (RNAPoli) activity have recently uncovered widespread promoter-
enhancer interactions that selectively contribute to cell-specific transcription and
functions.®? Oligonucleotide pull-down assays showed that this conserved intronic SRE
was functional, since it did bind cytokine-activated STATS5 as efficiently as the control
canonical SRE (ONc) from IRF1 promoter sequence (supplemental Figure 5B).
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed to determine whether
this AXL SRE binds STAT5 and contributes to regulating AXL gene expression in vivo.
STATS ChIP showed that cytokine triggered strong STAT5 binding to AXL gene
sequence selectively (Figure 3D). Coincident with STAT5 binding, cytokine enhanced
the recruitment of RNAPol; to the AXL gene, as assessed by ChIP (Figure 3E). These
data indicate that cytokine-activated STAT5 binds and up-regulates AXL promoter
activity.

FLT3-ITD AML cells are characterized by a large retention of FLT3-ITD in the
endoplasmic reticulum, where STAT5 is activated.!! These cells are known to express
cytokine receptors at their surface, where activity has remained ill-defined.*%*> We
wondered whether cytokines could still mediate STATS activation and AXL up-
regulation in FLT3-ITD AML cells. As shown in Figure 3F, cytokines such as IL-3 or
TPO activated STAT5 phosphorylation in FLT3-ITD AML cells, which was detected
even in the presence of FLT3-TKI. This activation correlated with an increased AXL
expression that was observed in the absence and presence of FLT3-TKI treatment
(Figure 3G).

Taken together, our data indicate that stromal cytokines activate STAT5 in AML
cells, which up-regulates AXL independently of FLT3-ITD activity.
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Low Oz concentration enhances FLT3-ITD AML cells resistance to TKI coincident

with increased AXL expression

In solid tumors, AXL’s protective role is mainly activated under stress conditions
frequently associated with metastatic disease, situations where tumor cells are under
severe nutrient and Oz deprivation. Hence, we investigated the contribution of low O3
levels (1% O2), so-called hypoxia, on FLT3-ITD AML cell survival and resistance to
FLT3-TKI treatment. In the absence of stroma, hypoxia limited FLT3-TKI-dependent
apoptosis, as compared to normoxia (Figure 4A). These observations suggest that the
survival of FLT3-ITD AML cells could be less dependent on FLT3-ITD activity under
hypoxia. Consequently, we analyzed the FLT3 and AXL expression of AML cells and
observed that hypoxia enhanced AXL expression, whereas FLT3 expression was
unaffected (Figure 4B). As AXL activity contributed to FLT3-ITD cell survival (see
Figure 2C), we wondered whether the AXL-TKI, R428, reversed the AML cell protection
brought about by hypoxia. As shown in Figure 4C, we observed that the FLT3-ITD AML
cell apoptosis induced by R428 treatment was higher under hypoxia when compared
to normoxia, particularly when AML cells were co-cultured with stroma. As a whole,
these results indicate that AXL pro-survival activity in AML cells was strengthened

under hypoxia, when compared to normoxic conditions.

AXL mediates microenvironment-dependent resistance of FLT3-ITD AML cells to

TKI treatment in vivo

Having shown that AXL mediates stromal protection against TKI-dependent
apoptosis of FLT3-ITD AML cells in vitro, we analyzed the contribution of AXL to
microenvironment-dependent protection against FLT3-TKI in vivo. To better
investigate the role of AXL on a long timescale, we generated stable AXL KD FLT3-
ITD AML cells through lentivirus-mediated RNA interference (supplemental Figure 6A).
Furthermore, such a model allowed us to alleviate any putative off-target effects of AXL
chemical inhibitors or AXL decoy receptors.

We first evaluated the in vivo activity of AC220 in the subcutaneous xenograft
tumor model using control (MV4-11 Ctrl) or AXL KD (MV4-11 shAXL) AML cells. The
subcutaneous implantation of these cells into immunodeficient NSG mice resulted in
the growth of solid tumors. No difference in tumor growth between MV4-11 Ctrl or MV4-
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11 shAXL cells was observed under these conditions when assessing tumor volume
(Figure 5A), and also primary tumor weights at necropsy (supplemental Figure 6B).
After 21 days, when tumors reached 300-500mm?, half of the mice received AC220 by
daily oral gavage (5 mg/kg/day). The treatment was well tolerated, as indicated by the
absence of an impact on whole body weight (supplemental Figure 6C). The inhibition
of FLT3-ITD with AC220 resulted in a complete regression of the tumors within 14
days. We did not observe any difference between MV4-11 Ctrl and MV4-11 shAXL in
terms of tumor growth or response to treatment. The daily administration of AC220 was
ceased after full tumor regression. This led to regrowth of all tumors 12 days after the
discontinuation of AC220, without any difference in time to relapse between MV4-11
Ctrl and MV4-11 shAXL-injected mice. Furthermore, no noticeable difference in tumor
volumes was observed post relapse (Figure 5A). Similar tumor weights at necropsy
confirmed these last observations (supplemental Figure 6B).

The absence of any difference in subcutaneous tumor growth between MV4-11
Ctrl and MV4-11 shAXL injected animals led us to test the efficacy of AC220 in a more
pathophysiological setting, where AML cells could settle in their natural
microenvironment within BM. MV4-11 Ctrl and MV4-11 shAXL cells, stably expressing
the firefly luciferase gene, were xenografted by vein injection, and leukemic cell
engraftment was analyzed by bioluminescence imaging (BLI). BLI indicated that
injected AML cells preferentially homed in BM, but we did not observe any difference
in engraftment between MV4-11 Ctrl and MV4-11 shAXL cells after 7 days
(supplemental Figure 7). Half of the mice were treated with AC220 for 7 days, and
response to treatment was assessed by second BLI at day 14. A similar tumor
progression was observed for MV4-11 Ctrl and MV4-11 shAXL cells in the untreated
cohort (Figure 5B). In contrast, quite a strong decrease in total bioluminescent signal,
which assesses leukemic dissemination, was observed in response to AC220 in MV4-
11 shAXL-mice selectively, as compared to controls (Figure 5B). Noticeably, in the
absence of TKI treatment, the overall survival of MV4-11 shAXL-mice was significantly
longer than controls, indicating that MV4-11 shAXL cells showed weakened

tumorigenic potential (Figure 5C).

In new, independent experiments, we performed the same sequence of
conditioning, engraftment and treatment, though BLI was performed on femurs and

tibias ex vivo at necropsy. We once again observed a decreased bioluminescent signal
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in bones from MV4-11 shAXL-engrafted mice compared to bones from MV4-11 Ctrl-
engrafted mice, whereas no difference was observed among injected animals in the
absence of FLT3-TKI treatment (Figure 5D). At necropsy, an immunohistochemistry
analysis of BM to trace human cells showed the presence of similar amounts of MV4-
11 Ctrl and shAXL cells in untreated mice. In the AC220-treated cohort, we found much
lower amounts of cells in MV4-11 Ctrl engrafted BM-mice compared to the untreated
cohort, and finally no human cell was detected in BM from MV4-11 shAXL-engrafted

mice upon AC220 treatment (Figure 5E).

Altogether, these results showed that AXL plays a major role in FLT3-ITD AML
cell resistance to AC220 treatment in vivo, in the context of the hematopoietic

microenvironment, selectively.

123



Discussion

Our study reveals that the hematopoietic niche provides selective intrinsic
protection of AML cells against FLT3-TKI, by enhancing AXL receptor expression
through both STAT5-mediated cytokines and its characteristic hypoxic environment,
but also AXL activity through both GAS6 and cytokines expression/secretion by
stromal cells. Microenvironment was already known to favor AML cell resistance to
treatment through CXCL12-CXCR4 signaling,**** and adhesion molecules such as
CD44 and selectins.*>46 Bone marrow vasculature has also been involved in AML
progression and resistance through VEGF,*"*® and angiopoietins/TIE2 signaling.4®:>°
More recently, FLT3 ligand and FGF1/2 were similarly identified as protective
molecules against FLT3-TKI in vitro.>! Stroma had also been shown to sustain AML
cell resistance to treatment through activation of the AXL receptor, upon AML cell-
dependent education of stroma to secrete the AXL ligand GAS6 in vitro. This axis has
been related to poor outcomes linked to GAS6-dependent pro-survival activity.?® Such
a protective role has been observed in conventional chemotherapies, as well as
TKI.2%3121 We can now provide evidence that aside from GAS6, a broad range of
microenvironment messages converge on AXL signaling to selectively protect AML-

initiating cells from FLT3-TKI-treatment in situ, within the bone marrow niche.

The role of cytokines in AML cell survival has long been questioned, with
conflicting results. Thrombopoietin receptor expression has been observed in ~-50% of
AML patients,*? and primary human AML engrafted with higher efficacy in mice where
human versions of M-CSF, IL-3, GM-CSF and TPO genes were knocked into murine
loci, suggesting a central role for these cytokines in AML engraftment.>? The IL-3
receptor was proposed as a marker for AML-initiating cells,>® whose expression led to
bad prognosis,>* and related to FLT3-ITD mutation.*%5 Our data extend these reports
and demonstrate that these cytokine receptors are active in FLT3-ITD AML cells,
mediating stromal protection against FLT3-TKI treatment by up-regulating AXL

expression and activity.

AXL was initially identified as a new TK receptor selectively expressed in normal
HSPC and monocytes.>® Although its expression fluctuates according to cell
physiology and is often up-regulated in solid tumors, only limited knowledge exists with
regard to extracellular messages that regulate AXL expression. Interferon alpha,
however, was reported to enhance AXL expression in monocytes through a STAT1-
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dependent pathway, but the mechanism was not investigated.®6:5” Our data reveal that
the AXL gene exhibits a conserved SRE within its sixteenth intron, mediating the
cytokine-dependent recruitment of RNAPoli. Whether other STAT5-activating factors
— among them cytokines or growth factors in non-myeloid cells — similarly enhance
AXL expression and contribute to tumorigenesis and resistance awaits further

investigation.

Our work has shown that STAT5-activating cytokines not only enhance AXL
expression but also trigger AXL activation. Asides from the canonical AXL-ligand
GASG6, TK receptors such as EGFR or VEGFR, which activate Src kinases,*® and
FLT3, which interacts with AXL,* were shown to activate AXL. In addition,
prostaglandin E2 also increased AMP levels by inducing AXL activation.>® We, and
others, have shown that AXL functions as a docking site for non-receptor kinases such
as Syk and Lyn,?>%0 and interestingly, these kinases are activated by the stromal
cytokines we have focused on.6%.62 Whether Syk, Lyn or other Src kinases mediate the

cytokine-dependent activation of AXL remains to be studied.

AXL expression and function are known to be modulated by Oz concentration in
various solid tumors.332> Qur present data extend these observations to AML cells.
Low O2 concentration is a well-agreed BM niche hallmark.®® Hypoxia was suggested
to down-regulate FLT3 and FLT3-ITD signaling in AML cells,®* thus limiting the FLT3-
dependent survival of AML-initiating cells. Under such conditions, the PISK/AKT
pathway was shown to sustain AML cell survival, rescuing FLT3 activity.®> AXL is
known to activate PI3K/AKT signaling in AML, and our data suggest that AXL could
provide a crucial PI3K/AKT activation of FLT3-ITD AML-initiating cells in their

hematopoietic niche.

Finally, our data have provided in vivo evidence that AXL plays a pivotal role in
the selective endogenous resistance of FLT3-ITD AML cells to FLT3-TKI targeted
therapy. Our results suggest that the dual inhibition of AXL and FLT3 through dual TK
inhibitor gilteritinib could be quite effective in eradicating FLT3-ITD AML-initiating cells
in the hematopoietic niche.6:6” As AXL expression is not restricted to FLT3-ITD AML
cells, our data further proposes AXL as a promising target to erase AML-initiating cells
protected by their microenvironment, not only in targeted therapy, but also

conventional chemotherapy.
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Figure 1. Stroma protection of FLT3-ITD AML cells against FLT3-TKI correlates

with enhanced STATS5 activation

(A) MV4-11 FLT3-ITD AML cells were incubated in the absence (Vehicle) or presence
of AC220 (3 nM) for 48 hrs, and without (None) or with the indicated stromal cell lines
(OP9 or MS5). Cell apoptosis was determined by Annexin V/DAPI labeling followed by
flow cytometry analysis. (B) FLT3-ITD AML cell line MV4-11 was incubated in the
absence (Vehicle) or presence of AC220 (3 nM) for 48 hrs and without (None) or with
OP9 cells separated (TW) or not by transwells. Apoptosis induction was determined
as in A. (C) MV4-11 cells were incubated in the absence (Vehicle) or presence of
AC220 (1 nM), without (none) or with stromal cells (OP9) for 48 hrs. Immunoblot
analysis of the indicated protein 3 actin serves as a loading control. Graphs show the
mean + SEM of results of at least three independent experiments with *, p < 0.05; **,
p <0.01; ** p < 0.001; NS, non-significant.
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Figure 2. STATS5 up-regulates AXL which contributes to FLT3-ITD AML cell

survival

(A) MOLM-14 and MV4-11 cells were transduced with the indicated shRNA encoding
lentiviral vectors and lysed 3 days later. Imnmunoblot analysis of the indicated proteins
was performed with B actin as a loading control. (B) MOLM-14 and MV4-11 cells were
co-cultured in the absence (-) or presence (+) of OP9 stromal cells for 48 hrs, before
being isolated and lysed. The indicated proteins were analyzed by immunoblotting. (C)
MV4-11, MOLM-13 and MOLM-14 cells were treated in the absence (Vehicle) or
presence of minimal effective (MV4-11, MOLM-14) or suboptimal (MOLM-13) dose of
AC220 (1 nM) and R428 (0.3 uM) or both (Combo) for 48 hrs. Apoptosis induction was
determined as in Fig.1. (D) MV4-11 cells were incubated with AC220 (1 nM), without
(none) or with stromal cells (OP9) added with Ctrl-Fc (1 pg/ml) or AXL-Fc (1 pg/ml) or
R428 (0.3 uM). Cell apoptosis was determined as indicated in Figure 1. (E) MV4-11
cells were incubated in the absence (Vehicle) or presence of AC220 (3 nM), without
(None) or with OP9 stromal cells that express shCtrl or sShGAS6 or with R428 (1 uM).
Apoptosis induction was determined as described above. Graphs show the mean +
SEM of results of at least three independent experiments with *, p < 0.05; **, p < 0.01,

