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RÉSUMÉ 
 

La leucémie aiguë myéloïde (LAM) est une maladie du sang causée par une accumulation 

de cellules immatures appelées cellules leucémiques (CL). Les thérapies conventionnelles 

comme les chimiothérapies ne permettent pas l’élimination de toutes les CL et leur 

persistance est appelée maladie minimale résiduelle (MRD). Cette MRD cause la rechute 

après traitement dans plus de 50% des cas dans un délai de 2 mois à 5 ans malgré le fait 

que le système immunitaire (SI) adaptatif, et les lymphocytes T (LT) en particulier, participe 

à l’élimination ou à la dormance/MRD (quiescence, contrôle de la croissance) des CL selon 

leurs propriétés intrinsèques (expression de certains récepteurs, statut prolifératif). Cela 

peut être dû à la persistance de cellules souches quiescentes et/ou CL pouvant présenter 

des mécanismes immunosuppresseurs tels que la signalisation PD-1/PD-L1 aboutissant à 

une dysfonction du SI via l’inhibition de l’activité des LT. 

La signalisation calcique et le facteur de transcription NFAT associé gouvernent de 

nombreuses fonctions cellulaires et moléculaires et peuvent déterminer le devenir de la 

cellule tumorale : prolifération, apoptose, quiescence et immunoéchappement. Ces signaux 

calciques sont toutefois peu élucidés et ce qui peut réguler la résistance innée des cellules 

tumorales contre les LT n’est toujours pas connu à ce jour. Identifier les phénotypes 

responsables de cette résistance est essentiel dans la compréhension des mécanismes 

d’immunoéchappement comme la quiescence et l’expression de PD-L1. 

Pour cela, la signalisation calcique de lignées cellulaires de LAM et de patients atteints de 

LAM au diagnostic a été étudiée et a montré une spécificité de signature en fonction (i) du 

statut de différenciation, (ii) de la quiescence, (iii) de l’activité ABCB1 et de la sous-

population cellules souches leucémiques (CSL).  

Il est également primordial de mieux comprendre le dialogue bilatéral entre les cellules du 

SI adaptatif et les CL afin de prévenir les rechutes chez les patients. La signature calcique 

de LT et CL de patients LAM a été étudiée en fonction de leur phénotype lors de la formation 

de la synapse immunologique afin de mettre en évidence une potentielle spécificité 

dépendante des propriétés intrinsèques des CSL et/ou des propriétés des LT. 

Cette signalisation calcique a également été étudiée dans des conditions de modulation à 

l’aide (i) d’un inhibiteur des voies calciques et (ii) d’un traitement chimiothérapeutique afin 

d’apporter une meilleure compréhension de ces mécanismes régulateurs et de résistance 

des cellules persistantes.  

L’étude de la signalisation calcique des CL et l’utilisation de la technologie microfluidique 

afin d’étudier la réponse calcique de différentes synapses immunologiques en fonction des 
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phénotypes des CL et LT à l’échelle de la cellule unique nous permet de mettre en évidence 

(i) l’implication des canaux SOCs dans la réponse calcique des CL et LT de patients LAM, 

(ii) une signature calcique liée à une synapse immunologique spécifique formée en fonction 

des sous-populations de CL et LT et (iii) une modulation de cette signature calcique des 

sous-populations et de leurs synapses immunologiques formées suite à un traitement avec 

un inhibiteur des canaux SOCs ou un traitement chimiothérapeutique. 

Ce projet multidisciplinaire pourrait donc, à terme, apporter de nouvelles connaissances sur 

les mécanismes qui contrôlent l’échappement des CL et la MRD dans les LAM (quiescence 

des CSL, dormance immunologique via l’axe PD-1/PD-L1). Ces nouvelles connaissances 

pourraient offrir de nouvelles perspectives d’immunothérapies ou d’optimisation de 

protocoles de chimiothérapies et d’immunothérapies actuellement utilisés en clinique en 

proposant (i) de nouveaux traitements combinant le ciblage des canaux calciques aux 

thérapies conventionnelles et/ou (ii) une immunothérapie de précision.  



 5 

ABSTRACT 
 

Acute myeloid leukemia (AML) is a blood disease caused by an accumulation of immature 

cells called leukemic cells (LCs). Conventional therapies such as chemotherapy do not 

eliminate all of the LCs and their persistence is called minimal residual disease (MRD). This 

MRD causes relapse after treatment in more than 50% of cases within 2 months to 5 years 

despite the fact that the adaptive immune system (IS), and T lymphocytes in particular, 

participates in the elimination or dormancy/MRD (quiescence, growth control) of LCs 

depending on their intrinsic properties (expression of certain receptors, proliferative status). 

This may be due to the persistence of quiescent stem cells and/or LCs that may exhibit 

immunosuppressive mechanisms such as the PD-1/PD-L1 signaling leading to IS 

dysfunction through the inhibition of T lymphocyte activity. 

Calcium signaling and the associated transcription factor NFAT govern many cellular and 

molecular functions and may determine tumor cell fate: proliferation, apoptosis, quiescence 

and immune escape. These calcium signals are, however, poorly elucidated and what may 

regulate the innate resistance of tumor cells against T lymphocytes is still not known to date. 

Identifying the phenotypes responsible for this resistance is essential in understanding 

immune escape mechanisms such as quiescence and PD-L1 expression. 

For this purpose, calcium signaling of AML cell lines and AML patients at diagnosis was 

studied and showed a signature specificity according to (i) differentiation status, (ii) 

quiescence, (iii) ABCB1 activity and leukemic stem cell (LSC) subpopulation.  

A better understanding of the two-way dialogue between adaptive IS cells and LCs is also 

crucial to prevent relapse in patients. The calcium signature of T lymphocytes and LCs from 

AML patients was studied according to their phenotype during the formation of the 

immunological synapse in order to highlight a potential specificity depending on the intrinsic 

properties of the LSC and/or the properties of the T lymphocytes. 

This calcium signaling was also studied under conditions of modulation with (i) a calcium 

pathway inhibitor and (ii) a chemotherapeutic treatment in order to provide a better 

understanding of these regulatory and resistance mechanisms of persistent cells.  

The study of LCs’ calcium signaling and the use of microfluidic technology to study the 

calcium response of different immunological synapses according to LCs and T lymphocytes 

phenotypes at the single cell level allows us to demonstrate (i) the involvement of SOC 

channels in the calcium response of AML LCs and T lymphocytes, (ii) a calcium signature 

linked to a specific immunological synapse formed according to the LCs and T lymphocytes 

subpopulations and (iii) a modulation of the subpopulations’ calcium signature and 
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immunological synapses formed following a treatment with an inhibitor of the SOC channels 

or a chemotherapeutic treatment. 

This multidisciplinary project could therefore ultimately provide new insights into the 

mechanisms controlling LCs escape and MRD in AML (LSC quiescence, immunological 

dormancy via the PD-1/PD-L1 axis). This knowledge could offer new perspectives for 

immunotherapies or optimization of chemotherapy and immunotherapy protocols currently 

used in the clinic by proposing (i) new treatments combining calcium channel targeting with 

conventional therapies and/or (ii) precision immunotherapy.  
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INTRODUCTION 
 

A. Les leucémies aiguës myéloïdes : une prise en 

charge difficile et un haut taux de rechute 

1. Définition de la maladie 

Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) font partie d’un groupe hétérogène 

d’hémopathies malignes caractérisées par une prolifération rapide et majorée ainsi que par 

une capacité de survie anormale des progéniteurs ou précurseurs (blastes) 

hématopoïétiques de la lignée myéloïde. Ces progéniteurs et précurseurs 

hématopoïétiques, nichés au sein de la moelle osseuse (MO), présentent des aberrations 

génétiques induisant un blocage à un stade précoce de la différenciation. La prolifération 

de ces cellules leucémiques immatures empêche l’hématopoïèse normale et donc la 

production de cellules sanguines normales (globules rouges, globules blancs, plaquettes), 

ce qui entraîne alors des difficultés pour l’organisme à lutter contre les infections. Les 

cellules leucémiques envahissent la MO, le sang et parfois d’autres organes et tissus 

(Doulatov et al. 2022) (Schéma 1). 
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Schéma 1 : Modèle simplifié de l’hématopoïèse normale et la LAM. Principales étapes 
de l’hématopoïèse normale des différentes lignées hématopoïétiques. La LAM est causée 
par une prolifération médullaire clonale et/ou polyclonale de cellules présentant des 
altérations génétiques et bloquées dans leur stade de différenciation précoce. 
 

2. Incidence et mortalité 

Les LAM peuvent survenir à tout âge mais moins de 25% sont diagnostiquées avant 25 

ans. En Europe, les LAM présentent une incidence de 5 à 8 cas par an pour 100 000 

personnes de moins de 50 ans. Cette incidence augmente cependant à 20 cas pour 100 

000 adultes de plus de 80 ans, avec un âge médian au diagnostic de 68 ans (Mwirigi, Dillon, 

et Raj 2017). 

 

3. Facteurs de risques et mutations 

Divers facteurs de risques peuvent être associés à la LAM. Il peut s’agir de risques 

génétiques, extrinsèques, liés à des traitements thérapeutiques, suite à l’évolution de 

maladies pré-leucémiques ou encore suite à l’hématopoïèse clonale. 

 

3.1 Facteurs de risques génétiques, extrinsèques et évolution 

de LAM secondaires 

Certaines altérations génétiques survenant de novo peuvent établir une prédisposition 

génétique à la LAM comme GATA, EV1 ou encore le syndrome de Down. L’effet de ces 

altérations génétiques sera décrit plus en détail par la suite. 

Seuls quelques facteurs environnementaux, qui sont notamment liés à une exposition 

importante au benzène, aux radiations ionisantes et aux agents alkylants peuvent expliquer 

l’apparition de la LAM mais pour un nombre restreint de patients (Hou et Tien 2020). 