*** p <0.001; NS, non-significant.
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Figure 3
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Figure 3. STAT5-activating stroma cytokines up-regulate AXL gene expression

and activation

(A) UT7-mpl AML cells were treated with GM-CSF (2.5 ng/ml) or TPO (20 nM) for the
indicated time and lysed. Immunoblot analysis of the indicated proteins; HSP60 was
used as a loading control. (B) UT7-mpl cells were treated with GM-CSF (2.5 ng/ml) or
TPO (20 nM) for the indicated time in the absence or presence of pimozide (pi, 2 pM),
JAK inhibitor (ji, 1 puM) or Ly294002 (ly, 20 uM). Total cell lysates were analyzed by
western blotting with the indicated antibodies. HSP60 was used as a loading control.
(C) UT7-mpl cells were incubated with (+) or without (-) TPO (20 nM) for 1 hour before
being lysed. AXL immunoprecipitates were prepared and analyzed by immunoblotting
with the indicated antibodies. (D-E) UT7-mpl cells were incubated with (+) or without (-
) TPO (20 nM) for 30 min. Chromatin-immunoprecipitation (IP) assays were performed
using control immunoglobulins (IP IgG), STAT5 (IP STAT5) or RNA polymerase Il (IP
Poli) antibodies. Immunoprecipitated proteins (upper panel) were analyzed by western
blotting using the indicated antibodies. Immunoprecipitated DNA (lower panel) were
analyzed by gPCR using primers spanning the conserved STAT5-responsive element
of AXL gene sequence and expressed relative to total lysates (input). (F-G) MOLM-14
or MV4-11 cells were pre-incubated with (+) or without (-) AC220 (5 nM) for 3 hrs before
adding IL-3 (MOLM-14) or TPO (MV4-11) at the indicated concentration. Cells were
incubated for 4 hrs before being lysed. Immunoblot analysis of the indicated proteins;
B actin or HSP60 were used as loading controls. Graphs show the mean = SEM of
results of at least three independent experiments with *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p <

0.001; NS, non-significant.
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Figure 4
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Figure 4. Low Oz concentration changes stromal protection of FLT3-ITD AML

cells against TKI treatments, and up-regulates AXL

(A) MV4-11 cells were incubated in the presence of AC220 (3 nM) for 48 hrs, at 20%
or 1% O2. Apoptosis induction was assessed by Annexin V/DAPI labeling and flow
cytometry analysis. (B) MV4-11 and MOLM-14 cells were incubated for 48 hrs at 20%
or 1% O2. Immunoblot analysis of the indicated proteins was performed with 8 actin as
a loading control. (C) MV4-11 cells were incubated in the presence of R428 (1 uM) for
48 hrs, without (None) or with stromal cells (OP9 or MS5) at 20% or 1% O2. Apoptosis
induction was assessed by Annexin V/DAPI labeling and flow cytometry analysis.
Graphs show the mean + SEM of results of at least three independent experiments
with *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001; NS, non-significant.
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Figure 5
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Figure 5. FLT3-ITD AML cell resistance to FLT3-TKI depends on the

hematopoietic niche-dependent regulation of AXL activity

(A) Control (MV4-11 Ctrl) or shAXL expressing (MV4-11 shAXL) MV4-11 cells were
subcutaneously injected into the limbs of NSG mice at day O and treated or not with
AC220, as indicated. Tumor volume was measured at the indicated days (mean *
SEM, n=20). (B) MV4-11 Ctrl-Luc and MV4-11 shAXL-Luc were injected at day 0 (108
cells/mouse) in the retro orbital sinus vein of busulfan-pretreated female mice. Mice
were then treated or not with AC220 from day 8 to day 14. At day 14, animals were
subjected to bioluminescent imaging. (C) Overall survival of untreated mice upon day
0 of engraftment with MV4-11 Ctrl-Luc or MV4-11 shAXL-Luc cells (n=30). Statistical
analyses were performed using log rank test. (D) MV4-11 Ctrl-Luc and MV4-11 shAXL-
Luc were injected at day 0 (108 cells/mice) in the retro orbital sinus vein of busulfan-
pretreated female mice. From days 8-14, mice were treated or not with AC220. At day
14, the bioluminescent signal of 96 bones (femurs, tibias), collected from the indicated
animals, was quantified ex vivo at necropsy. (E) Immunohistochemistry analysis of
Human Leucocyte Antigen expression in BM biopsies was collected from the indicated
AML cell-injected mice in the absence or presence of AC220. Ph indicates photon, s
indicates second and sr indicates steradian. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001;

NS, non-significant.
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SUPPLEMENTAL METHODS

Chromatin immunoprecipitation assay

IP of cell lysates was performed overnight with the indicated antibodies before
adding salmon-sperm DNA pre-saturated with protein G-dynabeads (Invitrogen) for 1h
at 4°C. Immunoprecipitates were eluted with 1% SDS in 0.1 M NaHCOS3.
Formaldehyde cross-linking was reversed by heating for 1 hour at 45°C with proteinase
K (40 pg/ml). DNA was extracted and analyzed by real-time quantitative PCR
experiments. Two independent pairs of primers that encompassed the conserved
STAT-responsive element (SRE) TTCN3GAA of human AXL intron 16 were used
(Supplemental Table 2). All PCR assays were performed in triplicate, and the average
value obtained for each sample was normalized to the amount of AXL chromatin DNA
added to the IP reaction (“input DNA”). 1:10 of beads/immunoprecipitated complexes

were removed to conduct an immunoblotting analysis.

AXL, GAS6 and STATS5 gene expression knock-down using shRNA

Viral supernatants were titrated by serial dilutions and a FACS analysis of GFP
co-expressed marker in transduced K562 cells 72 hrs later (Accuri C6, Beckton
Dickinson). Lentiviruses were added once, at a multiplicity of infection of 5-20
according to the cells. Where necessary, transduced cells were sorted 2-3 days after
transduction using GFP. Two different shRNA were used for all targets (Supplemental
Table 3). To confirm silencing, AXL, GAS6 or STAT5 protein expressions were

analyzed by immunoblotting.

Animal models for in vivo studies

For subcutaneous xenografts, female NSG mice received subcutaneous
injections into their hind flanks with 1,75x10° cells. Tumor growth was measured three
times a week. When tumors reached 400-500 mms3, treatments began. At the indicated
times, the mice were euthanized by cervical dislocation and tumors weighed. For
hematopoietic engraftment, female NSG mice were pretreated with busulfan then
engrafted at day 0. At day 7, engraftment was analyzed by whole bioluminescent
imaging (BLI) before treating mice with vehicle or AC220 (5 mg/kg/day body weight)
by daily oral gavage until the times indicated. At day 14, mice were injected
intraperitoneally with firefly luciferase substrate D-luciferin (150 mg/kg) before imaging
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using a photon bioimager and M3Vision software (BIOSPACE LAB). Bones, spleen
and liver were collected at necropsy and part of these were analyzed by BLI ex vivo.
Others were fixed in 10% formalin and processed for hematoxylin, eosin and

immunohistochemical labeling.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Table S1. Antibodies for Western Blot analysis

Primary antibody Clone Company

AXL C44G1 Cell Signaling Technologies
pY779AXL 713610 R&D

STAT5S sc-835 Santa Cruz Biotech
PYeasSTATS 9351 Cell Signaling Technologies
B actin AC-15 Sigma

HSP60 SMC-110A Stressmarq
PYsa1FLT3 33G6 Cell Signaling Technologies
FLT3 8F2 Cell Signaling Technologies
pTyr 4G10 Millipore

ERK L34F12 Cell Signaling Technologies
pT202/Y204ERK D13.14.4E Cell Signaling Technologies
AKT 9272 Cell Signaling Technologies
pSers7sAKT D9E Cell Signaling Technologies
GASG6 A-9 Santa Cruz Biotech
Secondary antibody Clone Company

Rabbit IgG-HRP 7074 Cell Signaling Technologies
Mouse IgG-HRP 7076 Cell Signaling Technologies
Goat IgG-HRP sc-2020 Santa Cruz Biotech
Immunoprecipitation Clone Company

AXL C44G1 Cell Signaling Technologies
RNA polymerase I N-20, sc-899 Santa Cruz Biotech
STATS5 C-17, sc-835 Santa Cruz Biotech
Rabbit 1IgG sc-2027 Santa Cruz Biotech
Goat IgG 0109-01 Southern Biotech

Table S2. Primer sequences for qPCR

Forward Primer sequences Reverse Primer sequences
AXL-P1 CCTAGTCTCCCTCAGCTTGG GCCTCTCCTTCTCACTACCC
AXL-P2 GGGCAGATTCAAGGGGTCTA TGTTTCCAGCAGAGTTCCCA
Table S3. shRNA sequences
AXL STATS GAS6
AGAACAGCGAGATTTATGACTA GTACTACACTCCTGTGTG GCTGTAATGAAGATCGCGGTA
GGTACCGGCTGGCGTATCA GCAACAGGCCCATGACCTA CCTGGCACTGATGGAAATCAA
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Table S4. Gene expression change in human CD34* CD38 HSPC upon
STATS5 knock-down

Sorted CD347CD38  cells were transduced with STATS5 or control
luciferase shRNA and GFP co-encoding lentiviral vectors as previously described.!
Total RNA was isolated from sorted cord blood (CB) CD34*GFP* cells at day 5 post
transduction, using Trizol reagent following manufacturer’s instructions. Genome wide
expression analysis were performed on Affymetrix IVT3’ Human Gene U133 plus 2.0
arrays. Two independent transduction experiments with two independent lots of
CD34*CD38 HSPC were performed and used for microarray screening. Data were
analyzed using expression console software and common targets in the two
independent experiments were selected for, considering targets with a p value below
0.1. They were ordered according to fold change (FC) of sShSTAT5- as compared to
shCtrl-expressing cells; only the most down-regulated targets, i.e. with FC below -1.7

are shown. Gene Expression Omnibus (GEO) number is GSE97552.

Expr p-value | Expr Fold Change Gene ID Symbol Gene Name
5.53E-02 -1.707 558 AXL AXL receptor tyrosine kinase
3.95E-02 -1.713 7164 TPD52L1 |tumor protein D52-like 1
1.71E-02 -1.730 116832 RPL39L ribosomal protein L39 like
8.85E-02 -1.753 10978 CLP1 cleavage and polyadenylation factor | subunit 1
7.76E-02 -1.788 6489 ST8SIA1 |ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1
8.52E-04 -1.794 10457 GPNMB [glycoprotein nmb
3.55E-02 -1.801 346653 FAM71F2 [family with sequence similarity 71 member F2
1.88E-02 -1.813 10186 LHFP lipoma HMGIC fusion partner
3.59E-02 -1.833 157574 FBXO16 |F-box protein 16
7.51E-02 -1.838 27240 SIT1 signaling threshold regulating transmembrane adaptor 1
7.18E-03 -1.840 51506 UFC1 ubiquitin-fold modifier conjugating enzyme 1
6.42E-03 -1.860 7180 CRISP2 cysteine rich secretory protein 2
8.61E-02 -1.889 1776 DNASE1L3 |deoxyribonuclease 1 like 3
1.97E-03 -1.907 332 BIRC5S baculoviral IAP repeat containing 5
2.90E-02 -1.928 4852 NPY neuropeptide Y
4.76E-02 -1.929 285362 SUMF1 |sulfatase modifying factor 1
5.51E-03 -1.935 55041 PLEKHB2 |pleckstrin homology domain containing B2
4.40E-02 -1.946 64860 ARMCX5 |armadillo repeat containing, X-linked 5
5.27E-02 -1.950 3198 HOXA1 homeobox Al
2.23E-02 -2.073 84144 SYDE2 synapse defective Rho GTPase homolog 2
3.91E-02 -2.079 5450 POU2AF1 |POU class 2 associating factor 1
2.29E-02 -2.089 170482 CLECAC |C-type lectin domain family 4 member C
1.36E-02 -2.246 4692 NDN necdin, MAGE family member
3.39E-03 -2.509 6776 STAT5A  |signal transducer and activator of transcription 5A
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SUPPLEMENTAL FIGURES
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Figure S1. Stromal cells protect FLT3-ITD AML cells from apoptosis upon TKI
treatment

MOLM-13 or MOLM-14 FLT3-ITD AML cells were cultured for 48 hours in the
absence (Vehicle) or presence of AC220 (3 nM) and in the absence (None) or
presence of stromal cell lines (OP9 or MS5), as indicated. Apoptosis was assessed
by Annexin V/DAPI labeling and flow cytometry analysis. Data are expressed as
mean £ SEM, n = 3; *, p < 0.05; **, p < 0.01; **, p < 0.001; NS, non-significant.
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Figure S2. STAT5 up-regulates AXL expression in human HSPCs

CD34" CB cells were transduced without (-) or with control luciferase (shCtrl) or STATS5
(shSTATS5) shRNA encoding lentiviral vectors, and were collected 5 days later. (A) RT-
gPCR analysis of AXL mRNA in the indicated cells. Results are normalized to GAPDH
expression, and expressed relative to untransduced cells (n=3). (B) Immunoblot
analysis of the indicated proteins in the indicated cells. 3 actin is used as a loading

control.
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Figure S3. AXL activity contributes to FLT3-ITD AML cell survival

FLT3-ITD AML cell lines MV4-11, MOLM-13 and MOLM-14 were treated in the
absence or presence of (A) AC220 or (B) R428 at increasing doses for 48 hours.
Apoptosis was then assessed by Annexin V/DAPI labeling and flow cytometry analysis.
Data are expressed as mean + SEM, n = 3; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS,

non-significant.
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Figure S4. Transduction of stromal cells with GAS6 shRNA-encoding lentiviral
vectors inhibits GAS6 expression

Human stromal OP9 cells were either untreated (UT) or transduced with GAS6
(shGAS6-1, shGAS6-2) or scramble (shCtrl) shRNA encoding lentiviral vector and
collected 14 days later. Protein expression was assessed by immunoblot analysis. 3

actin serves as a loading control.
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Figure S5. STAT5-activating cytokines enhance AXL expression and STATS5
binding to AXL gene sequence

(A) Human cord blood (CB) CD34" cells were incubated in absence of the four-
exogenous cytokines/growth factors cocktail for 18 hr before being incubated for 8 hr
in the absence (-) or presence of TPO (20 nM), IL-3 (50 ng/ml) or FLT3 ligand (FLT3L,
100 ng/ml) and lysed. Immunoblot analysis of the indicated proteins; HSP60 serves as
a loading control. (B) UT7-mpl cells were growth-factor deprived for 18 hr before being
incubated in the absence (-) or presence of TPO (20 nM) for 1 hr (T1n). Cells were lysed
and oligonucleotide (ON) pulldown assays were performed with biotinylated-AXL
(ONaxL) or -consensus (ONc) SRE from IRF1 promoter sequence. ON-bound and -
unbound (flowthrough) proteins were analyzed by immunoblotting using the indicated

antibodies. B actin is used as a loading control.
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Figure S6. Loss of AXL does not impair leukemia cell growth upon sub-
cutaneous injection

(A) MV4-11 AML cells were transduced with shCtrl or shAXL encoding lentiviral vector.
Cells were maintained in culture for 7 days before being sorted for GFP expression
and lysed. Proteins were analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. 3
actin serves as a loading control. (B) Weights of collected tumors from NSG mice
injected subcutaneously with the indicated shRNA transduced MV4-11 cells. Upon
leukemia cell injection, tumors grew and when tumor volume were about 400-500 mm?,
half of mice were treated with AC220 (5mg/kg/day) until total tumor regression.
Secondary tumors (relapse tumors) reappeared upon AC220 discontinuation. For
primary tumors, animals were maintained until ~2 cm?2 tumor volume before necropsy
(n=10). Secondary (relapse) tumors were collected at day 35 post AC220 treatment
stop (n=10). (C) Body weight was measured at the indicated time post injection of MV4-
11 shCitrl (circle) or MV4-11 shAXL (triangle) cells. AC220 (5 mg/kg/day) treatment
started at day 21 until day 35. Data reported are the mean £ SEM (n=40); *, p < 0.05;
** p <0.01; *** p <0.001; NS, non-significant.
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Figure S7. Engraftment of MV4-11 shCtrl and MV4-11 shAXL cells in mice
Quantification of photon flux bioluminescent signals from the whole body of the
indicated mice (n=40) at day 7 post sub-cutaneous injection of luciferase-labelled MV4-
11 shCtrl or MV4-11 shAXL cells. Ph stands for photon, s for second and sr for
steradian. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS, non-significant.
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Article 2

Dual inhibitor FLT3/AXL Gilteritinib enhances FLT3 inhibition-efficacy in the

specific context of the hematopoietic niche
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Praloran, Arnaud Villacreces, Amélie Guitart, Noél Milpied, Arnaud Pigneux, Isabelle
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Syntheése de I'article 2

Les mécanismes de régulation d’AXL démontrés précédemment suggérent que
les LIC FLT3-ITD, au sein de leur niche, ont tous les atouts pour exploiter les propriétés
pro-oncogéniques de ce RTK. L’inhibition concomitante d’AXL et de FLT3 pourrait
donc permettre d’atteindre ces cellules et d’améliorer l'efficacité des FLT3-ITK. Trois
stratégies pourraient étre imaginées : associer un FLT3-ITK & un AXL-leurre visant a
dépléter en GASG, associer un FLT3-ITK a un anticorps monoclonal anti-AXL et enfin
utiliser un double inhibiteur FLT3/AXL.

La firme Astellas Pharma Inc. a développé un double inhibiteur, le gilteritinib, et
nous avons obtenu un accord type « Material Transfert Agreement » avec ce

laboratoire afin d’explorer 'efficacité de ce FLT3/AXL ITK dans nos modeles.

Nous avons démontré qu’a des doses permettant une apoptose-induite similaire
au quizartinib en condition de culture classique (O2 21% et absence de stroma), le
gilteritinib permettait d’'obtenir une apoptose nettement supérieure lorsque les cellules
leucémiques étaient cultivées en condition de culture approchant les conditions de la
niche hématopoiétique (O2 1% et co-culture stromale) (Figure 1). Des résultats
comparables ont été obtenus avec la lignée MOLM13.

Ces niveaux d’apoptose ont pu étre mis en relation avec les niveaux de
phosphoryation d’AXL obtenus avec 'ASP2215 en comparaison a I'AC220, dans les
différentes conditions de culture, classique ou stroma+hypoxie (Figure 2 sur les
MOLM-14, des résultats similaires sont observés dans les MV4-11). L'ensemble des

voies de signalisation seront présentées.

Nous avons démontré dans l'article 1 que le « knock-down » d’AXL dans la
lignée MV4-11 permettait d’obtenir une réponse au quizartinib plus importante lorsque
les cellules étaient dans leur microenvironnement médullaire. Nous avons donc voulu
tester la possibilité que le gilteritinib soit plus efficace qu'un FLT3-ITK spécifique du
FLT3 tel que le quizartinib. Au vu des effets « off-target » obtenus avec ces ITK, quels
qu’ils soient, nous avons, dans un premier temps, réalisé des greffes hétérotopiques,
sous-cutanées, de MV4-11 dans un modele murin de souris immunodéprimées. Nous
avons alors testé trois doses de gilteritinib contre la dose de 5 mg/kg/jour utilisée avec
le quizartinib. Nous avons déterminé que la dose pour obtenir une réponse similaire

en greffe hétérotopique avec le gilteritinib était de 30 mg/kg/jour (Figure 3A). Nous

159



avons alors réalisé de nouvelles greffes avec « homing » médullaire et testé ces deux
doses d’ITK. Nous avons démontré que le gilteritinib a 30 mg/kg/jour, qui permet une
réduction du volume de tumeurs sous-cutanées similaire a 5 mg/kg/jour de quizartinib,

était nettement plus efficace dans ce contexte spécifique (Figure 3B).

Ces résultats, superposables a ceux obtenus avec la lignée MV4-11 « shAXL »
nous encouragent a penser que le gilteritinib permettra probablement d’atteindre une
fraction de cellules leucémiques nichées au sein de son microenvironnement. Cette
localisation leur permet de résister au quizartinib grace a une régulation positive d’AXL

microenvironnement-dépendante.
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Figure 1. Dual inhibition FLT3/AXL allows higher apoptotsis level in FLT3-ITD

AML cells specifically co-culture with stromal cells and hypoxia

(A) MV4-11 and (B) MOLM-14 cells were co-cultured in the absence (No stroma) or
presence (MS5) of stromal cells for 24 hrs then treated in normoxia (21%) or hypoxia
(1%) in the absence (Vehicle) or presence of AC220 (3 nM) or ASP2215 (100 nM) for
48 hrs. Cell apoptosis was determined by Annexin V/DAPI labeling followed by flow
cytometry analysis. Graphs show the mean + SEM of results of at least three
independent experiments with *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001; NS, non-

significant.
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Figure 2. AXL and AKT phosphorylation levels are correlated with FLT3-TKI

induced-apoptotsis

MOLM14 cells were incubated in the absence (Vehicle) or presence of AC220 (3 nM),
ASP2215 (20 nm and 100 nM), in normoxia (21%) or hypoxia (1%) without (no stroma)
or with stromal cells (MS5) for 4 hrs. Immunoblot analysis of the indicated protein,

actin serves as a loading control.
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Figure 3. FLT3-ITD AML cell sensitivity to dual FLT3/AXL TKI is particularly

unveiled in the hematopoietic niche context

(A) MV4-11 cells were subcutaneously injected into the limbs of NSG mice at day O
and treated or not with AC220 or ASP2215, as indicated. Tumor volume was measured
at the indicated days (mean + SEM, n=40 tumors). (B) MV4-11-Luc were injected at
day 0 (108 cells/mouse) in the retro orbital sinus vein of busulfan-pretreated female
mice. At day 7, animals were subjected to bioluminescent imaging to verify engraftment
(left panel). Mice were then treated or not with AC220 (5 mg/kg) or ASP2215 (30
mg/kg) from day 8 to day 14, and response has been evaluated at day 14 after one
week of treatment (right panel) (n=45 mice). Ph indicates photon, s indicates second

and sr indicates steradian. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS, non-significant.
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Therapeutic activity of anti-AXL antibody in AML
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Guitart, Noél Milpied, Arnaud Pigneux, Vanessa Desplat, Bruno Robert, Jean-Max

Pasquet, Isabelle Vigon
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Synthése de I'article 3

Nous avons enfin testé un anticorps monoclonal anti-AXL, développé par le Dr
B. Robert (Equipe « Equipe Criblage fonctionnel et ciblage du cancer », Institut de
Recherche en Cancérologie de Montpellier, Montpellier, France), précédemment
validé dans trois modeles précliniques : le cancer du pancréas, le cancer du sein et la
LMC.

Nous avons préalablement démontré, sur cellules de LAM primaires, que
I'anticorps permettait une internalisation et une dégradation du récepteur, identique a
I'effet observé dans les tumeurs solides (Figure A et B). Néanmoins, 'association avec
le quizartinib sur des MV4-11 in vitro n’a pas permis de reproduire les résultats
observés avec le R428. Nous avons alors constaté, en cytométrie en flux et en
immuno-histofluorescence, qu’AXL était majoritairement localisé en intra-cellulaire
dans la lignée FLT3-ITD MV4-11, alors qu'il était majoritairement a la surface dans la
lignée FLT3-WT OCI-AML3 (Figure C).

Nous avons émis I'’hypothése que cette localisation intra-cellulaire était en lien
avec la localisation du récepteur FLT3-ITD, dont la rétention dans le réticulum
endoplasmique est connue. Néanmoins, nous n’avons pas réussi a démontrer
linteraction FLT3-AXL par co-immunoprécipitation, démonstration réalisée avec

succes dans les travaux de Park et al.36?

Nous avons cependant démontré qu’en présence de lignées de cellules
stromales ou lors d’une exposition a une chimiothérapie conventionnelle (cytarabine),
les cellules MV4-11 présentaient deux fois plus d’AXL a leur surface. L’hypoxie ne

modifiait pas la localisation d’AXL (Figure D).

Dans ce contexte nous avons réalisé des expérimentations in vivo et avons
démontré, dans un modele de MV4-11 avec prise de greffe hématopoiétique, que
I'association d’'un anticorps anti-AXL (200 pg x 3/semaine en intra-péritonéal) avec du
quizartinib 5 mg/kg/jour permettait un ratio de réponse de 4,8 en moyenne versus 2,4

lorsque le quizartinib 5 mg/kg/jour était associé a une solution saline (Figures E).

Parallelement nous avons réalisé des expérimentations ex vivo et nos résultats
semblent montrer, sur des blastes primaires de patients FLT3-ITD et WT, que

I'association d’anticorps anti-AXL et de cytarabine permettrait une meilleure réponse
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que l'aracytine seule. Le D9 en monothérapie semble particulierement efficace dans
les LAM FLT3-WT, alors que son effet apparait intéressant en association avec
I'aracytine dans le cadre des LAM FLT3-ITD. Nous pensons gque cette constatation est
reliée a la modification de la localisation sub cellulaire du récepteur dans les LAM
FLT3-ITD qui serait plus présent en surface lorsqu’elles sont exposées a la
chimiothérapie comme démontré dans le figure D. Nous avons enfin réalisé une
expérimentation in vivo associant anticorps anti-AXL et cytarabine mais I'agressivité
de la LAM développée a entrainé une mort extrémement rapide des souris qui ne nous

a pas permis de mettre en évidence une éventuelle différence.

Ces résultats montrent que la localisation d’AXL est susceptible d’étre modifiée
par son microenvironnement et par les chimiothérapies, permettant d’envisager de
poursuivre ces travaux afin de mieux définir la pertinence de cette stratégie

thérapeutique basée sur un anticorps monoclonal.
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Figure : D9 monoclonal anti-AXL antibody allows AXL internalization and
degradation, then a proapoptotic effect in monotherapy and at least an additive

effect with cytarabine in primary AML blasts

(A) Primary AML FLT3-WT AML blasts were fixed and permeabilized before (left
panel) or after incubation with D9 (200 pg/ml) for 1hr, then analyzed by anti-
AXL immunofluorescence

(B) Primary AML FLT3-WT AML blasts were surface labeled or fixed and
permabilized, before (top panel) or after incubation with D9 (200 pg/ml) for 1hr,
then analyzed by anti-AXL flow cytometry

(C) MV4-11 (FLT3-WT) and OCI-AML3 (FLT3-ITD) AMI cell lines were fixed without
(left panel) or after permabilization (right panel) then analyzed by anti-AXL
immunofluorescence

(D) MV4-11 cells were co-cultured in the absence (no stroma) or presence (OP9)
of stromal cells for 24 hrs then treated in normoxia (21%) or hypoxia (1%) in
the absence (Vehicle) or presence of Cytarabine (2 uM) for 48 hrs, then
analyzed by anti-AXL flow cytometry

(E) MV4-11-Luc were injected at day 0 (10° cells/mouse) in the retro orbital sinus
vein of busulfan-pretreated female mice. Mice were then treated with AC220 (5
mg/kg) without (left panel) or with (right panel) D9 monoclonal anti-AXL
antibody (200 pg x 3/week) from day 8 to day 14. At day 7, animals were
subjected to bioluminescent imaging to verify engraftment, then at day 15 after
one week of treatment (n=20 mice). Ph indicates photon, s indicates second
and sr indicates steradian

(F) Primary AML FLT3-WT AML blasts (left panel) and FLT3-ITD AML blasts (right
panel) were co-cultured with MS5 stromal cells for 24 hrs before treatment in
the absence (Vehicle) or presence of Cytarabine (2 uM), D9 (200 pg/ml) or both
for 48 hrs, then analyzed by anti-AXL flow cytometry. Cell apoptosis was
determined by Annexin V/DAPI labeling followed by flow cytometry analysis.
Graphs show the mean + SEM of results of at least three independent

experiments with *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS, non-significant
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DISCUSSION

Les leucémies aigués myéloblastiques sont des hémopathies malignes de
mauvais pronostic qui nécessitent d’envisager des stratégies thérapeutiques au-dela

des associations de chimiothérapies conventionnelles.*

Les mutations de type FLT3-ITD sont fréquentes, de mauvais pronostic,
tardives dans le processus de leucémogenése, corrélées aux cytogénétiques de
pronostic intermédiaire, aux mutations de DNMT3A et de NPML1, responsables d’un
phénotype fréquemment hyperleucoycytaire, et associées aux sous-types de LAM

sans maturation, avec maturation et myélomonocytaires de la classification FAB.53

Sur un plan conformationnel, ces mutations entrainent une perte de la
conformation auto-inhibitrice et une dimérisation ligand-indépendante du RTK. Cette
activation déclenche les voies PI3K/AKT, anti-apoptotique et MAPK, pro-proliférative.
Par ailleurs, la rétention du FLT3 muté au niveau du réticulum endoplasmique entraine
une activation de STAT5, JAK-indépendante, participant aux mécanismes anti-

apoptotiques et au blocage de différenciation des cellules leucémiques.'®?