L’utilisation d’un traitement chimiothérapeutique ou de radiations pour un autre cancer peut 

également induire le développement de la LAM ou permettre le développement de 

l’hématopoïèse clonale (Maleki et al. 2021). 

La préexistence d’hémopathies comme les syndromes myélodysplasiques, les désordres 

myéloprolifératifs ou l’anémie aplasique peut également prédisposer à la survenue d’une 

LAM dite secondaire. La leucémique chronique peut également évoluer en syndrome aiguë 

(Zeichner et Arellano 2015). 
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3.2 L’hématopoïèse clonale 

Les LAM sont des maladies pouvant également survenir chez des personnes ne 

présentant pas de pathologie de prime abord. Les LAM sont majoritairement causées par 

des altérations génétiques liées à des anomalies chromosomiques ou des mutations de 

gènes isolés, il est question d’hématopoïèse clonale.  

Avec l'âge, les tissus accumulent un nombre croissant de mutations somatiques qui, pour 

la plupart, n'ont que peu ou pas de conséquences fonctionnelles. Il peut toutefois arriver 

qu'une mutation confère à une cellule un avantage fonctionnel. L’hématopoïèse clonale est 

l’expansion rapide d’une lignée, ou clone, de cellules souches ou progéniteurs 

hématopoïétiques suite à une mutation conférant un avantage compétitif par rapport aux 

autres clones sans nécessairement l’apparition d’une hémopathie. De ce fait, une proportion 

importante des cellules sanguines en circulation peut dériver d'une seule cellule souche 

mutée (Jaiswal et Ebert 2019). 

Cependant, certaines mutations somatiques de gènes impliqués dans l’hématopoïèse 

qui, isolées, n’induisent pas l’apparition de la LAM peuvent toutefois prédisposer : il est 

question de mutations pré-leucémiques. Ce sont généralement des mutations qui affectent 

les gènes codant pour les modificateurs épigénétiques tels que DNMT3A, ASXL1, TET2, 

IDH1 et IDH2, qui sont des mutations souvent acquises précocement et présentes dans le 

clone fondateur de la LAM (Döhner et al. 2017; Short, Rytting, et Cortes 2018). 

D’autres mutations plus tardives telles que NPM1 survenant dans les clones présentant 

les mutations pré-leucémiques sont responsables du développement de la LAM, il s’agit de 

mutations initiatrices. 

Comme la plupart des tumeurs malignes sporadiques chez l'homme, la LAM est une 

maladie complexe et dynamique qui évolue dans le temps et qui est caractérisée par de 

multiples mutations somatiques et la coexistence de clones concurrents (Döhner et al. 

2017). Si le clone leucémique majoritaire identifié au diagnostic est souvent le plus agressif, 

un clone minoritaire peut avoir la capacité de résister au traitement et initier la rechute.  

 

4. Classifications des différentes catégories de LAM 

4.1 Classification Franco-Américano-Britannique 

La première méthode de classification des LAM qui prévalait jusqu’au début des années 

2000 est le système de classification international Franco-Américano-Britannique (FAB) de 

1996. Ce système de classification est basé sur les caractéristiques morphologiques et cyto-

chimiques des cellules anormales et permet de distinguer 10 sous-types de LAM notés de 
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M0 à M7 lors de la réalisation du myélogramme. Cette classification ne reflète cependant 

pas la sévérité de la maladie mais reste un outil indispensable pour l’orientation du 

diagnostic et la prise en charge initiale (Döhner et al. 2022) (Tableau 1). 

 

Groupes  Caractéristiques 
LAM 0 Indifférenciée 
LAM 1 Myéloblastique sans différenciation 
LAM 2 Myéloblastique avec différenciation 
LAM 3 Promyélocytaire 
LAM 4 Myélo-monocytaire 

LAM 4 Eo Myélo-monocytaire avec éosinophiles anormaux 
LAM 5a Monocytaire sans différenciation 
LAM 5b Monocytaire avec différenciation 
LAM 6 Érythroblastique 
LAM 7 Mégacaryocytaire 

Tableau 1 : Classification FAB des LAM. 

 

4.2 Classification de l’Organisation Mondiale de la Santé 

La valeur pronostic limitée de la classification FAB a résulté en 2001 au développement 

par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) d’une nouvelle méthode de classification 

pour y intégrer les données cliniques, l’immunophénotype, les données morphologiques, 

les anomalies cytogénétiques récurrentes et le statut mutationnel de certains gènes. 

La dernière version révisée publiée en 2016 organise les LAM en 6 sous-types avec (1) 

les LAM avec anomalies génétiques récurrentes, (2) les LAM avec des caractéristiques liées 

à la myélodysplasie, (3) les néoplasmes myéloïdes liés aux thérapies, (4) les LAM non 

spécifiées, (5) les LAM associées au sarcome myéloïde et (6) les LAM liées au syndrome 

de Down (Trisomie 21). 

Parmi les LAM avec anomalies génétiques récurrentes, il existe 11 sous-types classés 

en fonction de translocations chromosomiques distinctes comprenant NPM1, CEBPA, BCR-

ABL1 et RUNX1 mutés. Certaines anomalies génétiques telles que la monosomie 5 ou 7 et 

la délétion 5q ou 7q permettent également de diagnostiquer les LAM avec des 

caractéristiques liées à la myélodysplasie (Döhner et al. 2022) (Tableau 2). 

 

Groupes pronostics Principales anomalies génétiques 
LAM avec anomalies 

génétiques récurrentes 
t(15;17) (q22;q12) ; PML-PARA (favorable), t(8;21) 
(q22;q22) ; RUNX1-RUNX1T1 (favorable), 
inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1 ;q22) ; CBF-
MYH11 (favorable), t(9;11)(p22;q23) ; MLLT3-MLL 
(intermédiaire), t(6;9)(p23;q34) ; DEK-NUP214 
(défavorable), inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2) ; 
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RPN1-EVI1 (défavorable), LAM (mégacaryoblastique) 
avec t(1;22)(p13;q13) ; RBM15-MKL1 
Mutations génétiques : 

- Favorables : NPM1 muté isolé sans FLT3-ITD, 
CEBPa 

- Défavorables : FLT3/ITD, c-KIT. 
LAM avec des 

caractéristiques liées à 
la myélodysplasie 

• Pas d’anomalies cytogénétiques récurrentes 
• Absence de radiothérapie ou chimiothérapie 
antérieure 
• Faisant suite à un syndrome myélodysplasique ou un 
syndrome myéloprolifératif/dysplasique 
• Ou présentant des anomalies cytogénétiques 
apparentées à celles des myélodysplasies 
• Ou présentant une dysplasie sur > 50 % des cellules 
d’au moins 2 lignées myéloïdes 

Néoplasmes myéloïdes 
liés aux thérapies 

Quelque soit le traitement si une seule anomalie 
cytogénétique associée 

LAM non spécifiées • Reprend la classification FAB (M0 à M7 hors M3), en 
l’absence d’anomalies cytogénétiques ou moléculaires 
pouvant les classer ailleurs 
• LAM à précurseurs basophiles 
• Panmyélose aiguë avec myélofibrose 

LAM associées au 
sarcome myéloïde 

Le sarcome myéloïde est une tumeur solide des 
cellules myéloïdes qui apparaît hors de la MO 

LAM liées au syndrome 
de Down 

LAM associée à la trisomie 21 

Tableau 2 : Classification OMS des LAM. 

 

Cette classification ayant une valeur pronostic indiscutable ne classifie cependant pas 

les caractéristiques de la LAM selon les risques pronostiques des anomalies cytogénétiques 

et ne permet pas de déterminer l’issue de la maladie et le traitement thérapeutique à 

adopter. 

 

4.3 Classification de la European LeukemiaNet 

Les LAM ont donc ensuite été classées par la European LekeumiaNet (ELN) en 3 

groupes de risques pronostiques : favorable, intermédiaire et défavorable basés sur les 

risques cytogénétiques et la reconnaissance de sous-ensembles de maladies moléculaires 

distinctes de la cytogénétique (Arber et al. 2016; Vardiman et al. 2009) (Tableau 3). 

Malgré les avancées sur l’identification des mutations impliquées dans le développement 

des LAM, la contribution exacte de chaque mutation individuellement reste encore à être 

étudiée. En effet, la pathogenèse et la sévérité de la LAM dépendent fortement des 

interactions entre différentes altérations somatiques. Ainsi, la mutation de c-KIT a été 

associée à t(8;21) ou inv(16), et sa présence a des implications significatives sur le pronostic 
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permettant de classifier la LAM présentant cette mutation comme risque intermédiaire. De 

même, la mutation de NPM1 est une mutation souvent associée à la mutation FLT3-ITD ou 

à des mutations de gènes impliqués dans les processus épigénétiques tels que DNMT3A 

et IDH1 ou IDH2 et ces associations peuvent induire un pronostic différent (Patel et al. 

2012). 

Par ailleurs, les réarrangements chromosomiques t(8;21), t(15;17) ou inv(16) sont tous 

associés à un pronostic favorable à 66% chez les patients de moins de 60 ans et à 33% 

chez les patients de plus de 60 ans (Döhner et al. 2010; Estey 2014; Mrózek et al. 2012). 

Cette classification des anomalies moléculaires et cytogénétiques permet d’aider le 

clinicien dans la démarche thérapeutique. 

	 

Groupes 
pronostics 

Principales anomalies moléculaires et cytogénétiques 

Favorable t(8 ;21)(q22 ;q22.1) ;RUNX1-RUNXT1 ; inv(16)(p13.1q22) ou 
t(16 ;16)(p13.1 ;q22) ; CBFB-MYH11, NPM1 muté sans FLT3-
ITD ou avec FLT3-ITDlow 

Intermédiaire NPM1 muté avec FLT3-ITDhigh, NPM1 avec FLT3-ITDhigh 
t(9 ;11)(p21.3 ;q23.3) ; MLLT3-KMT2A, anomalies 
cytogénétiques et/ou moléculaires non classées dans les 
groupes favorable ou adverse 

Adverse t(9 ;22)(q34.1 ;q11.2) ; BCR-ABL1, inv(3)(q21.3 ;q26.2) ou 
t(3 ;3)(q21.3 ;q26.2) ; GATA2, EVI1, RUNX1 muté, ASXL1 muté, 
TP53 muté, BCOR muté 

Tableau 3 : Classification ELN des LAM. 

 

5. Diagnostic 

5.1 Prélèvements et examens 

Le diagnostic de la LAM est effectué par le biais d’un examen de la MO appelé 

myélogramme. Cet examen est réalisé sous anesthésie locale afin de prélever une quantité 

réduite de MO grâce à une aiguille creuse introduite dans un os comme le sternum ou l’os 

iliaque. L’étude de la MO permet de détecter les cellules anormales, leurs chromosomes et 

leurs gènes. En parallèle, une prise de sang est également effectuée afin de réaliser la 

numération de la formule sanguine (NFS) et ainsi quantifier les différentes cellules du sang 

et détecter les anomalies. Le choix du traitement dépendra des résultats obtenus.  

 

5.2 Diagnostic par immunophénotypage 

La LAM est diagnostiquée de différentes manières, la première étant par 

immunophénotypage grâce à la cytométrie en flux afin d’identifier les marqueurs de surface 
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cellulaires et intracellulaires qui ne sont toutefois pas exprimés dans tous les cas en raison 

de l’hétérogénéité de la LAM. La LAM est diagnostiquée à partir de la présence de 20% ou 

plus de cellules leucémiques dans le sang périphérique ou la MO. 

L’immunophénotypage qui permet de déterminer le phénotype anormal des cellules 

leucémiques (leukemia-associated immunophenotype, LAIP) est caractérisé notamment 

par les marqueurs CD45, CD34, CD117, CD133, CD33, CD13 et est également nécessaire 

pour le suivi ultérieur de la maladie minimale résiduelle (minimal residual disease, MRD). 

L’analyse de la présence de cellules souches leucémiques (CSL, phénotype CD34+ CD38-

) est aussi réalisée aux différents stades de la maladie (Ossenkoppele et Schuurhuis 2014; 

Zeijlemaker et al. 2019; Pelcovits et Niroula, 2020). Aujourd’hui, le phénotype associé aux 

CSL serait le suivant : CD34+/CD38-/CD45RA+/CD90-/CD123+/CD97+/TIM-3+/CLL-1+. 

 

5.3 Diagnostic par étude cytogénétique et moléculaire 

Chaque anomalie génétique ayant une valeur pronostic, les tests de génétique 

moléculaire permettent de dépister toutes les anomalies génétiques qui (i) définissent les 

catégories de maladie et de risque ou qui (ii) sont nécessaires pour établir un traitement 

ciblé. Pour déterminer le traitement le plus adapté au patient, l’étude des facteurs pronostics 

est réalisée et implique un screening pour les anomalies spécifiques comme (i) les fusions 

génétiques RUNX1 :RUNX1T1, CBFB :MYH11, KMTT2A (MLL) et MECOM (EVI1) ou les 

mutations des gènes NPM1, CEBPA et RUNX1 car elles définissent la catégorie de la 

maladie, (ii) les mutations de FLT3, (iii) les anomalies génétiques telles que t(8 ;21), inv(16) 

ou t(15 ;17), (iv) les anomalies chromatiques liées à la myélodysplasie comme la perte de 

matériel chromosomique 5q, 7q ou 17p et (v) les mutations de TP53 et ASXL1 car ces 

facteurs sont associés à un mauvais pronostic.  

L'impact pronostique de nombreux marqueurs peut varier car l'effet d'une anomalie 

donnée peut être dépendante de la présence ou de l'absence d'une autre. Un exemple de 

cette interaction entre les gènes est qu’une mutation de NPM1 ne donne un pronostic 

favorable que lorsque la mutation est seule ou en présence des mutations IDH1 et IDH2 et 

en l'absence de la mutation FLT3-ITD, alors que les mutations simultanées d'ASXL1 et de 

RUNX1 donnent un pronostic particulièrement mauvais, tout comme les mutations PHF6 et 

MLL. Les signatures génétiques permettent donc de déterminer la gravité de la LAM, bien 

que seul un nombre limité de marqueurs moléculaires comme les mutations impliquant 

NPM1, CEBPA, FLT3-ITD et c-KIT sont considérés comme pertinents dans le diagnostic de 

la maladie et le protocole de prise en charge thérapeutique (Döhner et al. 2022; Pelcovits 

et Niroula, 2020; Patel et al. 2012).  
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Le diagnostic de la LAM est complété par l’étude de l’activité de la myélopéroxydase afin 

de confirmer l’origine myéloïde de ces cellules et la recherche de la présence de corps 

d’Aurer observés le plus fréquemment dans les LAM avec t(8;21) (Arber et al. 2016). 

 

6. Prise en charge de la LAM 

6.1 La chimiothérapie conventionnelle 

i. L’agent chimiothérapeutique Ara-C 

Les analogues nucléosidiques font partie d’une famille majeure d’agents 

antinéoplasiques utilisés dans le traitement des hémopathies malignes. L’analogue 

pyrimidique modifié par un sucre appelé la cytarabine (1-β-D-ara binofuranosylcytosine ; 

ara-C) est l’un de ces analogues et est l’agent clé utilisé dans le traitement anti-tumoral 

standard durant la chimiothérapie d’induction en combinaison avec une anthracycline mais 

également en monothérapie durant la phase de consolidation chez les patients atteints de 

LAM. 

L’Ara-C est transporté dans les cellules leucémiques par des transporteurs 

membranaires comme le human Equilibrative Nucleoside Transporter 1  (hENT1). Une fois 

à l’intérieur des cellules, l’Ara-C est phosphorylé en ara-C monophosphate par l’enzyme 

désoxycytidine kinase, puis en ara-C diphosphate par la désoxycytidine monophosphate 

kinase. Enfin, la nucléoside diphosphate kinase permet l’obtention d’ara-C triphosphate 

(ara-CTP) qui est un métabolite actif de l’Ara-C. L’ara-CTP est incorporé dans les brins 

d’ADN au cours de la phase S du cycle cellulaire pour inhiber la synthèse de l’ADN, ce qui 

affecte de manière préférentielle les cellules à division rapide comme les cellules 

cancéreuses.  

La réponse au traitement ou la cytotoxicité de l’ara-C dépendent de l’incorporation de 

l’ara-CTP dans l’ADN et donc de sa concentration (Kufe et al. 1984; Huang et Plunkett, 

1995; Yamauchi 2011). 

L’effet de ce médicament sur la signalisation calcique des cellules leucémiques sera 

détaillé dans mon projet de thèse. 

 

ii. La phase d’induction 

Le traitement actuel le plus communément utilisé repose sur la chimiothérapie intensive 

souvent appelée « 7+3 » du fait de sa durée de 7 jours de perfusion de cytosine arabinoside 

(cytarabine, Ara-C) ou d’autres agents similaires (cladribine, fludarabine, clofarabine) en 

continu par intraveineuse à la dose de 100 à 200 mg/m2/jour suivis de 3 jours 
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d’anthracyclines à la dose de 36 à 45 mg/m2 en dose totale. Les anthracyclines utilisées 

peuvent être le daunorubicine, idarubicine ou mitoxantrone avec une dose variable pour 

chacun d’entre eux. 

Cette chimiothérapie comporte successivement une phase d’induction qui vise à réduire 

la masse de cellules leucémiques afin de restaurer l’hématopoïèse normale, puis une phase 

de consolidation afin de renforcer la rémission complète, c’est-à-dire la disparition des 

signes de la maladie et la non détection des cellules leucémiques (Döhner et al. 2010; 2017; 

Dombret et Gardin 2016). 

 

iii. La rémission complète 

Suite au traitement chimiothérapeutique, une rémission complète se caractérise par la 

présence de moins de 5% de cellules leucémiques dans la MO, un nombre absolu de 

neutrophiles supérieur à 1 x 109/L, un nombre de plaquettes supérieur à 100 x 109/L et 

l’absence de transfusion sanguine. 

La rémission complète est obtenue chez 60 à 80% des patients de moins de 60 ans et 

chez 40 à 60% des patients de plus de 60 ans. Cette rémission dépend également du type 

de LAM qui affecte les patients. La rémission complète est dose-dépendante bien que cela 

soit moins significatif chez les patients de plus de 65 ans. De la même manière, de trop 

fortes doses d’Ara-C s’avèrent toxiques pour le patient. 

Les taux de rémission complète sous un traitement conventionnel 7+3 sont d’environ 70 

à 85% avec une génétique favorable, de 60 à 75% avec une génétique intermédiaire et de 

25 à 40% avec une génétique défavorable. 

Toutefois, la plupart des patients ayant obtenu une rémission complète après le 

traitement d’induction rechutent et la durée médiane de rémission complète sans allogreffe 

est d’environ 1 an (Döhner et al. 2017).  

 

iv. Le traitement de consolidation/post-rémission 

Afin de maintenir le patient en rémission, une chimiothérapie de consolidation est mise 

en place après la phase d’induction. Elle peut être réalisée avec les mêmes drogues ou non 

que celles utilisées lors de la phase d’induction, et ce, à haute dose pendant plusieurs 

cycles. 