Sur un plan cellulaire, ces mutations entrainent des perturbations des réactifs
dérivés de I'O2 qui induisent des cassures doubles-brins de ’ADN.36 Leur association
aux mutations de DNMT3A est de pronostic particulierement sombre, probablement
du fait d’'un défaut de détection de ces dommages a I’ADN.% Les mutations FLT3-ITD
induisent I'expression de récepteurs de la superfamille des TNF et une régulation

positive de la sous-unité a du récepteur a I'lL-3.274

Une fraction de cellules FLT3-ITD présente des capacités de « Leukemic
Initiating Cell » puisqu’elles sont présentes a la rechute dans 75 a 90% des cas. Cette
mutation est considérée comme une cible thérapeutique pertinente : des preuves de
'addiction de la cellule cancéreuse a cet oncogene ont été apportées, relatives a la
perte de leur allele sauvage et au développement de mutations de résistance
spécifiques aux ITK.1%8 Un point reste en suspens : I'expression protéique du RTK
FLT3 muté dans la fraction la plus souche des cellules leucémiques, pour lequel il

existe des données contradictoires.
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Différents FLT3-ITK ont été utilisés, majoritairement des inhibiteurs multi-kinase
issus de repositionnement de médicaments mais I'un d’entre eux, le quizartinib a été
spécifiguement créé comme inhibiteur du FLT3. L’ensemble de ces FL3-ITK se heurte,
en monothérapie ou en association, a des mécanismes de résistance variés. Une
grande part de ces mécanismes de résistance sont récepteur-indépendants, non
seulement chez les patients réfractaires primaires, mais aussi chez ceux qui évoluent
sous traitement. Chez ces derniers, la part des mécanismes de résistance
indépendants de mutations au sein du TKD2 a longtemps été sous-évaluée. lIs sont
pourtant fréquents et assurent le maintien d’une signalisation oncogénique lorsque

'oncogéne prépondérant est inhibé, par un FLT3-ITK par exemple.?*®

Les cellules leucémiques les plus souches, responsables des rechutes
plusieurs mois ou années apres les traitements initiaux sont nichées dans un
microenvironnement sanctuaire que nous pouvons simplifier a trois composantes aux
fonctions intriquées : cellulaire, cytokiniqgue et hypoxique. Ces caractéristiques,
participant physiologiquement au maintien d’'une hématopoiése normale, sont aussi
exploitées par les LIC pour maintenir une hématopoiese leucémique et résister aux

traitements.

Dans le cadre de cette résistance des LIC aux chimiothérapies, le réle du
microenvironnement semble particulierement important lorsque les LAM FLT3-ITD

sont exposées aux FLT3-ITK, notamment au quizartinib.?°”

L’étude du rbéle d’AXL dans ce mécanisme spécifique nous a semblé
particulierement pertinent car ce RTK est impliqué dans la résistance aux traitements
de nombreux cancers. Ce point est appuyé par une littérature abondante sur le sujet :
AXL active des mécanismes de « bypass signaling » indépendamment de toute
mutation. La régulation de I'expression d’AXL a été étudiée dans plusieurs modéles
mais peu de données existent sur les messages extra-cellulaires susceptibles

d’augmenter son expression.

L’expression HIF1a-dépendante d’AXL est connue dans les cellules
endothéliales,??® de cancer du rein,3?® et de cancer de prostate,3° et appuyée par la
présence de 6 séquences « HIF-responsive Element » dans son promoteur. Par

ailleurs, certaines données du laboratoire tendraient a prouver que I'hypoxie
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allongerait la demi-vie de la protéine d’AXL, alors que celle du FLT3, WT ou ITD, est

connue pour étre raccourcie.3%®

En aval, AXL active les voies PI3K/AKT et MAPK, susceptibles d’assurer la
signalisation du FLT3-ITD lorsque celui-ci est inhibé ou absent. Enfin, I'activation
d’AXL semble maximale lorsque les cellules environnantes présentent des PtdSer a
leur surface. L’activité d’AXL est donc décuplée lorsque les cellules environnantes
entrent en apoptose. Ce mécanisme est particulierement intéressant pour les LIC
FLT3-ITD qui pourraient devenir d’autant plus résistantes aux FLT3-ITK que les

cellules FLT3-ITD périphériques entrent en apoptose induite par I'l'TK.

Le premier objectif de mon travail de doctorat testait I'hypothése que la
protection spécifique du microenvironnement contre les effets du quizartinib pouvait

étre, au moins en partie, due a ce RTK particulier.

Nous avons démontré dans un premier temps que la protection médiée par le
stroma était associée a un maintien de la phosphorylation de STATS5, et que ce dernier
entrainait une régulation positive de la transcription d’AXL grace a une séquence
« STATS responsive Element » SRE située au sein de I'un de ses introns. Par ailleurs,
nous avons démontré que les cytokines activatrices de STAT5 induisaient une
activation directe du récepteur, indépendante de la présence de son ligand. Dans ce
cadre, le réle de la Src kinase LYN pourrait étre évoqué. Son réle au sein d’un
signalosome impliquant les récepteurs a I'lL-3, au GM-CSF,3%° et a la TPO,*® a déja
été démontré, ainsi qu’'au sein d’un signalosome impliquant AXL.??5 Les mécanismes

de phosphorylation impliqués sont pour 'instant inconnus.

L’IL-3 est une cytokine jouant un rdle dans la prolifération des progéniteurs
hématopoiétiques myéloides et lymphoides, particulierement en association avec le
FLT3-ligand, au moins in vitro. Son récepteur a été suggéré comme marqueur de
LIC,%" et son expression par les blastes de LAM est corrélée a un mauvais pronostic.3%
Il est particulierement surexprimé sur les blastes de LAM FLT3-ITD.?°® Nos données
démontrent que cette cytokine permet de maintenir une activation de STAT5 dans
différents modéles de cellules hématopoiétiques normales ou leucémiques. Nous
démontrons aussi qu’elle induit une surexpression d’AXL STAT5-dépendante, telle
que celle que I'on observe lorsque les cellules de LAM FLT3-ITD sont cultivées sur

différents stromas.
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Néanmoins, dans nos modeles d’études, in vitro ou in vivo, I'lL-3 ne peut étre
directement responsable de I'effet observé puisque I'lL-3 est une cytokine spécifique
d’espéce. Si les lignées stromales murines sécretent de I'lL-3, celle-ci ne peut pas
activer le récepteur humain correspondant des cellules de LAM humaines. D’autres
données, non présentes dans les articles en cours, nous ont permis de démontrer que
'ajout d’IL-3 humaine a une co-culture de cellules de LAM FLT3-ITD humaines et de
cellules stromales murines permet d’augmenter le niveau de protection versus le
FLT3-ITK, de maniére particulierement soutenue sur stroma et en condition de basse
pression en Oz2.

D’autres cytokines activatrices de STAT5 peuvent néanmoins étre évoquées
pour expliquer cet effet, entre autres la TPO. Contrairement a I'lL-3, cette derniére est
indispensable au maintien d’'une hématopoiese normale et au maintien des CSH. Elle
est sécrétée localement par les CSM et les mégacaryocytes. Elle a par ailleurs été
impliquée dans la stabilisation de HIF1a indépendamment de toute condition
hypoxique.?®® Son récepteur MPL est frequemment exprimé par les blastes de LAM et
son réle pro-prolifératif a été démontré dans certaines LAM.?%” D’autres données, non
présentes dans les articles en cours, nous ont permis de démontrer que I'ajout de TPO
humaine a une co-culture de cellules de LAM FLT3-ITD humaines et de cellules
stromales murines ne modifiait pas la sensibilité au FLT3-ITK, probablement par la
redondance de I'ajout de cytokine humaine sur la co-culture stromale murine puisque

la TPO présente une spécificité croisée.

D’autres cytokines activatrices de STAT5 pourraient encore étre évoquées,
telles que le G-CSF, le SCF ou le PDGF qui exercent des réactivités croisées
humaines et murines. Nos expérimentations, conduites dans un modéle murin,
confirment nos données et suggerent la-aussi I'intervention de cytokines a réactivités
croisées. Ces réflexions rejoignent les concepts discutés en introduction, le
microenvironnement murin n’est pas le microenvironnement humain, ces modéles
d’étude ont forcément leurs limites. Il a d’ailleurs été démontré que le « knock-in » de
genes de cytokines humaines dans les loci correspondants de genes murins permettait
d’améliorer la prise de greffe des cellules de LAM, confirmant I'importance de cette

signalisation pour la cellule leucémique.?’?

Le réle de I'hypoxie dans la régulation d’AXL avait déja été démontré dans
d’autres modeles, nous avons confirmé que cet effet s’appliquait aussi aux cellules de
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LAM. En hypoxie, les cellules accumulent, classiquement, de hauts niveaux de HIF1a
et déclenchent un programme transcriptionnel spécifique. Les tissus « solides »
hypoxiques doivent déclencher des mécanismes d’adaptation impliquant des
mécanismes généraux : hyperventilation, augmentation de 'hémoglobine, et locaux :
néo-angiogenese, vasodilatation. Dans le cadre d’un tissu « liquide », tels que le tissu
hématopoiétique, la situation est différente. Les cellules « hypoxiques » peuvent
modifier leur localisation pour retrouver des niveaux d’O2 optimaux. De plus ces
cellules sont intrinséquement programmeées pour s’adapter aux modifications des
pressions en O2: les leucocytes naissent d’'une CSH qui est nichée dans un
environnement a 1% d’Oz, puis ils passent dans les vaisseaux dans lesquels le niveau
d’O2 varie entre 14% dans le systeme artériel et 5% dans le systeme veineux.
Lorsqu’ils sont requis dans un tissu, leur extravasation les améne dans un

environnement dans lequel les niveaux d’O2 sont a nouveau trés bas.

Dans le cas des LAM, il existe des données contradictoires sur le r6le de HIF1a.
Quoiqu’il en soit, en hypoxie, les cellules surexpriment le CXCR4,%! diminuent
I'expression de FLT3,31° et sécrétent plus d’IL-8. Cette derniére est une chimiokine
pro-inflammatoire qui agit comme facteur chemoattractant sur les CSM. Sa
surexpression est plus prononcée dans les blastes de LAM FLT3-ITD que WT et de
mauvais pronostic exclusivement dans le premier sous-groupe.®? Sur le plan
thérapeutique, les blastes en hypoxie rentrent en quiescence, expliquant leur
résistance a la cytarabine. D’autres mécanismes sont impliqués, entres autres
l'activation de la voie PI3K/AKT, anti-apoptotique. La surexpression d’AXL dans ce
modele n’avait jamais été démontrée et nous avons vu dans l'introduction que les LAM
présentant de hauts niveaux de GAS6 ont aussi de hauts niveaux de CXCR4, aucun
travail n’a exploré les intrications de ces deux voies dans les conditions du

microenvironnement médullaire.

A I'issue de sa régulation positive par les cytokines activatrices de STAT5 et les
basses pressions en Oz, AXL doit étre activé par son ligand. Cinq ligands putatifs
pourraient étre impliqués mais seuls deux ont démontré leur capacité a activer ce
RTK : GAS6 et TULPL. Le rOle de ce dernier dans les LAM est inconnu, son expression
par les cellules leucémiques est faible, ne préjugeant néanmoins pas de son niveau
d’expression dans la niche hématopoiétique puisqu’il pourrait étre sécrété par les CSM

ou les cellules endothéliales. La GAL3, ligand prouvé de MERTK, a été impliqguée dans
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les LAM en tant que facteur pronostique péjoratif,3*® néanmoins la pluralité des
mécanismes dans lesquels sont impliqués ces molécules ne permet pas d’émettre
d’hypothése solide lui conférant un réle particulier a travers AXL. Ce point mériterait
néanmoins d’étre exploré, la lignée stromale OP9 sécréte, par exemple, de trés haut
niveaux de GAL3.

Quoiqu’il en soit, la signalisation d’AXL GAS6-dépendante est fortement
impliquée dans la résistance des LAM aux chimiothérapies. Ce point avait été
démontré grace aux AXL-leurres dans la sensibilisation des cellules de LAM FLT3-WT
et -ITD en monothérapie, ou en association avec de la cytarabine. Nous I'avons
démontré en utilisant une dose minimale efficace de quizartinib pour diminuer au
maximum le risque que l'effet observé soit « off-target ». Au-dela des AXL-leurres,
nous avons utilisé d’autres techniques d’inhibition d’AXL, incluant des stratégies de

« knock-down » du ligand dans les cellules stromales et un AXL-ITK, le R428.

Pour notre démonstration in vivo, nous avons souhaité utiliser une stratégie
d’invalidation génique afin de se prémunir des effets « off-target » des ITK dans un
modele dans lequel on ne peut pas contrdler la concentration a laquelle est exposée
la cellule leucémique, particulierement au sein de la niche hématopoiétique. En
associant cette stratégie d’invalidation génétique d’AXL a une dose de quizartinib
connue pour inhiber le FLT3 in vivo, nous avons pu mettre en évidence un effet pro-
apoptotique plus élevé en absence d‘AXL qu’en sa présence. Cette démonstration

n’avait jamais été faite ni avec une invalidation génétique, ni avec du quizartinib.

Au-dela de ce travail de recherche fondamentale sur I'implication d’AXL dans la
résistance des LAM FLT3-ITD au quizartinib, nous avons poursuivi nos travaux avec
deux stratégies d’inhibition d’AXL innnovantes: le double inhibiteur FLT3/AXL
gilteritinib et un anticorps monoclonal anti-AXL.

Le second article de ce doctorat, en cours de rédaction et nécessitant de
renouveler certaines expérimentations, a démontré que le gilteritinib permettait une
apoptose-induite supérieure au quizartinib dans des conditions de culture in vitro
reproduisant des caractéristiques, certes caricaturales, du microenvironnement
médullaire : CSM, cytokines et hypoxie. Par ailleurs, I'utilisation de doses permettant
un effet superposable dans un modéle de LAM FLT3-ITD hétérotopique, nous a permis
de démontrer la plus grande efficacité du gilteritinib dans un modéle de LAM FLT3-ITD
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plus physiologique, avec prise de greffe hématopoiétique. Ces résultats reproduisent
donc le profil de sensibilité observé dans le premier article aprés « knock-down »
d’AXL dans les cellules de LAM FLT3-ITD.

Enfin, le troisieme article, qui nécessite de poursuivre les expérimentations ex
vivo sur cellules primaires de patients LAM, nous a permis de démontrer des
modifications de la localisation sub-cellulaire d’AXL en fonction du statut WT ou ITD
du FLT3, de I'exposition aux chimiothérapies ou de co-cultures stromales. Nous avons
démontré que la modification de cette localisation a la surface était un préalable a
I'efficacité du traitement par anticorps anti-AXL ex vivo et que cette stratégie était
applicable non seulement en association aux FLT3-ITK dans les LAM FLT3-ITD mais

aussi en association avec la cytarabine indépendamment du statut FLT3 de la LAM.
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CONCLUSION

Nos données ont permis de démontrer qu’AXL joue un rdle pivot dans la
résistance des LAM FLT3-ITD aux FLT3-ITK par une convergence de signaux
dépendants du microenvironnement medullaire. lls aboutissent a sa surexpression et

a son activation.

Ces résultats suggérent que la double inhibition AXL/FLT3 permettra une
meilleure efficacité que la simple inhibition de ce dernier. Ces mécanismes de
régulation d’AXL ne semblent pas étre spécifiques du statut FLT3-ITD de la LAM
puisqu’ils ont été observés dans des cellules de LAM FLT3-WT et dans des

progéniteurs hématopoiétiques normaux.

AXL semble donc étre une cible thérapeutique prometteuse pour participer a
I'éradication des LIC au sein de leur microenvironnement, en association a différentes
stratégies, conventionnelles ou ciblées. Au-dela, la régulation transcriptionnelle d’AXL
par STAT5 est une nouvelle voie de recherche dans d’autres modéles tumoraux tels
gue les cancers du sein et de la prostate dans lesquels ce facteur de transcription est

aussi activé.

Ces travaux permettent donc d’envisager I'étude du réle d’AXL dans la
résistance des LIC aux chimiothérapies conventionelles, independamment de la
mutation du FLT3. Une étude va par ailleurs prochainement débuter a Bordeaux visant
a étudier, ex vivo sur prélevements frais, I'expression d’AXL dans la fraction la plus
primitive des blastes de patients atteints de LAM au diagnostic. Cette étude vise a
mesurer I'amplitude de cette surexpression dans les LIC de LAM et tenter de la
rapporter aux différents sous-groupes moléculaires, notamment en regard des

modificateurs épigénétiques.
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Figure 14 : Représentation schématique des principaux messages issus des
travaux de ce doctorat. La présence de stroma €, permet I'activation d’AXL grace a la
sécrétion de son ligand GAS6 @. Les voies d’aval d’AXL participent aux mécanismes anti-
apoptotiques médiés par le stroma en présence d’'un FLT3-ITK (AC220). Par ailleurs, certaines
cytokines @ permettent, malgré la présence d’AC220, de maintenir une signalisation STAT5-
dépendante @ qui entraine une surexpresion d’AXL @ et son activation @ par I'intermédiaire
d’'un mécanisme non élucidé. Ce phénoméne de surexpression protéique est amplifié en

condition hypoxique @.
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ANNEXE

Niveaux d’expression de TULP1 et de TUBBY dans différents modeéles de
cancers selon les données du TCGA.*°

Niveau d’expression de TULP1

Niveau d’expression de TUBBY

~
0
¢
LAM - '
. ® . e .
. 5.9 e .
o - ¢ . I ;
B - n ; :
- :. . ‘L
-~ :
L4 [ 5 . ‘: ;l { o
“ ° J [* ’ -‘!_
‘ b o & ¥ » '. X .;:_: ,,:. ] ¢
3 B o la Y | ¥ R g
2 wi ;:.usa“»..s m L > & >
1 e L9 &, <,
OO% %4‘ %%’% %:% o % %y, %, Q%,“’ ”of%,%%‘s% %, “bq‘x %, %%,,O %%
N e r,’) % /» . 07 /b%, /,%"fo"% PCRANNEY
Q? Q‘i (2‘v C‘OQV QY%O‘ /). (= % o %{ C‘qj /,\o % r,v&\ (PN //~ % q%) /) C
%%y O"h»/ "0% % %7 % OV,Q’/ R Qr %,
, @, / )OO 7 O Yy
O"‘b N %
4
i - - i ¢ : " » °
0 S {- »
s °
: v - st
: * : o ¢
‘ e 12R"° .8
.. N . . ..
* ; : 4 : . o.
s o . j
K
s o
2 = -
¢ <, %, © 4 ¢ Py
Y 0 S S o, BT b b 0 e T e e 8 %, B S By
(‘q/’o&o OQV //,\o O ‘foq;/,\o ')%"o C‘Q? %{)/)OO %/”'%,)0, % 7 44‘ /,Ooo . Q’ %O\S\ A /)‘o . )"o‘v ,’oo/'\c‘ 1
' N\ 3
v Y on// @, Y, /»Q:v, f"oqy@h; c‘%v, OQ’C‘ S, C‘Q?/G,,/ T N )ooqov,% ':Q,"/ : %, %
/] v 9,)0 /}oo 7 ooqj
Sy %

208



TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION...ciicittrieeerisrenssnessssessssnesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssaes 17
I.  Les Leucémies AigUES MYEIODIaStiqQUES...cccccrreeeeeeiiiiccrrneerreeeesscccsnnneeeeessssecsssnnnenenes 17
A. GENEIAIILES.....c.eeeeeeeeee ettt b ettt s bt e st et et et e seebeebeseennan 17
1. ASPECtS EPIdEMIOIOGIGUES. ....c.eeuiieiirieiiieiereeieete ettt ettt 17
2. ASPECES IAGNOSHGUES ......cueemieiiriiiertertetetetee ettt ettt se et be e nes 18
3. ASPECES tNErAPEULIGUES .....ceeevieeeeiecteetec ettt ettt sttt et be et sre e b e steena e besanenes 18
a. FaCLEUIS PrONOSHIGUES. ......coueieiiieieietisieesieeste st ste sttt sesaesesse e sse e ssenessenens 18

b. Chimiothérapie d'INAUCHION ........ccooieieeee s 21

C. Stratégies de POSE-TEMISSION .......c.cccirieirieirieireeree et 22

d. Stratégies de traitements NON-INtENSIFS..........ccveireiniineeee s 23

B. ClassificatioNS AES LAM........coviiieieieeeeeeste ettt sttt be e naas 25
1. Caractérisation CYLOIOGIQUE .......ccecvevieeiieeeticteesteste ettt te et s re et beeaesteeraeresreennens 25
2. Caracterisation CYIOgENELIGQUE .........cerviirieririiieiereeierieitsee sttt seeneas 25
3. Caractérisation MOIECUIAINE..........cevuerieieeieeee et re s 26
C. PhYIOGENIE AES LAM ...ttt 32
1. Cellule SOUCNE CANCETBUSE ......ccueeeueeiieiieieeteeieste sttt sttt be st saas 32
2. HEmatopOoiese Pré-IEUCEMIGUE .......ccoueiveeeiecieereeieste ettt sttt et te et be e e besreeanas 33
3. EVOIULION CIONAIE ...ttt 36
D. Le récepteur tyrosine kinase Fms-like tyrosine Kinase 3..........cccccoveeveveevieeeeeenenennens 43
1. ROle du FLT3 dans 'lhématopoi€se NOrmale ...........cccooeeeeeeeeeiiiceececeeece e 43
2. ROle du FLT3 dansS 185 LAM......c.ooiiiieeieeeeeteeese sttt sttt enas 47
a. Les mutations de type FLT3-1TD ..ot 48

i EVENEeMENt GENELIQUE ....cceeeeeeeeeeeeete ettt aas 48

ii. Conséquences conformationNElles............ccooevuevieieieeeieececeee e 48

iii. Conséquences sur la SigNaliSation ..........cccceeeeveieeieeiieeeee e e 49

iIV.  Prévalence dans (€S LAM ...t 51

V. Valeur PrONOSHIQUE ....cc.ocueeiiiieiete sttt ettt e e sae b e s teessesaessn e eesneennas 51

Vi.  Arbre PhylOgENELIQUE .......cc.eviieeieeieteeeeee ettt st se e eeen 52

b. Les mutations ponctuelles du FLT3 ...ttt 53

3. Inhibiteurs de tyrosine kinase dans les LAM FLT3 MULEES .......ccccocvveverveieenenennnn 54
a. Pertinence du ciblage thérapeutique des anomalies de type FLT3-ITD............ 54

b. Les différentes classes d’inhibiteurs de tyrosine Kinase..........ccccoecevvvieveieennns 56

209



i. Les FLT3-ITK de premi€re gENEration .........ccceeceveeeerieeeerieseeeeseeeesieseeese e 58

ii. LesFLT3-ITK de deuxi@me geNEratioN...........coeceveereeririenirenieenieesiee e 60

C. Les mécanismes de résistance aux FLT3-ITK ..o 64

i. Extrinseques a la cellule [EUCEMIQUE ........ccoveieieieieeeecree e 64

ii. Intrinséques a la cellule leUCEMIQUE..........coeverieieieieee s 65

II.  Microenvironnement MEAUIAITE ....cccceeiiiiiieiiiiiiieiiirrnee e ase s snees 70
A. Niche NEMALOPOTELIQUE........ecueeiiiteeieecteee ettt st resreeneas 70
1. CompoSante CEIUIAIIE. ........cccoviriieieieeee et 71
2. ComPOSANE SOIUDIE.......ceiieei e 74
3. COMPOSANLE NYPOXIQUE ....eceeirieeieiecteetecte ettt ettt te s te s te b sbe e e et e saeesbesteessenbesrnenes 74
B. NICNE TEUCEIMIQUE ...ttt ettt et e s be e e e beeaeentesrneneas 77
L. ROIE PEIMUSSIE ...ttt et s e b e st e e e e teeraensesteennens 77
@] (=3 oo o 11 ox (1 | ST PT 79

3. ROle protecteur et mécanismes de résistance extrinSEqUES ..........ccoeereereeriererienens 80
a. ROle des facteurs SOIUDIES ..o e 81

b. Role des interactions cellule-cellule et cellule-MEC..........cccooviveieieinininene 82

C. ROle des basses Pressions €N Oz ......c.ccviererirenienieieeeeneee e 83

. AXL et 1€S réCEPLEUIS TAM wuriiiiiiicccirenreetetiececessneeeeeeesssessssssnseesesssessssssnnsesssssassssssnssssenes 85
A. Fonctions physiologiques deS RTAM ..ot 85
Lo GANETAILES. ...ttt 85
2. ACHVALION dES RTAM...c.oiiiiieeeeee ettt sttt sb e st a e neesestesnas 87
a. Ligands canoniques et PULALIfS .......c.cooviveeeiicice e 87

. GASB B PROSI ...ttt sttt 87

i, TUBBY ©F TULPT ...ttt ettt st 88

. GAIBCHINE ...ttt b ettt ettt ae b e nnes 89

b. Voies de signalisation et conséquences de I'activation des RTAM.................... 90

3. ROIES UES RTAM ..ottt sttt sestesae b e te s e e e e eseeseesesseesees 93
a. IMMUNITE INNEE....c.eeiieiiiee ettt b et s 93

b. AULIES TONCHIONS ...ttt sttt sttt et be e naes 94

B. Fonctions physiopathologiques des RTAM en Oncologie..........ccoccevveeereneeieneneenen. 96
1. Biologie des RTAM dans les cellules tumorales..........ccocovireninieneneeeeeee e 96
2. Biologie d’AXL dans 1€S LAM ..ot 99

3. Stratégies d'iNNIbItIoN A’AXL ......oovieieeeceeee e 101

210



a. Inhibiteurs de tyrosine Kinase anti-AXL........cccccveieveieeceseeeere e 101

b. Les récepteurs-leurres anti-ligands............ccoeeeeerrineeneineseeeeeee e 102

C. LeS antiCOMPS ANTI-AXL ..c.vieieeieieeeeiese ettt et e sneensesneenees 103
OBUJIECTIFS o eeiiitteciiietteeerereeeteesneseseessssessessssessessssesssssssesssssssesssssssssssssssesesssssssesssssssesssssssens 104
RE S UL TAT S ciiitttieirieeeeierereeseereesssesseesssessessssssseessssssessssessesssssssssssssssesssssssesssssssessssessassssessennnne 105
ATTICIE L oottt e ettt e ettt e s e et e e e seeaateessasteeesaaseeeessasaaeessassaeessantaeessasaeessasaeessanes 106
AATTICIE 2 ettt ettt e et e e e ettt e s eeaateessaateeessaseteessasateessastaeessasaeessasaeessaraeessanes 158

F Y g (o2 [ ST TOPTRR 168
DISCUSSION uuiireeiirireeeiirirensiireensserressssessesssssssessssssssssssessssssssssssssssssasssssssssnsssssssssssssasssssssssnsss 174
CONCLUSION uuiiitteeirrireeertersssestesnssereesssseseessssesesssssesssssssesesssssesssssssssesssssssesssssssesssssssesssssssens 181
BIBLIOGRAPHIE ... citteeciiitreiiirieneierieessisressssissesnssessesnsssssesssssssssssssssasssssssssnsssssssssssssssssssssssnsss 183
ANNEXE . .t tteeiiiiteiiiriteeiirtreeetrienssisrtenssesstenssessessssessssssssssesssssssssnsssssssnsssssssssssssssnsssssssnsssssssnnss 208
TABLE DES MATIERES u.tttuiirtttiiirttenierereesierersssesressssessessssessessssessesssssssessssessessssssssssssssesnnss 209
LEXIQUE ... i iiiiiriiiriiiirrrrrrrssssesssssesesesssesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 212