Concernant les LAM à risque favorable ou intermédiaire, aucun traitement n’est 

recommandé après la thérapie de consolidation puisque le risque de rechute est jugé 

inférieur à 35%. Cependant, d’autres thérapies traditionnelles peuvent compléter la 

chimiothérapie intensive lorsque celle-ci n’est pas jugée suffisante pour atteindre une 
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rémission complète, ou lorsque les patients présentent des risques intermédiaires ou 

défavorables (Burnett et al. 2013; Löwenberg 2013). 

Ces thérapies traditionnelles sont les greffes de cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) allogéniques (provenant d’un donneur sain) ou autologues (provenant du même 

patient dont les CSH ont été isolées après traitement de consolidation), et l’infusion de 

lymphocytes de donneurs afin de restaurer l’hématopoïèse et une réponse immunitaire 

effective contre les cellules leucémiques (Cornelissen et Blaise 2015). 

Souvent, la greffe de CSH n’est pas jugée utile car les risques de toxicité ou de 

complications sont plus élevés que les bénéfices de cette greffe. En réalité, seule une 

minorité de patients reçoit une greffe des CSH notamment à cause de l’âge avancé, des 

comorbidités, de la toxicité de précédentes thérapies, de l’inhabilité à atteindre un stade de 

rémission complète, d’une rechute ou de leucémie réfractaire (Döhner et al. 2022). 

En première intention, le protocole moins agressif venetoclax/azacitidine est 

recommandé chez les patients âgés ne supportant pas la chimiothérapie intensive. Le 

venetoclax est un inhibiteur de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et permet ainsi de ralentir 

la progression de la maladie et l’azacitidine (Vidaza) influe sur DNMT1 et entraîne 

l’inactivation des ADN méthyltransférases, ce qui engendre une hypométhylation de l’ADN 

(Pollyea et al. 2022). 

 

6.2 Thérapies combinées ou de substitution 

i. Thérapies ciblées 

La dépendance des thérapies précédemment développées à l’activité des lymphocytes 

T (LT) indique une sensibilité des cellules de LAM à l’action cytotoxique du système 

immunitaire (SI) et justifie l’utilisation des thérapies ciblant des anomalies récurrentes et 

immunothérapies qui sont de plus en plus étudiées pour le traitement des LAM en 

complément ou en remplacement du traitement conventionnel (Khaldoyanidi et al. 2021). 

Certaines thérapies ciblées peuvent inhiber les protéines kinases ou d’autres protéines 

impliquées dans des voies de signalisation modifiées dans les LAM. La midostaurine, un 

inhibiteur de FLT3, se lie au domaine catalytique des kinases et peut compléter la 

chimiothérapie intensive en cas de facteurs pronostics défavorables, de rechute ou de 

maladie réfractaire chez les patients âgés de moins de 60 ans atteints de LAM associée à 

la mutation FLT3 (Döhner et al. 2022). 

Suite à la découverte de modifications épigénétiques récurrentes chez des patients 

atteints de LAM, des thérapies ciblant les régulateurs épigénétiques IDH1 et IDH2 comme 
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l’ivosidenib et l’enasidenib respectivement ont été développés et ont montré une 

amélioration de la survie des patients (Stein et al. 2017; DiNardo et al. 2018). 

 

ii. Immunothérapies 

Les immunothérapies permettent de stimuler le système immunitaire pour éliminer les 

cellules cancéreuses. Il existe notamment des anticorps monoclonaux couplés à des agents 

cytotoxiques ciblant des antigènes présents à la surface des cellules leucémiques. Par 

exemple, le gemtuzumab est un anticorps monoclonal dirigé contre CD33 et couplé à 

l’ozogamicine, une molécule cytotoxique. Le gemtuzumab ozogamicin est utilisé à faible 

dose et peut être associé à une chimiothérapie conventionnelle ou utilisé en monothérapie 

d’induction et de consolidation chez les patients présentant une LAM CD33+ (Lambert et al. 

2014). L’anticorps dirigé spécifiquement contre l’antigène CD123, qui est le récepteur à l’IL-

3 exprimé par les progéniteurs et précurseurs leucémiques et couplé à un agent cytotoxique, 

a montré une forte efficacité tumorale in vitro et in vivo (Kovtun et al. 2018).  

L’immunothérapie concerne également l’inhibition de points de contrôle immunitaires 

régulant négativement l’activité des LT, notamment les axes inhibiteurs PD-1/PD-L1 et 

CTLA-4. L’inhibition de ces points de contrôle permet le maintien de l’activité des LT et ainsi 

l’élimination des cellules leucémiques. Ces points de contrôle et leurs inhibiteurs seront 

développés dans la suite de ce manuscrit.  

Une autre stratégie repose sur la vaccination de peptides antigéniques tels que WT1 afin 

d’éduquer les LT et leur permettre de reconnaître et éliminer les cellules leucémiques 

présentant l’antigène spécifique (Greiner et al. 2008).  

Ces dernières années, le développement de cellules T à récepteur d'antigène chimérique 

(chimeric antigen receptor-T, CAR-T) a émergé. Il s’agit de modifier génétiquement les LT 

d’un patient in vitro afin qu’ils expriment des récepteurs de synthèse liant un antigène 

tumoral exprimé à la surface des cellules cancéreuses. Ceci permet l’induction de la 

réponse lymphocytaire contre les cellules leucémiques indépendamment du HLA qui peut 

être sous-exprimé. À ce jour, des cellules CAR-T ciblant les antigènes CD33 et CD123 qui 

sont exprimés chez une majorité des patients atteints de LAM sont actuellement en phase 

d'essai clinique. Cependant, ces antigènes se trouvent être également exprimés par les 

cellules myéloïdes saines, ce qui peut rendre cette thérapie aspécifique et explique les 

essais cliniques encore en cours à ce jour (Gill, Maus et Porter 2016 ; Kenderian et al. 2015 ; 

Cartellieri et al. 2016).  
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7. La maladie minimale résiduelle entraîne la rechute 

chez les patients 

7.1 La maladie minimale résiduelle 

Malgré 60 à 80% de chance d’obtenir une rémission complète chez les patients de moins 

de 60 ans après une chimiothérapie intensive, la rechute peut survenir dans 50 à 70% des 

cas dans un délai de 2 mois à 5 ans, et seuls 30 à 40% des patients de moins de 70 ans 

survivent 5 ans après le diagnostic (Döhner et al. 2017). 

Chez les sujets de plus de 70 ans, ou ne pouvant recevoir de traitement intensif, les 

chances de survie à long terme sont de l’ordre de 10 à 15%. Malgré les thérapies actuelles, 

ce type de pathologie néoplasique reste donc en 2023 un défi thérapeutique (Döhner et al. 

2022). 

Cette difficulté à maîtriser la maladie s’explique par la présence au sein de la MO de 

cellules leucémiques résistantes à la chimiothérapie et en nombre suffisamment faible pour 

qu’elles soient indétectables par les examens de routine : il s’agit de la maladie minimale 

résiduelle (minimal residual disease, MRD). Ces cellules responsables de la MRD sont 

associées à la résurgence de la maladie qui entraîne la rechute chez les patients (Hackl et 

al. 2015; Shlush et al. 2017; Ho et al. 2016; Thomas et Majeti 2017) (Schéma 2). 

 

Schéma 2 : Évolution de la LAM au cours du temps. La maladie minimale résiduelle peut 
survenir après le traitement chimiothérapeutique et la rémission complète. La quantité de 
cellules en MRD peut se trouver sous les seuils de détection (ligne en pointillés). La MRD 
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peut induire des rechutes plus ou moins tardives, ou alors les cellules résiduelles peuvent 
persister en situation d’équilibre avec le système immunitaire. 
 

7.2 Détection de la MRD 

Il existe deux approches méthodologiques utilisées dans la détection de la MRD qui 

diffèrent dans leur sensibilité de détection, à savoir la cytométrie en flux, qui détecte environ 

1 cellule sur 10 000 et les techniques moléculaires comme la PCR quantitative en temps 

réel (real time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) qui détecte 1 cellule sur 1 

million. La MRD peut être évaluée à des moments précoces, notamment après le traitement 

d’induction et de consolidation afin d’évaluer le statut de rémission et ainsi déterminer la 

cinétique de la réponse de la maladie. La MRD peut également être évaluée après le 

traitement de consolidation dans le but de prédire une potentielle rechute. 

 

i. Détection par cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une approche détectant les marqueurs phénotypiques aberrants 

exprimés par les cellules leucémiques résiduelles. Il existe deux stratégies partiellement 

complémentaires. La première stratégie est l’immunophénotype associé aux leucémies 

(leukemia associated immunophenotype, LAIP) qui est établi à partir du phénotype des 

cellules leucémiques au diagnostic. Ce phénotype est déterminé par une combinaison 

unique et spécifique d’antigènes, faisant qu’un LAIP ne décrit pas nécessairement 

l’ensemble des cellules leucémiques et plusieurs LAIP peuvent être définis pour une LAM. 

Une modification des LAIP est observée chez 70% des patients après rechute avec un 

changement complet dans 24% des cas.  

La seconde stratégie relève de l’identification d’immunophénotypes différents de la 

normale (Different from normal, DfN) qui sont des combinaisons d’antigènes déterminés sur 

des échantillons de suivi indépendamment du diagnostic et qui sont donc identiques pour 

toutes les LAM.  

Le statut de rémission évalué par cytométrie en flux est informatif chez 90% des patients 

atteints de LAM et contribue à la classification du risque de rechute.  

 

ii. Détection par qPCR 

La méthode de détection par qPCR permet de détecter l’expression des anomalies 

cytogénétiques ou des mutations de gènes exprimés par les cellules leucémiques. Chez 

environ 60% des jeunes adultes, les cellules leucémiques sont informatives pour un 

marqueur moléculaire qui peut être suivi par des tests de RT-qPCR basés sur l'ARN. Les 
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marqueurs moléculaires comprennent les gènes mutés comme NPM1, les transcrits de 

fusion comme MLLT3-KMT2A, ou les gènes surexprimés comme WT (Wilms tumor)-1. 

La sensibilité du test dépend de l'expression relative de la cible dans les cellules 

leucémiques par rapport aux gènes de référence. L’expression élevée du gène muté NPM1 

au sein des cellules leucémiques permet une sensibilité de détection très élevée 

contrairement à la fusion des gènes MLLT3-KMT2A qui offre une sensibilité de détection 

bien plus faible en raison de la faible expression du gène de fusion. La sensibilité du test 

varie donc également en fonction de la cible ainsi qu'entre les patients. 

Il a récemment été mis en évidence que le gène suppresseur de tumeur WT1 est 

surexprimé chez environ 80% des patients atteints de LAM et peut donc être considéré 

comme une caractéristique spécifique de la LAM. Il a également été montré que les patients 

présentant des niveaux élevés de WT1 dans le sang périphérique après traitement 

chimiothérapeutique rechutaient en moyenne 12 mois après le diagnostic (Ommen et al. 

2008). 

Un seuil de positivité élevé et persistant en RT-qPCR ou un niveau croissant de cellules 

leucémiques détectées par cytométrie en flux après traitement est prédictif de la rechute et 

permet de distinguer les probabilités de rechute entre les patients. De plus, la détection de 

la MRD offre une possibilité d’intervention précoce afin de prévenir la rechute (Döhner et al. 

2017). 

 

7.3 Les cellules responsables de la MRD et la rechute associée 

La détection et le suivi de la MRD sont complexifiés par l’hétérogénéité de la LAM. 

Différentes possibilités expliquent l’origine des cellules leucémiques responsables de la 

rechute. 

Suite au traitement, les sous-clones leucémiques présentant des aberrations et 

phénotypes différents au moment du diagnostic peuvent être éliminés, acquérir de nouvelles 

mutations ou présenter une instabilité antigénique. Ding et al. ont montré à l’aide du 

séquençage et de l’analyse du génome entier que, chez certains patients, la rechute peut 

être liée à la réapparition du sous-clone majoritairement responsable de la maladie 

présentant de nouvelles mutations qui témoignent d’une évolution clonale lui permettant 

d’échapper au système immunitaire (Ding et al. 2012). 

Chez d’autres patients, le sous-clone leucémique majoritaire a été éliminé grâce à la 

chimiothérapie et la rechute se caractérise par l’émergence d’un sous-clone qui était 

minoritaire au diagnostic, chimiorésistant et porteur de mutations déjà présentes au 

diagnostic (Bachas et al. 2012; Hope, Jin, et Dick 2004; Ng et al. 2016; Shlush et al. 2014). 
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Le traitement peut également entraîner l’émergence d’un nouveau clone leucémique et il 

est aussi possible qu’après rémission complète, des sous-clones porteurs des principales 

mutations récurrentes DNMT3A, NPM1, IDH1 et NRAS, précurseurs de la maladie, 

persistent toujours et puissent être la source de réévolutions clonales ultérieures (Kim et al. 

2016; Genovese et al. 2014; Young et al. 2016). 

Des études restent cependant nécessaires pour définir les mutations comme DNMT3A 

et IDH1/2 indicatrices de clones leucémiques associés à une rechute parmi les mutations 

associées aux clones préleucémiques qui sont peu prédictifs de la rechute malgré leur 

persistance après chimiothérapie et rémission (Döhner et al. 2017). 

 

B. Les cellules souches leucémiques : principales 

responsables du développement de la maladie 

1. Les cellules souches hématopoïétiques 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) produisent les cellules sanguines tout au 

long de la vie d’un individu. Elles sont caractérisées par la quiescence, l’auto-

renouvellement et la différenciation en plusieurs lignées différentes (van Velthoven et Rando 

2019). 

Les CSH sont des cellules indifférenciées à longue durée de vie qui sont uniques dans 

leur capacité à produire par division asymétrique une cellule souche fille afin de maintenir 

la réserve de cellules souches et une cellule fille qui, après plusieurs divisions, est destinée 

à se différencier. La quiescence des cellules souches est cruciale pour éviter leur 

épuisement dans des conditions de stress et pour maintenir un approvisionnement en 

cellules sanguines matures afin d’assurer la préservation des tissus tout au long de la vie 

d’un individu (Urbán et Cheung 2021).  

Seule une faible quantité de CSH quitte son état de quiescence et entre dans le cycle 

cellulaire en réponse à un stress hématopoïétiques. Cette entrée dans le cycle cellulaire 

induit la prolifération et différenciation des CSH dans le but de produire des cellules 

sanguines matures ou s’autorenouveler afin de reconstituer la réserve de CSH. La 

quiescence est donc primordiale pour protéger le compartiment de CSH et maintenir la 

réserve de CSH sur de longues périodes, mais également pour éviter des divisions 

cellulaires répétées qui induiraient une accumulation de mutations. Une sortie de 

quiescence par un trop grand nombre de CSH conduit à un épuisement prématuré de la 

réserve de CSH, une altération de l’auto-renouvellement et un défaut de production de 

cellules matures, ce qui entraîne in fine une défaillance hématologique. Cet équilibre entre 
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quiescence et prolifération est rigoureusement régulé par des mécanismes intrinsèques aux 

CSH et par l’interaction de ces dernières avec leur microenvironnement (van Velthoven et 

Rando 2019; Urbán et Cheung 2021; Boyd et Rodrigues 2018; Wilson et Trumpp 2006; 

Essers et al. 2009). 

 

2. Les cellules souches leucémiques 

Les chercheurs Furth et Kahn ont découvert en 1937 que des cellules leucémiques 

inoculées à des souris étaient capables d’induire la leucémie et la mort en 15 à 50 jours 

chez 5% des souris. Cela suggère donc que les hémopathies malignes contiennent une 

sous-population minoritaire de cellules capables de développer la leucémie une fois 

transplantées dans une souris hôte (Furth et al. 1937). 

Par la suite, en 1970 Clarkson et al. ont mis en évidence l’organisation hiérarchique et la 

prolifération hétérogène des hémopathies. Les chercheurs ont observé que les CSL à cycle 

lent résistent à la chimiothérapie et causent la rechute en sortant de leur état de quiescence 

afin de renouveler les réserves de cellules leucémiques (Clarkson et al. 1970). Ces études 

sont ensuite appuyées par Pierce et al. qui ont identifié que, contrairement aux cellules 

différenciées, seules les cellules indifférenciées peuvent former des tumeurs, ce qui 

confirme l’hypothèse qu’un sous-ensemble de cellules cancéreuses appelées cellules 

souches tumorales sont à l’origine de la tumorigénèse (Pierce et Wallace 1971). 

Ce sont les chercheurs Lapidot et al. qui ont, pour la toute première fois, proposé le 

concept de cellules souches cancéreuses (CSC) dans les LAM et ont donc identifié les 

cellules souches leucémiques (CSL). Ensuite, d’autres chercheurs ont prouvé que les CSL 

jouaient un rôle crucial dans l’oncogenèse, le traitement et le diagnostic de la LAM (Lapidot 

et al. 1994). 

Les CSL proviennent soit de CSH normales, soit de cellules progénitrices plus 

différenciées qui ont acquis des caractéristiques malignes leur permettant de se dé-

différencier pour à nouveau présenter les caractéristiques de CSH. L’équipe dirigée par 

John Dick a été la première à démontrer que les cellules de LAM sont organisées de la 

même manière hiérarchique que les cellules de l’hématopoïèse normale avec les CSL au 

sommet de cette hiérarchie (Bonnet D, Dick JE 1997). Les CSL, qui sont majoritairement 

quiescentes (O’Reilly, Zeinabad et Szegezdi 2021), possèdent une capacité d’auto-

renouvellement plus importante que celle des CSH, ce qui entraîne l’expansion rapide de 

cellules leucémiques plus différenciées et ainsi une importante prolifération cellulaire. Des 

études ont montré que, lorsque transplantées chez des modèles animaux 
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immunodéficients, les CSL se logent dans la MO, initient et maintiennent la maladie à long 

terme en proliférant et générant de nouvelles cellules leucémiques. 

Il a également été constaté que ces CSL sont présentes à raison d’une cellule pour 250 

000 à 1 000 000 de cellules leucémiques. Différentes études ont démontré la présence de 

CSC dans divers cancers et confirmé leur rôle dans la résistance aux traitements et le 

pronostic défavorable des patients (Walcher et al. 2020, Huang et al. 2020, Eun, Ham et 

Kim 2017). 

La MRD et la rechute associée pourraient être causées par cette population de cellules 

souches leucémiques présentes en faible quantité au moment du diagnostic mais plus 

prédominantes à la rechute (Toledo-Guzmán et al. 2018; Eun, Ham, et Kim 2017). La 

recherche de la présence de CSL chez le patient LAM à différents stades de la maladie est 

réalisée en clinique et, afin d’éradiquer la maladie et atteindre une rémission complète, les 

traitements doivent donc être capables d’éliminer les CSL et c’est pourquoi, dans le but 

d’améliorer les chances de survie des patients, il est important de mieux caractériser les 

mécanismes de régulation de ces dernières (Hope, Jin, et Dick 2004; Krause et Van Etten 

2007; Dick 2005). 

 

3. Caractérisation des cellules souches leucémiques 

3.1 Caractérisation immunophénotypique des CSL 

Les CSL étant responsables de la MRD et de la rechute, il est important de mieux les 

identifier pour ainsi mieux les cibler lors de la mise en place des traitements thérapeutiques 

(Hope, Jin, et Dick 2004; Krause et Van Etten 2007). Plusieurs études ont donc identifié une 

signature spécifique de marqueurs de surface cellulaires exprimés par les cellules 

leucémiques permettant de les différencier. Cette signature permet de discriminer les 

cellules leucémiques des cellules normales mais il est toutefois également important de 

distinguer des cellules leucémiques la sous-population initiatrice de leucémie, les cellules 

souches leucémiques (Kern et al. 2003; Al-Mawali et al. 2008). 