211



LEXIQUE

Acronym Gene Function URL GeneCards Human Gene Database
ABL Proto- Protein tyrosine kinase involved in a variety of http://www.genecards.org/cqi-
ABL cellular processes, including cell division, bin/carddisp.pl?gene=ABL1&keywords=ABL
Oncogene 1 : . L
adhesion, differentiation, and response to stress
Members of this family play important roles in http://www.genecards.org/cqi-
ANGPT Angiopoietin angiogenesis, binds to an endothelial cell-specific | bin/carddisp.pl?gene=ANGPT1&keywords=A
tyrosine-protein kinase receptor NGPT
Transcription factor that recognizes and binds to http://www.genecards.org/cqi-
AP1 Jun Proto-Oncogene | the enhancer heptamer motif 5-TGA[CG]TCA-3 bin/carddisp.pl?gene=JUN&keywords=AP-1
cvelin Dependent Stabilizer of the tumor suppressor protein p53 as | http://www.genecards.org/cqi-
ARF y per it can interact with, and sequester, the E3 bin/carddisp.pl?gene=CDKN2A&keywords=A
Kinase Inhibitor 2A L -
ubiquitin-protein ligase MDM2 RF
Additional Sex Chromatin-binding protein required for normal http://www.genecards.org/cqi-
ASXL1 X determination of segment identity in the bin/carddisp.pl?gene=ASXL1&keywords=ASX
Combs Like 1 .
developing embryo L1
Additional Sex This gene encodes a member of a family of http://www.genecards.org/cqi-
ASXL2 ) epigenetic regulators that bind various histone- bin/carddisp.pl?gene=ASXL2&keywords=ASX
Combs Like 2 Iy
modifying enzymes L2
AXL Receptor The protein encoded by this gene is a member of | http://www.genecards.org/cgi-
AXL . P the Tyro3-AxI-Mer (TAM) receptor tyrosine kinase | bin/carddisp.pl?gene=AXL&keywords=AXL
Tyrosine Kinase subfamily
BCL2 Associated This protein positively regulates cell apoptosis by | http://www.genecards.org/cgi-
BAD Agonist Of Cell forming heterodimers with BCL-xL and BCL-2, bin/carddisp.pl?gene=BAD&keywords=BAD
Death and reversing their death repressor activity
BCL2. ADoDtosis This gene encodes an integral outer mitochondrial | http://www.genecards.org/cgi-
BCL2 Regullatopr P membrane protein that blocks the apoptotic death | bin/carddisp.pl?gene=BCL2&keywords=BCL2
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Regulate outer mitochondrial membrane channel

http://www.genecards.org/cqi-

BCLXL BCL2 Like 1 (VDAC) opening bin/carddisp.pl?gene=BCL2L1&keywords=BC
LXL
Interacting corepressor of BCL6, a POZ/zinc http://www.genecards.org/cqi-
BCOR BCL6 Corepressor finger transcription repressor that is required for bin/carddisp.pl?gene=BCOR&keywords=BCO
germinal center formation R
E3 ubiquitin-protein ligase which accepts ubiquitin | http://www.genecards.org/cqi-
CBL Cbl Proto-Oncogene | from specific E2 ubiquitin-conjugating enzymes bin/carddisp.pl?gene=CBL&keywords=CBL
promoting their degradation by the proteasome
Cbl Proto-Oncogene E3 ubiquitin-protein ligase which accepts ubiquitin | http://www.genecards.org/cgi-
CBLB B from specific E2 ubiquitin-conjugating enzymes bin/carddisp.pl?gene=CBLB&keywords=CBLB
promoting their degradation by the proteasome
C-C Motif _This chemokine, a member of the CC_ subfamily, h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
CCL1 Chemokine Ligand 1 | 'S secreted by activated T cells and displays bin/carddisp.pl?gene=CCL1&keywords=CCL1
gan : g
chemotactic activity for monocytes
C-C Motif Chemokine-chemoattractant for bIoo_d monocytes, h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
CCL5 Chemokine Ligand 5 memory T helper cells and eosinophils bin/carddisp.pl?gene=CCL5&keywords=CCL5
The protein encoded by this gene belongs to the | http://www.genecards.org/cgi-
CCND1 Cyclin D1 highly conserved cyclin family invovlved in protein | bin/carddisp.pl?gene=CCND1&keywords=CC
abundance throughout the cell cycle ND1
Integrin Subunit Integri_n aI_pha-M/_beta-Z is implicated in various hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
CD11B Alpha M adhesive interactions of monocytes, macrophages | bin/carddisp.pl?gene=ITGAM&keywords=CD1
and granulocytes 1b
Interleukin 3 The protein encoded by this gene is an interleukin | http://www.genecards.org/cqgi-
CD123 Receptor Subunit 3 specific subunit of a heterodimeric cytokine bin/carddisp.pl?gene=IL3RA&keywords=CD1
Alpha receptor 23
The protein encoded by this gene is a surface http://www.genecards.org/cgi-
CD14 CD14 Molecule antigen that is preferentially expressed on bin/carddisp.pl?gene=CD14&keywords=CD14

monocytes/macrophages
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Interleukin 2

Homodimeric alpha chains (IL2RA) result in low-

http://www.genecards.org/cqi-

CD25 Receptor Subunit affinity receptor, while homodimeric beta (IL2RB) | bin/carddisp.pl?gene=IL2RA&keywords=CD2
Alpha chains produce a medium-affinity receptor 5
Fc Fragment Of IgG Member of a family of immunoglobulin Fc receptor h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
CD32 R genes found on the surface of many immune bin/carddisp.pl?gene=FCGR2A&keywords=C
eceptor lla
response cells D32
The protein encoded by this gene may play a role | http://www.genecards.org/cqgi-
CD34 CD34 Molecule in the attachment of stem cells to the bone bin/carddisp.pl?gene=CD34&keywords=CD34
marrow extracellular matrix or to stromal cells
Type Il transmembrane glycoprotein that http://www.genecards.org/cgi-
CD38 CD38 Molecule synthesizes and hydrolyzes an intracellular bin/carddisp.pl?gene=CD38&keywords=CD38
calcium ion mobilizing messenger
Cell-surface glycoprotein involved in cell-cell http://www.genecards.org/cqi-
CD44 CD44 Molecule interactions, cell adhesion and migration bin/carddisp.pl?gene=CD44&keywords=CD44
Protein Tyrosine Tyrosine phosphatase that acts as a regulator of | http://www.genecards.org/cqgi-
CD45RA Phosphatase, cytokine receptor signaling bin/carddisp.pl?gene=PTPRC&keywords=CD
Receptor Type C 45RA
Membrane protein, which is involved in the http://www.genecards.org/cqi-
CDA47 CD47 Molecule increase in intracellular calcium concentration that | bin/carddisp.pl?gene=CD47&keywords=CD47
occurs upon cell adhesion to extracellular matrix
Type | membrane protein. The protein may play a | http://www.genecards.org/cgi-
CD96 CD96 Molecule role in the adhesive interactions of activated T bin/carddisp.pl?gene=CD96&keywords=CD96
and NK cells
Cell Division Cycle CDC25A is a member of _the CD_C25 family of h_ttp://www.qenecards.orq/cqi-
CDC25A 2B phosphatases. CDC25A is required for bin/carddisp.pl?gene=CDC25A&keywords=C
progression from G1 to the S phase of cell cycle DC25A
Cyclin Dependent Cyclin-dependent kinase inhibitor h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
CDKN1 bin/carddisp.pl?gene=CDKN1A&keywords=C

Kinase Inhibitor 1A

DKN1
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CCAAT/Enhancer

This gene encodes a transcription factor that

http://www.genecards.org/cqi-

CEBPA Binding Protein contains a basic leucine zipper (bZIP) domain and | bin/carddisp.pl?gene=CEBPB&keywords=CE
Alpha recognizes the CCAAT motif target BPb
CCAAT/Enhancer This gene enches altran.scription factor thalt h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
CEBPB Binding Protein Beta contains a basic leucine zipper (bZIP) domain and | bin/carddisp.pl?gene=CEBPA&keywords=CE
recognizes the CCAAT motif target BPA
The protein encoded by this gene belongs to the | http://www.genecards.org/cqgi-
CHK1 Checkpoint Kinase 1 | Ser/Thr protein kinase family. for checkpoint bin/carddisp.pl?gene=CHEK1&keywords=CH
mediated cell cycle arrest in DNA damage K1
C-Type Lectin Members of this family share a common protein http://www.genecards.org/cqi-
CLL-1 Domain Family 12 fold and have diverse functions, such as cell bin/carddisp.pl?gene=CLEC12A&keywords=C
Member A adhesion, cell-cell signaling, glycoprotein turnover | LL-1
Carboxypeptidase X, | This gene likely encodes a member of the http://www.genecards.org/cqi-
CPXM1 M14 Family Member | carboxypeptidase family of proteins bin/carddisp.pl?gene=CPXM1&keywords=CP
1 XM1
CREB Binding Transcrip_tional coactivation of many different h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
CREBB . transcription factors bin/carddisp.pl?gene=CREBBP&keywords=C
Protein REB
Cytotoxic T- Inhibitory receptor acting as a major negative http://www.genecards.org/cqi-
CTLA4 Lymphocyte regulator of T-cell responses bin/carddisp.pl?gene=CTLA4&keywords=ctlad
Associated Protein 4
C-X-C Motif Ligand for the G-protein coupled receptor, http://www.genecards.org/cqi-
CXCL12 Chemokine Ligand chemokine (C-X-C motif) receptor 4 bin/carddisp.pl?gene=CXCL12&keywords=CX
12 CL12
C-X-C Motif This gene encodes a CXC chemokine receptor http://www.genecards.org/cqi-
CXCR4 Chemokine Receptor | specific for stromal cell-derived factor-1 bin/carddisp.pl?gene=CXCR4&keywords=CX
4 CR4
DNA DNA methyltransferase that is thought to function | http://www.genecards.org/cqi-
DNMT3A Methyltransferase 3 | in de novo methylation, rather than maintenance bin/carddisp.pl?gene=DNMT3A&keywords=D

Alpha

methylation

NMT3A
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Epidermal Growth

EGFR is a cell surface protein that leads to cell

http://www.genecards.org/cqi-

EGFR Factor Receptor proliferation l%in/carddisp.pl?qene:EGFR&keywords:EGF
ELK1, ETS The protein encoded by this gene is a nuclear http://www.genecards.org/cqi-
ELK1 Transcription Factor | target for the ras-raf-MAPK signaling cascade bin/carddisp.pl?gene=ELK1&keywords=ELK1
The protein is found in the plasma and regulates | http://www.genecards.org/cqgi-
EPO Erythropoietin red cell production by promoting erythroid bin/carddisp.pl?gene=EPO&keywords=EPO
differentiation
Erythropoietin Up(_)n erythropoietin_bind!ng, this receptor h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
EPOR activates Jak2 tyrosine kinase which activates bin/carddisp.pl?gene=EPOR&keywords=EPO
Receptor di .
ifferent intracellular pathways R
ETS Proto- Transcription factors that recognizes the core http://www.genecards.org/cqi-
ETS1 Oncogene 1, consensus DNA sequence GGAA/T in target bin/carddisp.pl?gene=ETS1&keywords=ETS
Transcription Factor | genes
Enhancer Of Zeste 2 | Polycomb-group that form protein complexes http://www.genecards.org/cqi-
EZH2 Repressive Complex | involved in maintaining transcriptional repressive | bin/carddisp.pl?gene=EZH2&keywords=EZH2
2 Subunit state of genes over successive generations
Protein Tyrosine This gene.enqodes a cytoplasmic pr_otein tyrosine h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
FAK Kinase 2 kinase which is found concentrated in the bin/carddisp.pl?gene=PTK2&keywords=FAK
presence of extracellular matrix constituents
EAT Atypical Member of the cadherin §uperfami|y, a group of h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
FAT1 Cadherin 1 integral membrane proteins characterized by the | bin/carddisp.pl?gene=FAT1&keywords=FAT1
presence of cadherin-type repeats
Fibroblast Growth FGF family member_s possess broa_d mitoge_nic h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
FGF1 Eactor 1 and cell survival activities, and are involved in a bin/carddisp.pl?gene=FGF1&keywords=FGF1
variety of biological processes
Fibroblast Growth FGF family rr_lember_s possess broa_d mitoge_nic h_ttp://www.qenecards.orq/cqi-
FGF2 Factor 2 and cell survival activities, and are involved in a bin/carddisp.pl?gene=FGF2&keywords=FGF2
variety of biological processes
Ems Related Tyrosine-protein kinase that acts as a cell-surface | http://www.genecards.org/cgi-
FLT1 receptor for VEGFA, VEGFB and PGF+ bin/carddisp.pl?gene=FLT1&keywords=FLT1