 

i. Les cellules leucémiques CD34+ CD38- sont enrichies en CSL 

Le marqueur de surface cellulaire CD34 est un marqueur exprimé spécifiquement par 

une population minoritaire de cellules immatures de la MO qui comprend les cellules 

progénitrices et cellules souches pluripotentes. Il a été montré que 75% des échantillons de 

patients atteints de LAM présentent une expression positive du marqueur CD34 pourtant 

présent sur uniquement 10% des cellules leucémiques. Une étude a également mis en 
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évidence que la capacité d’auto-renouvellement est propre à la sous-population CD34+ 

(Boyd et Rodrigues 2018). 

L’expression de CD38 sur la population CD34+ permet de discriminer les cellules 

engagées dans la différenciation. Le phénotype CD34+ CD38- définit donc les cellules 

immatures de LAM comme l’ont montré des études in vitro et in vivo (Lapidot et al. 1994). 

Pour la première fois, en 1997, grâce au trieur de cellules par fluorescence (fluorescence 

activated cell sorting, FACS), et en se basant sur l’expression des CSH, Dick et al. sont 

parvenus à isoler au sein des cellules leucémiques une sous-population de cellules CD34+ 

CD38-. Les chercheurs Bonnet et Dick ont décrit que seules les cellules leucémiques qui 

présentent le phénotype CD34+ CD38- de manière similaire aux CSH normales ont la faculté 

d’initier la LAM. Ils les ont donc dénommées les CSL ou cellules initiatrices de la leucémie 

(Bonnet D, Dick JE 1997). 

Pour appuyer ce propos, d’autres études ont montré que la sous-population CD34+ CD38- 

transplantée au sein de souris SCID permet le développement de la LAM chez ces souris. 

Les cellules de LAM présentant ce phénotype sont donc considérées comme initiatrices de 

LAM, tandis qu’à contrario les populations CD34+ CD38+ et CD34- n’induisent ni le 

développement ni la prolifération des cellules leucémiques. De plus, des études in vitro 

témoignent de la résistance à la chimiothérapie des cellules CD34+ CD38- à l’inverse des 

cellules CD34+ CD38+ (van Rhenen et al. 2005; Ishikawa et al. 2007; Costello et al. 2000). 

La sous-population minoritaire et hétérogène de cellules LAM immatures exprimant le 

phénotype CD34+ CD38- a été établie comme étant la population contenant des CSH qui 

présentent le plus de mutations au diagnostic mais aussi majoritairement présente lors de 

la rechute (Pollard et al. 2006). Plusieurs laboratoires ont montré qu’un taux élevé de CSL 

CD34+ CD38- au moment du diagnostic est corrélé à une évolution défavorable concernant 

la réponse au traitement et à la survie globale du patient LAM (Bachas et al. 2012; Hope, 

Jin, et Dick 2004; Sarry et al. 2011). 

Les cellules CD34+ CD38- sont donc une sous-population enrichie en cellules 

chimiorésistantes, initiatrices de la leucémie, capables d’auto-renouvellement et pouvant 

entraîner la rechute en maintenant une réserve de cellules leucémiques. Le suivi de la LAM 

est donc réalisé en étudiant majoritairement l’expression du compartiment CD34+ CD38- 

comprenant les CSL de LAM (Thomas et Majeti 2017; Craddock et al. 2013; Eppert et al. 

2011; Pollyea et Jordan 2017). 
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ii. Expression des marqueurs extracellulaires CD33 et HLA-DR 

Le marqueur extracellulaire CD33 est un antigène de différenciation myéloïde qui est 

exprimé durant l’hématopoïèse normale par les précurseurs myéloïdes mais pas les CSH. 

Au contraire, CD33 est surexprimé par les cellules leucémiques dans 85 à 90% des LAM, 

bien que les progéniteurs pluripotents leucémiques montrent une plus faible expression de 

CD33 contrairement aux précurseurs leucémiques qui sont considérés CD33+. Cet antigène 

n’est donc pas complètement spécifique des cellules leucémiques. Cependant, la différence 

d’expression de CD33 entre les cellules leucémiques et précurseurs myéloïdes normaux, et 

étant donné qu’il est exprimé par les CSL de la LAM, permet de faire de CD33 la cible dans 

le développement de traitements de la LAM (Sperr et al. 2005; Hamann et al. 2002; Thomas 

et Majeti 2017). 

Plusieurs études ont déterminé qu’une grande proportion de cellules CD34+ CD38- 

exprime CD33 (Hauswirth et al. 2007). Cependant, une étude intéressante a montré que 

CD33 est moins exprimé à la rechute comparée au diagnostic et est également moins 

exprimé par les CSL comparées à la population totale des cellules leucémiques. Dans cette 

même étude, l’expression de CD33 semble varier en fonction du type de mutations. En effet, 

CD33 semble être plus fortement exprimé lorsque les cellules expriment NPM1 muté/FLT3, 

NPM1 muté/FLT3-ITD et NPM1/FLT3-ITD que lorsqu’elles expriment NPM1/FLT3. Enfin, 

cette étude montre également que l’expression de CD33 ne diffère pas entre les LAM 

classées dans les groupes de risques favorables et défavorables (Haubner et al. 2019). 

Human leukocyte antigen (HLA)-DR est le récepteur de surface exprimé par les cellules 

cibles présentant l’antigène au récepteur de surface (T cell receptor, TCR) du LT lui 

permettant de reconnaître la cellule cible et de l’éliminer. Une étude a montré que les 

cellules leucémiques de 21% de patients LAM au diagnostic présentant le phénotype CD33+ 

CD34+ n’exprimaient pas HLA-DR (San Miguel et al. 1997; Gorczyca et al. 2011). 

Les mutations génétiques ou l’immunoediting des CSL ont entraîné une diminution de 

l’expression des molécules HLA de classe II et des régulateurs associés nécessaires à la 

reconnaissance par les LT. Étant donné que les cellules immunitaires éliminent les cellules 

cancéreuses exprimant fortement le HLA/complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

responsable de la reconnaissance immunitaire, les cellules cancéreuses dont l’expression 

est réduite ou absente échappent à l’immunosurveillance du SI. Des études ont par ailleurs 

montré chez des patients LAM la diminution d’expression du HLA/CMH comme étant un 

mécanisme immunosuppressif caractéristique des cellules responsables de la rechute 

(Christopher et al. 2018; Zeiser et Vago 2019). 
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D’autre part, une autre étude a montré qu’une exposition des cellules leucémiques HLA-

DR- à l’Ara-C induit l’augmentation de l’expression de leur HLA de type II. L’Ara-C 

permettrait donc de moduler l’expression de HLA-DR et faciliterait l’élimination des cellules 

leucémiques (Toffalori et al. 2019). 

 

iii. Expression d’autres marqueurs de surface spécifiques des CSL 

À cause de l’hétérogénéité des LAM, la caractérisation détaillée des marqueurs de 

surface des CSL de LAM n’a, à ce jour, toujours pas permis d’identifier un marqueur unique 

universellement exprimé par les CSL et non par les autres types de cellules leucémiques et 

CSH normales. De ce fait, cibler en immunothérapie les marqueurs de CSL également 

présents sur d’autres types cellulaires pourrait causer une toxicité envers les autres cellules 

non cibles. 

Toutefois, certains marqueurs spécifiques des CSL ont été identifiés et observés comme 

étant soit sous-exprimés comme CD90 et CD117 (Blair et Sutherland 2000), soit 

surexprimés comme CD123, CD44, CD47, CD69, CD99, CLL-1, CD32, CD25, IL1RAP, 

GPR5 et CD93 au sein des CSL CD34+ CD38- par rapport aux CSH CD34+ CD38- normales 

(Jaiswal et al. 2009; van Rhenen et al. 2007; Askmyr et al. 2013; Anguille, Van Tendeloo, 

et Berneman 2012). 

Ces marqueurs de surface semblent être des cibles prometteuses pour éradiquer les 

CSL de LAM, comme par exemple le marqueur CD123 qui est un antigène restreint à la 

lignée et qui a été ciblé avec un anticorps monoclonal. En effet, étant donné que CD123 est 

préférentiellement exprimé par les CSL CD34+ CD38- et non par les CSH normales, cibler 

ce marqueur a entraîné une diminution du compartiment de CSL injecté à un modèle de 

xénogreffe (van der Lee et al. 2019; Pizzitola et al. 2014; Kenderian et al. 2015). 

De même, le marqueur de surface T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing 

protein-3 (TIM-3) est un point de contrôle inhibiteur du SI surexprimé au sein des cellules 

leucémiques et CSL, permettant ainsi de les discriminer des CSH normales (Jan et al. 2011; 

Kikushige et al. 2010). 

L’étude de Haubner et al. montre cependant une plus faible expression de TIM-3 par les 

CSL que par la population totale de cellules leucémiques à la rechute comparée au 

diagnostic. Selon cette même étude, l’expression de TIM-3 ne diffère pas non plus entre les 

LAM classées dans les groupes de risques favorables et défavorables (Haubner et al. 2019). 

Malgré les contradictions observées dans la littérature, ce marqueur reste tout de même 

intéressant pour l’immunophénotypage des cellules leucémiques étant donné son absence 

d’expression par les CSH normales. 
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3.2 Caractérisation génétique des CSL 

Le suivi de la LAM est réalisé en évaluant l’expression de marqueurs aberrants des 

cellules leucémiques ou en mesurant l’expansion anormale du compartiment CD34+ CD38- 

contenant les CSL de LAM. L’identification d’un antigène de surface spécifiquement exprimé 

par les CSL pourrait être exploité pour des approches thérapeutiques en évitant les effets 

hors cible. Toutefois, l’expression hétérogène de ces marqueurs de surface au sein d’une 

même sous-population fait qu’un tel marqueur n’a pour le moment pas été identifié. 