Tyrosine Kinase 1
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This gene encodes a class Il receptor tyrosine

http://www.genecards.org/cqi-

Fms Related . ot : :
? = =
FLT3 Tyrosine Kinase 3 kinase that regulates hematopoiesis bin/carddisp.pl?gene=FLT3&keywords=FLT3
Fms Related Stimulates the proliferation of early hematopoietic | http://www.genecards.org/cqi-
FLT3-L Tyrosine Kinase 3 cells by activating FLT3. Synergizes well with a bin/carddisp.pl?gene=FLT3LG&keywords=FL
Ligand number of other CSF and interleukins T3-ligand
Fms Related Tyrosine-protein kinase that acts as a cell-surface | http://www.genecards.org/cqgi-
FLT4 . ; receptor for VEGFC and VEGFD, and plays an bin/carddisp.pl?gene=FLT4&keywords=FLT4
Tyrosine Kinase 4 ; . . .
essential role in adult lymphangiogenesis
Transcription factor that is the main target of http://www.genecards.org/cqi-
FOXO Forkhead Box insulin signaling and regulates metabolic bin/carddisp.pl?gene=FOX01&keywords=FO
homeostasis in response to oxidative stress XOs
EYN Proto- Non-receptor tyrosine-protein kinase that plays a | http://www.genecards.org/cqi-
FYN role in cell growth and survival, cell adhesion, bin/carddisp.pl?gene=FYN&keywords=FYN
Oncogene . : . . .
integrin-mediated signaling
GRB2 Associated These proteins contain pleckstrin homology (PH) | http://www.genecards.org/cgi-
GAB2 o : domain, and bind SHP2 tyrosine phosphatase bin/carddisp.pl?gene=GAB2&keywords=Gab2
Binding Protein 2 )
and GRB2 adapter protein
Growth Arrest This gene encodes a gamma-carboxyglutamic http://www.genecards.org/cqi-
GAS6 o acid (Gla)-containing protein thought to be bin/carddisp.pl?gene=GAS6&keywords=GAS
Specific 6 . : . . . .
involved in the stimulation of cell proliferation 6
GATA Bindin Member of the GATA family of zinc-finger http://www.genecards.org/cqi-
GATA2 . g transcription factors bin/carddisp.pl?gene=GATA2&keywords=GA
Protein 2 TAD
Colonv Stimulatin The protein encoded by this gene is a cytokine http://www.genecards.org/cqi-
G-CSF Y 9 that controls the production, differentiation, and bin/carddisp.pl?gene=CSF3&keywords=G-
Factor 3 .
function of granulocytes CSF
The protein encoded by this gene is a member of | hitp://www.genecards.org/cgi-
GH Growth Hormone 1 the somatotropin/prolactin family of hormones bin/carddisp.pl?gene=GH1&keywords=GH

which play an important role in growth control
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The protein encoded by this gene is a cytokine

http://www.genecards.org/cqi-

GM-CSF Colony Stimulating that controls the production, differentiation, and bin/carddisp.pl?gene=CSF2&keywords=GM-
Factor 2 ;
function of granulocytes and macrophages CSF
Adhesion G Protein- | Binds specifically to transglutaminase 2, a http://www.genecards.org/cqi-
GPR56 Coupled Receptor component of tissue and tumor stroma implicated | bin/carddisp.pl?gene=ADGRG1&keywords=G
Gl as an inhibitor of tumor progression PR56
Growth Factor Its two SH3 domains direct complex formation http://www.genecards.org/cqi-
GRB2 Receptor Bound with proline-rich regions of other proteins, and its | bin/carddisp.pl?gene=GRB2&keywords=GRB
Protein 2 SH2 domain binds phosphorylated tyrosine 2
Erb-B2 Receptor Binql tightly to other ligand-bound EGF receptor h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
HER2 : ; family members to form a heterodimer, stabilizing | bin/carddisp.pl?gene=ERBB2&keywords=HE
Tyrosine Kinase 2 i - . . A
igand binding and enhancing kinase-activation R2
Hypoxia Inducible HIF-1 functions as a master regulator of cellular http://www.genecards.org/cqi-
HIF1A Factor 1 Alpha and systemic homeostatic response to hypoxia by | bin/carddisp.pl?gene=HIF1A&keywords=HIF1
Subunit activating transcription of many genes a
Member of the Antp homeobox family and http://www.genecards.org/Search/Keyword?q
HOX Homeobox encodes a nuclear protein with a homeobox DNA- | ueryString=HOX
binding domain
Isocitrate Catalyze the oxidative decarboxylation of http://www.genecards.org/cqi-
IDH1 Dehydrogenase 1, isocitrate to 2-oxoglutarate bin/carddisp.pl?gene=IDH1&keywords=IDH1
Cytosolic
Isocitrate Catalyze the oxidative decarboxylation of http://www.genecards.org/cqi-
IDH2 Dehydrogenase 2, isocitrate to 2-oxoglutarate bin/carddisp.pl?gene=IDH2&keywords=IDH1
Mitochondrial
This gene encodes a soluble cytokine that is a http://www.genecards.org/cqi-
IFN Interferon Gamma member of the type Il interferon class secreted by | bin/carddisp.pl?gene=IFNG&keywords=IFN
cells of both the innate and adaptive systems
Inhibitor Of Nuclear Phosphorylates the inhibitor in the inhibitor/NF- http://www.genecards.org/cgi-
IKK Factor Kappa B kappa-B complex, causing dissociation of the bin/carddisp.pl?gene=IKBKB&keywords=IKK
Kinase Subunit Beta | inhibitor and activation of NF-kappa-B
. Cytokine family involved in various immune http://www.genecards.org/cqi-
IL-1 Interleukin 1

responses and inflammatory processes

bin/carddisp.pl?gene=IL1A&keywords=IL-1
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The protein encoded by this gene is a secreted

http://www.genecards.org/cqi-

IL-2 Interleukin 2 cytokine that is important for the proliferation of T | bin/carddisp.pl?gene=IL2&keywords=IL-2
and B lymphocytes
This cytokine is capable of supporting the http://www.genecards.org/cgi-

IL-3 Interleukin 3 proliferation of a broad range of hematopoietic cell | bin/carddisp.pl?gene=IL3&keywords=IL-3
types.
Produced by activated T cells, play a role in B http://www.genecards.org/cqi-

IL-4 Interleukin 4 cells activation bin/carddisp.pl?gene=IL4&keywords=IL-4
This gene encodes a cytokine that acts as a http://www.genecards.org/cqi-

IL-5 Interleukin 5 growth and differentiation factor for both B cells bin/carddisp.pl?gene=IL5&keywords=IL-5
and eosinophils
This gene encodes a cytokine that functions in http://www.genecards.org/cqi-

IL-6 Interleukin 6 inflammation and the maturation of B cells bin/carddisp.pl?gene=IL6&keywords=IL-6
The protein encoded by this gene is a cytokine http://www.genecards.org/cqi-

IL-7 Interleukin 7 important for B and T cell development bin/carddisp.pl?gene=IL7&keywords=IL-7

C-X-C Motif IL-8 is a c_:hemotactip factor that attracts hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
IL-8 Chemokine Ligand 8 neutrophils, basophils, and T-cells, but not bin/carddisp.pl?gene=CXCL8&keywords=IL8
gan

monocytes.
Cytokine that acts as a regulator of a variety of http://www.genecards.org/cqi-

IL-9 Interleukin 9 hematopoietic cells. This cytokine stimulates cell | bin/carddisp.pl?gene=IL9&keywords=IL-9
proliferation and prevents apoptosis
The protein encoded by this gene is a cytokine http://www.genecards.org/cqi-

IL-10 Interleukin 10 produced primarily by monocytes and to a lesser | bin/carddisp.pl?gene=IL10&keywords=IL-10
extent by lymphocytes.
This gene encodes a subunit of interleukin 12, a http://www.genecards.org/cgi-

IL-12 Interleukin 12 cytokine that acts on T and natural killer cells, and | bin/carddisp.pl?gene=IL12B&keywords=IL-12

has a broad array of biological activities
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The protein encoded by this gene is a cytokine

http://www.genecards.org/cqi-

IL-15 Interleukin 15 that regulates T and natural killer cell activation bin/carddisp.pl?gene=IL15&keywords=IL-15
and proliferation
Cytokine that contributes to the inflammatory http://www.genecards.org/cgi-
IL-22 Interleukin 22 response in vivo bin/carddisp.pl?gene=IL22&keywords=IL-22
Interleukin 2 The interleukin 2 (IL2) receptor alpha (IL2RA) and | http://www.genecards.org/cqgi-
IL2ZRA Receptor Subunit IL2RB chains, together with the common gamma | bin/carddisp.pl?gene=IL2RA&keywords=IL2R
Alpha chain (IL2RG), constitute the high-affinity IL2R A
Interleukin 3 The receptor is comprised of a ligand specific http://www.genecards.org/cqi-
IL3RA Receptor Subunit alpha subunit and a signal transducing beta bin/carddisp.pl?gene=IL3RA&keywords=IL3R
Alpha subunit shared by the receptors for interleukin 3 A
Ligand for multiple Notch receptors and involved http://www.genecards.org/cqi-
JAGGED1 | Jagged 1 in the mediation of Notch signaling bin/carddisp.pl?gene=JAG1&keywords=NOT
CH1
Protein tyrosine kinase involved in a specific http://www.genecards.org/cqi-
JAK2 Janus Kinase 2 subset of cytokine receptor signaling pathways bin/carddisp.pl?gene=JAK2&keywords=JAK2
AP-1 Transcription Interacts directly with specific target !Z)NA hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
JUN Factor Subunit sequences to regulate gene expression bin/carddisp.pl?gene=JUN&keywords=JUN
NFKB Inhibitor Atypical Ras-like protein that acts as a potent http://www.genecards.org/cqi-
KBRAS1 Interacting Ras Like | regulator of NF-kappa-B activity by preventing the | bin/carddisp.pl?gene=NKIRAS1&keywords=K
1 degradation of NF-kappa-B inhibitor BRAS1
KIT Proto-Oncogene | This protein is a type 3 transmembrane receptor http://www.genecards.org/cqi-
KIT Receptor Tyrosine for MGF (mast cell growth factor, also known as bin/carddisp.pl?gene=KIT&keywords=KIT
Kinase stem cell factor)
LCK Proto- Non-_receptor tyrosine-proteir_l kinase thgt plays a h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
LCK Oncogene role in maturation of developing T-cells in the bin/carddisp.pl?gene=LCK&keywords=LCK

thymus and in the function of mature T-cells.
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The galectins are a family of beta-galactoside-

http://www.genecards.org/cqi-

LSGAL Galectines binding proteins implicated in modulating cell-cell | bin/carddisp.pl?gene=LGALS1&keywords=gal
and cell-matrix interactions ectines
LYN Proto- Non-receptor tyrosine-prote.in kinqse that plays an h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
LYN Oncogene important role in the regulation of innate and bin/carddisp.pl?gene=LYN&keywords=LYN
adaptive immune responses, hematopoiesis
MCL1, BCL2 Family Thi_s gene encodes an anti-apoptoti_c protein, h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
MCL1 ' which is a member of the Bcl-2 family bin/carddisp.pl?gene=MCL1&keywords=MCL
Apoptosis Regulator 1
Cytokine that plays an essential role in the http://www.genecards.org/cgi-
Colony Stimulating regulation of survival, proliferation and bin/carddisp.pl?gene=CSF1&keywords=M-
M-CSF : L S
Factor 1 differentiation of hematopoietic precursor cells, CSF
especially monocytes
MDM?2 Proto- E3 ubiquitin ligase .that can promote tumor h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
MDM2 formation by targeting tumor suppressor proteins, | bin/carddisp.pl?gene=MDM2&keywords=MD
Oncogene .
such as p53, for proteasomal degradation M2
MER Proto- The protein encoded by this gene is a member of | http://www.genecards.org/cqgi-
MERTK Oncogene, Tyrosine | the Tyro3-Axl-Mer (TAM) receptor tyrosine kinase | bin/carddisp.pl?gene=MERTK&keywords=mer
Kinase subfamily tk
MET Proto- Mesenchymal Epithelial Transition MET is a http://www.genecards.org/cqi-
MET Oncogene, Receptor | prototypical receptor tyrosine kinase. Its ligand is | bin/carddisp.pl?gene=MET&keywords=MET
Tyrosine Kinase Hepatocyte Growth Factor (HGF)
Lysine This gene encodes a transc_riptional goactivator h_ttp://www.qenecards.orq/cqi-
MLL Methyltransferase 2A that pla)_/s an e_ssentlal role in re_gulatlng gene bin/carddisp.pl?gene=KMT2A&keywords=MLL
expression during hematopoiesis
Lysine This gene is a member of the myeloid/lymphoid or | http://www.genecards.org/cgi-
MLL3 Methyltransferase mixed-lineage leukemia family and encodes a bin/carddisp.pl?gene=KMT2C&keywords=ML
2C nuclear protein with a DNA-binding domain L3
MPL Proto- Receptor for thrombopoietin http://www.genecards.org/cqi-
MPL Oncogene bin/carddisp.pl?gene=MPL &keywords=MPL
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Mechanistic Target

Phosphatidylinositol kinase-related kinases

http://www.genecards.org/cqi-

MTOR , invoolved in stress such as DNA damage and bin/carddisp.pl?gene=MTOR&keywords=mTO
Of Rapamycin . e
nutrient deprivation R
MYC Proto- Nuclear phosphoprotein that plays a role in cell http://www.genecards.org/cqi-
MYC Oncogene, BHLH cycle progression, apoptosis and cellular bin/carddisp.pl?gene=MYC&keywords=MYC
Transcription Factor | transformation
Myeloid Zinc Finger Binds to target promoter DNA and functio_ns_ as h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
MZF1 1 transcription regulator. Regulates transcription bin/carddisp.pl?gene=MZF1&keywords=MZF1
from the PADI1 and CDH2 promoter
Negative regulator of the ras signal transduction http://www.genecards.org/cqi-
NF1 Neurofibromin 1 pathway bin/carddisp.pl?gene=NF1&keywords=NF1
Killer Cell Lectin Like Function_as an acf[ivgting and cost_imulatory h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
NKG2D receptor involved in immunosurveillance upon bin/carddisp.pl?gene=KLRK1&keywords=NK
Receptor K1 bindi . : ; .
inding to various cellular stress-inducible ligands | G2D
Notch signaling is an intercellular signaling http://www.genecards.org/cqi-
NOTCH NOTCH pathway that regulates interactions between bin/carddisp.pl?gene=NOTCH1&keywords=N
physically adjacent cells OTCH
This gene encodes a phosphoprotein which http://www.genecards.org/cqi-
NPM1 Nucleophosmin moves between the nucleus and the cytoplasm bin/carddisp.pl?gene=NPM1&keywords=NPM
1
This protein is a secreted cytokine and growth http://www.genecards.org/cqi-
OSM Oncostatin M regulator that inhibits the proliferation of a number | bin/carddisp.pl?gene=0OSM&keywords=oncost
of tumor cell lines atine,M
E1A Binding Protein Histone_z a_cetyl.transferasg that regul_ates _ h_ttp://www.qenecards.orq/cqi-
p300 P300 transcription via chromatin remodeling and is bin/carddisp.pl?gene=EP300&keywords=p300
important in the processes of cell proliferation
P21 (RAC1) Member of serine/threonine p21-activating h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
PAK1 kinases that serve as targets for the small GTP bin/carddisp.pl?gene=PAK1&keywords=PAK1