Les marqueurs antigéniques de la LAM sont classifiés en (i) antigènes restreints au statut 

de différenciation des cellules, (ii) antigènes associés à la leucémie, c’est-à-dire étant sous 

ou sur-exprimés par rapport aux cellules normales, comme WT1 qui est surexprimé dans 

les LAM, et (iii) antigènes spécifiques de la leucémie, c’est-à-dire issus de mutations comme 

NPM1 (Ommen et al. 2008). 

De nombreux biomarqueurs du cancer reposent sur le profilage mutationnel. Cependant, 

le haut degré de complexité moléculaire de la LAM représente un défi considérable pour la 

mise en œuvre clinique de ces approches.  

Des études ont montré qu’il existait un lien entre les mutations spécifiques des CSL et 

les résultats cliniques dans de grandes cohortes de patients LAM. Une première étude a 

montré que l’expression génique des CSL CD34+ CD38- par rapport aux cellules CD34+ 

CD38+ et CD34- avait permis d’établir un score de CSL qui était un facteur prédictif de la 

survie et de l’absence de rechute dans 4 cohortes de patients. Une autre étude a mis en 

évidence une signature d’expression génétique des CSL avec certains gènes enrichis dans 

les CSL partagés par les CSH normales comme HOPX, CD34 et ICAM1, faisant de cette 

signature un prédicteur de la survie des patients (Eppert et al. 2011; Gentles 2010; Jung et 

al. 2015). 

Une autre étude intéressante démontre que, malgré une chimiothérapie basée sur les 

anomalies cytogénétiques et moléculaires qui définissent les catégories de risques 

favorables, intermédiaires et défavorables, certains patients ne répondent pas au traitement 

ou finissent par rechuter malgré l’absence de facteurs de risques défavorables. 

L’identification de biomarqueurs permettant de discriminer les patients à haut risque est 

donc nécessaire pour établir les stratégies thérapeutiques. Le taux élevé de rechute en LAM 

pouvant être attribué à la persistance de CSL possédant des propriétés de résistance 

comme la quiescence, cette étude s’est focalisée sur les biomarqueurs prédictifs et/ou 

pronostics liés au phénotype souche des cellules. 
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Une liste de gènes spécifiquement exprimés de manière différentielle entre les CSL et 

les cellules leucémiques non souches a donc été établie à partir cellules de patients atteints 

de LAM. Le nombre de gènes spécifiques des CSL s’élève à 17 (LSC17) et sont GPR56, 

AKR1C3, CD34, NGFRAP1, EMP1, SMIM24, SOCS2, CPXM1, CDK6, KIAA0125, DPYSL3, 

MMRN1, LAPTM4B, ARHGAP22, NYNRIN, ZBTB46 et DNMT3B. Le score LSC17 s'est 

avéré hautement pronostique dans cinq cohortes indépendantes et a largement contribué à 

la prédiction précise de la résistance au traitement initial. Les patients présentant un score 

LSC17 élevé ont obtenu de mauvais résultats avec les traitements actuels, y compris la 

transplantation de cellules souches allogéniques. 

La forte valeur pronostique du score LSC17 pour l'ensemble des différents types de LAM 

suggère que les perturbations causées par les mutations se combinent à des altérations 

des propriétés souche qui confèrent une résistance au traitement standard de la LAM (Ng 

et al. 2016). 

Néanmoins, des études contradictoires sur le métabolisme montrent toutefois que les 

cellules de LAM résistantes à la chimiothérapie ne seraient pas enrichies en CSL CD34+ 

CD38- avec une signature de gènes spécifiques mais présenteraient plutôt une signature 

métabolique spécifique se traduisant par des niveaux élevés de ROS et de phosphorylation 

oxydative (Farge et al. 2017). 

 

4. Les CSL présentent une résistance innée 

Les CSC semblent être résistantes à la chimiothérapie et à la radiothérapie, une propriété 

qui explique la récurrence inévitable de la tumeur même après un premier traitement réussi. 

À l’inverse, l’absence de CSC dans des modèles murins de glioblastome confère à la tumeur 

une sensibilité à la chimiothérapie, un arrêt de la croissance de la tumeur et prolonge la 

survie des souris sans régénération apparente du cancer. 

Les CSL sont responsables de la MRD et la rechute chez le patient atteint de LAM. 

L’échappement des CSL au SI et leur persistance après chimiothérapie s’expliquent 

cependant par leur résistance innée qui se traduit par leur capacité à (i) entrer en 

quiescence et avoir un cycle cellulaire ralenti, (ii) réduire l’expression de ligands ou 

récepteurs d’activation comme leur CMH, (iii) augmenter l’expression de ligands inhibiteurs 

et de transporteurs induisant une résistance aux médicaments et (iv) manipuler les facteurs 

solubles du microenvironnement (Khaldoyanidi et al. 2021; Liu et al. 2006; Li et al. 2008; 

Chen et al. 2012; Dean 2009; Kusumbe et Bapat 2009; Marieke Alida Gertruda Essers et 

Trumpp 2010). Les mécanismes précis régulant la résistance innée restent cependant 

encore peu connus.  
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4.1 Les CSL sont des cellules majoritairement quiescentes 

La dormance cellulaire, ou quiescence est un état non prolifératif où les cellules sont hors 

du cycle cellulaire mais de manière réversible. La plupart des CSH sont quiescentes afin de 

prévenir l’épuisement prématuré de cellules souches qui assurent le maintien tissulaire ou 

tumoral. Une faible proportion de ces CSH peut tout de même sortir de son état de 

quiescence et entrer dans le cycle cellulaire afin de se développer et se différencier 

rapidement pour générer des cellules sanguines matures. Toutefois, la majorité des CSH 

reste quiescente afin d’éviter l’apparition de mutations génétiques et épigénétiques 

générées par la différenciation et pouvant entraîner le cancer (Boyd et Rodrigues 2018). 

La LAM est caractérisée par son haut taux de rechute malgré les traitements établis et le 

fort de taux de rémission obtenu. Il a été confirmé que les cellules initiatrices de leucémie 

et qui survivent à la chimiothérapie sont enrichies en une sous-population dormante dans 

la MO (Saito et al. 2010). 

Des études indiquent que les CSC survivent aux chimiothérapies qui ciblent les cellules 

en division en se maintenant en phase G0 du cycle cellulaire, phase de dormance cellulaire. 

Les CSC pourraient ensuite être activées pour proliférer, ce qui conduirait au phénomène 

de récidive. Une autre étude a montré que des CSL quiescentes en phase G0 du cycle 

cellulaire transplantées dans des souris non-obese diabetic (NOD)/severe combined 

immunodeficent (SCID) induisaient le développement de la leucémie. Il semblerait donc que 

les CSL quiescentes soient responsables de la rechute. De plus, il a aussi été montré 

qu’après que des souris transplantées aient subi un traitement chimiothérapeutique au 5-

fluorouracil, les cellules résistantes identifiées présentaient un potentiel de division 

fortement diminué.  

Des recherches révèlent également que le statut quiescent des cellules de la sous-

population CD34+ CD38- est confirmé par une signature génétique différente de celle de la 

sous-population CD34+ CD38+ (sous-expression des gènes CREBP, FZD5, BMPR1A par 

exemple)	(Cheng et al. 2000; Gal et al. 2006). Plus récemment, une étude a mis en évidence 

la présence de CSL CD34+ CD38- dans la niche endostéale de la MO d’une souris 

NOD/SCIDg (NSG) xénotransplantée avec des cellules de LAM. Ces CSL CD34+ CD38- 

étaient majoritairement quiescentes avec 0,5% de cellules en G0 et résistantes à l’Ara-C 

(Ishikawa et al. 2007; Yoriko Saito et al. 2010; Thomas et Majeti 2017). 

La quiescence, ou dormance cellulaire, est liée à une absence d’expression du marqueur 

de prolifération Ki67. Contrairement à la sénescence, la quiescence, qui est définie par un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G0, est réversible. Ainsi, une cellule en phase G0 du cycle 
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cellulaire peut réactiver sa prolifération. La quiescence est donc un mécanisme sous-jacent 

à la résistance aux traitements chimiothérapeutiques dépendant du cycle cellulaire (Osisami 

et Keller 2013; Aguirre-Ghiso 2007).	 

L’équilibre entre la quiescence et la prolifération est contrôlé par des mécanismes 

intrinsèques aux CSC et des signaux extrinsèques provenant du microenvironnement avec 

lequel interagissent les CSC et qui instaure une résistance adaptative aux chimiothérapies 

ainsi qu’aux thérapies ciblées. Ces signaux intrinsèques et extrinsèques contribuent à la 

MRD et à la rechute après traitement (Malladi et al. 2016). 

Les principaux mécanismes intrinsèques de la quiescence des CSC sont (i) P53 qui cible 

P21 pour induire la quiescence et empêcher les cellules de rentrer dans le cycle cellulaire, 

(ii) l’augmentation des espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen species, ROS) et la 

régulation des gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire par l’activation des protéines 

forkhead box (FoxO) en réponse à un stress oxydatif, (iii) la protéine hypoxia inducible factor 

(Hif) 1-a dont le niveau est élevé au sein des CSC quiescentes et qui permet de réguler leur 

métabolisme et les maintenir en quiescence, et enfin (iv) le facteur de transcription Nuclear 

Factor of Activated T cell (NFAT) qui détermine l’induction de la quiescence ou de la 

prolifération selon le membre de la famille NFAT activé (Reya et al. 2001; Wilson et Trumpp 

2006; Y. Liu et al. 2009; Spradling, Drummond-Barbosa, et Kai 2001; Tothova et al. 2007; 

Takubo et al. 2010; Patterson et al. 2021; Dick 2008). 