Activated Kinase 1

binding proteins Cdc42 and Rac
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Programmed Cell

Inhibitory cell surface receptor involved in the

http://www.genecards.org/cqi-

PD1 Death 1 regulation of T-cell function during immunity and bin/carddisp.pl?gene=PDCD1&keywords=PD
tolerance 1
Pyruvate One of the major enzymes responsible for the http://www.genecards.org/cgi-
PDK1 Dehydrogenase regulation of homeostasis of carbohydrate fuels in | bin/carddisp.pl?gene=PDK1&keywords=PDK1
Kinase 1 mammals
Programmed Cell Ligand that binds with the receptor PD1, h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
PDL1 D o commonly found on T-cells, and acts to block T- | bin/carddisp.pl?gene=CD274&keywords=PD1
eath 1-ligand L
cell activation
PHD Finger Protein Erqteir} with two PHD-type zinc fing.er.domains, h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
PHF6 6 indicating a potential role in transcriptional bin/carddisp.pl?gene=PHF6&keywords=PHF6
regulation, that localizes to the nucleolus
Contribute to both cell proliferation and survival, http://www.genecards.org/cqi-
PIM Pim Proto-Oncogene | and thus provides a selective advantage in bin/carddisp.pl?gene=PIM1&keywords=PIM
tumorigenesis
Phospholipase C C.atalyzes the formgtion of inositol 1,4,5- h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
PLCG1 trisphosphate and diacylglycerol from bin/carddisp.pl?gene=PLCG1&keywords=PLC
Gamma 1 e :
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ql
Promyelocytic This phospho_protein localizes _to_nuclear bodies hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
PML Leukemia where it functions as a transcription factor and bin/carddisp.pl?gene=PML&keywords=PML
tumor suppressor
This secreted hormone is a growth regulator for http://www.genecards.org/cqi-
PRL Prolactin many tissues, including cells of the immune bin/carddisp.pl?gene=PRL&keywords=Prolacti
system ne
This gene encodes a vitamin K-dependent plasma | http://www.genecards.org/cgi-
PROS1 Protein S protein that functions as a cofactor for an bin/carddisp.pl?gene=PROS1&keywords=PR
anticoagulant protease 0S1
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3- http://www.genecards.org/cgi-
PTEN Phosphatase And phosphatase bin/carddisp.pl?gene=PTEN&keywords=PTE

Tensin Homolog

N
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Protein Tyrosine

Protein tyrosine phosphatase known to be

http://www.genecards.org/cqi-

PTPN11 Phosphatase, Non- signaling molecules that regulate cell growth, bin/carddisp.pl?gene=PTPN11&keywords=PT
Receptor Type 11 differentiation, mitotic cycle PN11
Spi-1 Proto- ETS-domain transcription factor that activates http://www.genecards.org/cgi-
PU.1 b gene expression during myeloid and B-lymphoid bin/carddisp.pl?gene=SPI11&keywords=PU-1
Oncogene
cell development
Ras-Related C3 GTPase which belongs to the RAS superfamily of | http://www.genecards.org/cqi-
RAC1 Botulinum Toxin small GTP-binding proteins bin/carddisp.pl?gene=RAC1&keywords=RAC
Substrate 1 1
RAD21 Cohesin Gene involved in the repair of DNA double-strand | http://www.genecards.org/cqi-
RAD21 breaks, as well as in chromatid cohesion during bin/carddisp.pl?gene=RAD21&keywords=RA
Complex Component | .=~
mitosis D21
Retinoic Acid This receptor regulates transcirption in a ligand- http://www.genecards.org/cqi-
RARA dependent manner bin/carddisp.pl?gene=RARA&keywords=RAR
Receptor Alpha A
N-KRAS Proto- Intrinsic GTPase activity, is activated by a Http://www.qenecards.orq/cqi-
RAS guanine nucleotide-exchange factor and bin/carddisp.pl?gene=NRAS&keywords=RAS
Oncogene, GTPase |: . o .
inactivated by a GTPase activating protein
RAD21 Cohesin Gene involved in the repair of DNA double-strand | http://www.genecards.org/cqi-
RAS21 breaks, as well as in chromatid cohesion during bin/carddisp.pl?gene=RAD21&keywords=RA
Complex Component | ~ .=~ .
mitosis D21
Recombination This gene encodes an anti-apoptotic protein, http://www.genecards.org/cqi-
RBPJ Binding Protein For | which is a member of the Bcl-2 family. Alternative | bin/carddisp.pl?gene=RBPJ&keywords=RBPJ
Ig K-J Region splicing results in multiple transcript variants
This gene, a member of the cadherin superfamily, | http://www.genecards.org/cqgi-
RET Ret Proto-Oncogene | encodes one of the receptor tyrosine kinases, bin/carddisp.pl?gene=RET&keywords=RET
which are cell-surface molecules
Runt Related Core binding factor (CBF) is a heterodimeric http://www.genecards.org/cgi-
RUNX1 Transcription Factor | transcription factor that binds to the core element | bin/carddisp.pl?gene=RUNX1&keywords=RU

1

of many enhancers and promoters

NX1
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Plays an essential role in the regulation of cell

http://www.genecards.org/cqi-

SCF KIT Ligand survival and proliferation, hematopoiesis, stem bin/carddisp.pl?gene=KITLG&keywords=SCF
cell maintenance
Splicing Factor 3b Splicing factor 3b, together with splicing factor 3a h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
SF3B1 . and a 12S RNA unit, forms the U2 small nuclear bin/carddisp.pl?gene=SF3B1&keywords=SF3
Subunit 1 . .
ribonucleoproteins complex (U2 snRNP) Bl
Inositol Hydrolyzes the 5-phosphate of http://www.genecards.org/cqi-
SHIP Polyphosphate-5- phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate thereby bin/carddisp.pl?gene=INPP5D&keywords=Shi
Phosphatase D negatively regulating the PI3K p
Protein Tyrosine cf. PTPN11 http://www.genecards.org/cqi-
SHP2 Phosphatase, Non- bin/carddisp.pl?gene=PTPN11&keywords=PT
Receptor Type 11 PN11
SOS Ras/Rac This gene encodes a protein that is a guanine http://www.genecards.org/cqi-
SOS1 Guanine Nucleotide | nucleotide exchange factor for RAS proteins bin/carddisp.pl?gene=S0OS1&keywords=SOS
Exchange Factor 1 1
Sp1 Transcription The prqte_in encoded by this gene is a zinc firjger h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
SP1 Factor transcription factor that binds to GC-rich motifs of | bin/carddisp.pl?gene=SP1&keywords=SP1
many promoters
Sp3 Transcription The pr(_)te_in encoded by t_his gene is a zinc finger hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
SP3 Factor transcription factor that binds to GC-rich motifs of | bin/carddisp.pl?gene=SP3&keywords=SP3
many promoters
SRC Proto- Non-receptor pr_otein tyrosine kinase Which is hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
SRC Oncogene activated following engagement of many different | bin/carddisp.pl?gene=SRC&keywords=SRC
classes of cellular receptors
Serine And Arginine | Member of the serine/arginine (SR)-rich family of | http://www.genecards.org/cgi-
SRSF2 Rich Splicing Factor | pre-mRNA splicing factors, which constitute part bin/carddisp.pl?gene=SRSF2&keywords=SRS
2 of the spliceosome F2
The protein encoded by this gene is a subunit of http://www.genecards.org/Search/Keyword?q
STAG2 Stromal Antigen 2 the cohesin complex, which regulates the ueryString=STAG2

separation of sister chromatids during cell division
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Signal Transducer

Signal transducer and transcription activator that

http://www.genecards.org/cqi-

STAT1 And Activator Of mediates cellular responses to interferons, bin/carddisp.pl?gene=STAT1&keywords=STA
Transcription 1 cytokine KITLG/SCF and other cytokines/GF T1
Signal Transducer STAT family members are phosphorylated by http://www.genecards.org/cgi-
STATS And Activator Of RTK then translocate to the cell nucleus where bin/carddisp.pl?gene=STAT5A&keywords=ST
Transcription 5 they act as transcription activators ATS
Spleen Associated Nnon-receptor type Tyr _pr_otein kir_1ases Wic_Ier h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
SYK T . : expressed in hematopoietic cells involved in bin/carddisp.pl?gene=SYK&keywords=SYK
yrosine Kinase ; , )
coupling activated immunoreceptors
Tet Methylcytosine Methylcytosine dioxygena§e that catalyzes the h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
TET2 ; conversion of methylcytosine to 5- bin/carddisp.pl?gene=TET2&keywords=TET?2
Dioxygenase 2 h .
ydroxymethylcytosine
Transforming Growth This encoded prot(—;‘in regulates cell proliferation h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi—
TGFB1 and can modulate interferon gamma and tumor bin/carddisp.pl?gene=TGFB1&keywords=TGF
Factor Beta 1 ,
necrosis factor alpha bl
T-Cell Lymphoma Modulates the activity of RHO-like proteins and http://www.genecards.org/cqi-
TIAM1 Invasion And connects extracellular signals to cytoskeletal bin/carddisp.pl?gene=TIAM1&keywords=TIA
Metastasis 1 activities M1
TEK Receptor This gene encodes a receptor that belongs to the | http://www.genecards.org/cgi-
TIE2 Tyrosine Kinase protein tyrosine kinase Tie2 family bin/carddisp.pl?gene=TEK&keywords=TIE2
Hepatitis A Virus _CeII surface receptor implicated in modulating hf[tp://WW\{v.qenecards.orq/cqi—
TIM3 C innate and adaptive immune responses. bin/carddisp.pl?gene=HAVCR2&keywords=T]
ellular Receptor 2 M3
Tumor Necrosis Multifunctional pro_inflamma_ltory qytokin_e sepreted h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
TNF Factor by macrophages, involved in various biological bin/carddisp.pl?gene=TNF&keywords=TNF
process including proliferation and apoptosis
TNF Receptor The protein encoded by this_. gene is a member of h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
TNFRS the TNF-receptor superfamily bin/carddisp.pl?gene=TNFRSF1B&keywords=

Superfamily Member

TNFRS
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TNF Receptor

The protein encoded by this gene is a member of

http://www.genecards.org/cqi-

TNFRSF18 | Superfamily Member | the TNF-receptor superfamily bin/carddisp.pl?gene=TNFRSF18&keywords=
18 TNFRSF18
This gene encodes a tumor suppressor protein http://www.genecards.org/cqi-
TP53 Tumor Protein P53 containing transcriptional activation, DNA binding, | bin/carddisp.pl?gene=TP53&keywords=TP53
and oligomerization domains
The main functional protein encoded by this gene | http://www.genecards.org/cqgi-
TPO Thrombopoietin is a humoral growth factor that is necessary for bin/carddisp.pl?gene=THPO&keywords=TPO
megakaryocyte proliferation and maturation
) Tumor suppressor and is able to stimulate specific | http://www.genecards.org/cgi-
TSC2 Tuberous Sclerosis 2 | o1pages bin/carddisp.pl?gene=TSC2&keywords=TSC2
Tubby Bipartite It functions as a membrane-bound transcr_iption h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
TUBBY e regulator that translocates to the nucleus in bin/carddisp.pl?gene=TUB&keywords=TUBB
Transcription Factor S .
response to phosphoinositide hydrolysis Y
The protein encoded by this gene is thought to http://www.genecards.org/cqi-
TULP1 Tubby Like Protein 1 | play a role in the physiology of photoreceptors bin/carddisp.pl?gene=TULP1&keywords=TUL
P1
Twist Family BHLH Basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factors | http://www.genecards.org/cgi-
TWIST Transcription Factor | have been implicated in cell lineage determination | bin/carddisp.pl?gene=TWIST1&keywords=TW
1 and differentiation IST
TYRO3 Protein The protein encoded by this gene is a memper of h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
TYROS3 T : ; the Tyro3-AxI-Mer (TAM) receptor tyrosine kinase | bin/carddisp.pl?gene=TYRO3&keywords=TY
yrosine Kinase .
subfamily RO3
U2 Small Nuclear This geen eencode a subunit that plays a critical http://www.genecards.org/Search/Keyword?q
U2AF1 RNA Auxiliary Factor | role in both constitutive and enhancer-dependent | ueryString=U2AF1
1 RNA splicing
Vascular Endothelial This g_rowth factor induces pro_liferation and_ h_ttp://www.qenecards.orq/cqi-
VEGF migration of vascular endothelial cells, and is bin/carddisp.pl?gene=VEGFA&keywords=VE
Growth Factor A . . .
essential for angiogenesis GF
Vascular Endothelial | Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a http://www.genecards.org/cgi-
VEGFR Growth Factor major growth factor for endothelial cells bin/carddisp.pl?gene=KDR&keywords=VEGF

Receptor

R
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Ligand for members of the frizzled family of seven

http://www.genecards.org/cqi-

WNT Wnt Family Member | ¢ahsmembrane receptors bin/carddisp.pl?gene=WNT1&keywords=Wnt
Transcription factor that contains four zinc-finger | http://www.genecards.org/cqgi-
WT1 Wilms Tumor 1 motifs at the C-terminus and a proline/glutamine- | bin/carddisp.pl?gene=WT1&keywords=WT1
rich DNA-binding domain at the N-terminus.
Yes Associated Trans_criptional regulator which can act both_as a h_ttp://wwyv.qenecards.orq/cqi-
YAP Protein 1 coactivator and a corepressor and is the critical bin/carddisp.pl?gene=YAP1&keywords=YAP
downstream regulatory target
Zinc Finger RNA Associates with the U2 auxiliary factor http://www.genecards.org/Search/Keyword?q
ZRSR2 Binding Motif And heterodimer, required for the recognition of a ueryString=ZRSR2
Ser/Arg Rich 2 functional 3' splice site in pre-mRNA splicing
Key downstream component of the canonical Wnt | http://www.genecards.org/cgi-
B-catenin Catenin Beta 1 signaling pathway bin/carddisp.pl?gene=CTNNB1&keywords=-

catenin
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