 

4.2 Les CSL présentent une forte activité de la pompe d’efflux 

ABCB1 

Ce qui distingue les CSC des autres types de cellules est leur caractéristique 

fonctionnelle identique à celle des cellules souches normales qui est la surexpression de 

pompes d’efflux. Ces dernières leur permettent d’exclure les drogues plus efficacement que 

les cellules non souches. Ces cellules résistantes surexpriment les transporteurs ATP-

binding cassette (ABC) et notamment ABCB1 (MDR1) pour les CSL. La famille de 

transporteurs ABC regroupe des transporteurs transmembranaires de la membrane 

plasmique qui agissent comme des pompes ATPases capables d’expulser des molécules 

endogènes ou substances exogènes grâce à l’énergie fournie par l’ATP. 

Le test d’efflux de colorant fluorescent Rhodamine 123 (Rh123) permet de mettre en 

évidence l’activité de ces pompes et d’identifier la sous-population qui les surexpriment et 

excluent donc ce colorant. Les CSH normales et cellules leucémiques quiescentes ont été 

identifiées comme étant des cellules à faible rétention de Rh123 et sont donc enrichies en 

pompes d’efflux. De plus, des études semblent montrer que le niveau d’expression de 
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MDR1 serait corrélé à la MRD et la rechute associée du patient LAM (Boyer et al. 2019; 

Touil et al. 2013; Sharom 2011; Al-Mawali, Gillis, et Lewis 2009). 

 

4.3 Les CSL expriment le ligand inhibiteur PD-L1  

Les points de contrôle immunitaires permettent la régulation des fonctions effectrices des 

cellules du système immunitaire comme les natural killer (NK) et les LT. Les molécules 

inhibitrices comme programmed cell death protein 1 (PD-1, B7), cytotoxic T-lymphocyte 

antigen-4 (CTLA-4), lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) ou T-cell immunoglobuline and 

mucin-domain containing-3 (TIM-3) jouent un rôle dans l’équilibre du SI. 

L’axe de PD-1 et son ligand programmed death ligand 1 (PD-L1, B7-H1 ou CD274) a 

d’abord été observé comme système de régulation des LT par les cellules dendritiques. En 

effet, PD-1 est exprimé par le LT et PD-L1 par la cellule dendritique dans le but de rétro-

contrôler l’activité des cellules du système immunitaire en prévention de l’autoimmunité. 

Bien que PD-1 soit une cible connue de NFAT, l’induction de l’expression de PD-L1 par 

NFAT reste une hypothèse encore aujourd’hui (Ritprajak et Azuma 2015). 

L’une des propriétés majeures de résistance innée au SI et aux chimiothérapies des 

cellules leucémiques, et plus particulièrement des CSL, est la surexpression des ligands 

des points de contrôle immunitaires des LT. Cette surexpression est d’ailleurs encore plus 

marquée en rechute. Dans les LAM, l’axe de régulation immunitaire PD-1/PD-L1 est l’axe 

majoritairement étudié (Kikushige et al. 2010; Yang et al. 2014; Lichtman et al. 2021; X. 

Chen et al. 2008; Graf et al. 2005; Herbst et al. 2014). 

PD-L1 et PD-L2 sont des ligands de PD-1. La molécule PD-L1 est une protéine 

transmembranaire codée par le gène 274 et exprimée par les LT, LB, cellules dendritiques, 

macrophages, cellules souches mésenchymateuses et d’autres cellules non 

hématopoïétiques comme les cellules endothéliales. L’expression de PD-L2 est, quant à 

elle, restreinte à moins de types cellulaires comme les cellules dendritiques et les 

macrophages (Freeman et al. 2000; Currie et al. 2009). 

L’expression de PD-L1 a été observée comme étant augmentée dans les cancers et 

associée à un mauvais pronostic dans les tumeurs solides et les LAM mais, concernant PD-

L2 les informations restent encore limitées à ce jour, bien que ce ligand ait également été 

observé dans certains cancers. PD-L1 est exprimé constitutivement dans 30 à 60% des 

cellules de LAM selon les patients et une étude a montré que le taux d’expression de PD-

L1 dans les cellules de LAM varie de 18 à 50% dans le sang périphérique et dans la MO. 

Cette expression est augmentée au moment de la rechute par rapport à celle observée au 
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diagnostic et est associée à un mauvais pronostic (Berthon et al. 2010; X. Chen et al. 2008; 

L. Chen 2004; Ishida et al. 2002; Hino et al. 2010; Hamanishi et al. 2007). 

L’augmentation de l’expression des ligands inhibiteurs du SI à la surface des cellules de 

LAM est identifiée comme un mécanisme d’échappement immunitaire dans la rechute post-

transplantation allogénique de CSH et est corrélée avec une augmentation du pronostic 

défavorable (Jinesh et al. 2017; Wu et al. 2017; Greiner et al. 2017; Brodská et al. 2019; 

Toffalori et al. 2019; Williams et al. 2019; Zajac et al. 2018; Norde et al. 2011). 

Des études ont mis en évidence une augmentation de l’expression de PD-L1 par les 

cellules CD34+ dans les LAM comparées à des cellules normales, ce qui est associé à un 

pronostic défavorable. Cependant, d’autres études n’ont pas trouvé de corrélation entre 

l’expression de PD-L1 et la forte expression de CD34 (Yang et al. 2014; Brodská et al. 

2019). 

De nombreux types de LAM présentent une surexpression de PD-L1, notamment les 

LAM NPM1 muté comparées à des LAM NPM1 non muté. De même, l’expression de PD-

L1 a été détectée comme étant généralement plus élevée au sein des cellules souches 

CD34+ CD38- de LAM NPM1 muté comparée à la LAM NPM1 non muté. Cela valide 

probablement l’hypothèse selon laquelle les réponses immunitaires dirigées par NPM1 

jouent un rôle dans l’immuno-échappement des cellules tumorales via l’expression de PD-

L1. Cibler NPM1 prodiguerait donc peut-être une immunothérapie individualisée 

prometteuse pouvant être associée aux inhibiteurs des points de contrôle immunitaires PD-

1/PD-L1 afin d’améliorer la réponse immunitaire (Greiner et al. 2017). 

La liaison de PD-L1, ligand exprimé par les cellules leucémiques, avec son récepteur PD-

1 exprimé à la surface des LT permet d’inhiber l’activité de ces derniers en inhibant leur 

prolifération et sécrétion de cytokines cytotoxiques pour ainsi échapper à la lyse cytotoxique 

du SI (Berthon et al. 2010; Xueyan Chen et Cherian 2017). 

Cette hypothèse a été soutenue par des modèles expérimentaux de dormance tumorale 

comme la souris leucémique DA1-3b qui présente des cellules cancéreuses dormantes 

surexprimant le ligand immuno-régulateur PD-L1 qui se lie à PD-1 exprimé à la surface des 

LT afin d’inhiber leur activation et réponse immunitaire (Keir et al. 2008). 

Dans un modèle murin de dormance leucémique syngénique, il a également été mis en 

évidence que la surexpression de PD-L1 par des cellules leucémiques résiduelles leur 

permet de résister à la lyse cytotoxique induite par les LT CD8+. Dans le même sens, des 

études ont montré que les CSC, dont les CSL, exprimaient PD-L1, favorisant ainsi leur 

échappement à la réponse lymphocytaire T cytotoxique (Saudemont et Quesnel 2004; 

Jinesh et al. 2017; Wu et al. 2017; Dhodapkar et al. 2015; Greiner et al. 2017). 
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De manière intéressante, des études ont aussi montré que l’expression de PD-L1 pouvait 

dépendre du statut quiescent ou prolifératif de la cellule tumorale. L’étude de Payne et al. a 

démontré que les cellules Ki67low présentant un cycle cellulaire ralenti sont plus susceptibles 

de surexprimer PD-L1 que les cellules quiescentes Ki67-. Cette modulation de l’expression 

de PD-L1 permet donc aux cellules d’échapper ou non à la lyse cytotoxique par les cellules 

du SI (Payne et al. 2016). 

 

4.4 Les CSL et le facteur de transcription NFAT 

Plusieurs facteurs de transcription jouent un rôle clé dans le destin des cellules souches, 

dont la famille de facteurs de transcription NFAT avec NFATc1 (NFAT2, NFATc), NFATc2 

(NFAT1, NFATp), NFATc3 (NFAT4, NFATx) et NFATc4 (NFAT3). Ces protéines NFAT 

possèdent deux domaines conservés : le domaine de liaison à l'ADN (DNA binding domain, 

DBD), qui est le domaine caractéristique de la famille NFAT, et le domaine régulateur N-

terminal sensible au calcium (Ca2+), appelé région d'homologie NFAT (NFAT homology 

region, NHR). La différence entre les membres NFAT réside dans les structures N et C 

terminales (Rao, Luo, et Hogan 1997; Vihma, Pruunsild, et Timmusk 2008). 

Les protéines NFAT sont des facteurs de transcription dont l’activité de NFATc1 à 4 est 

régulée par le calcium tandis que NFATc5 répond au stress osmotique. La forme inactivée 

de NFATc1 à 4 réside dans le cytoplasme sous la forme phosphorylée et une activation de 

récepteurs de surface couplés au calcium comme des récepteurs tyrosine kinase 

déclenchent la cascade de signalisation via la phospholipase C (PLC) qui induit un influx 

calcique par entrée capacitive de calcium (store-operated calcium entry, SOCE). En 

réponse à la forte concentration de calcium, la calmoduline active des enzymes cibles 

comme la calcineurine et la calmoduline kinase (CAMK). La calcineurine se fixe à NFAT au 

niveau de ses motifs peptidiques PxIxIT et retire les phosphatases. Le changement de 

conformation qui fait suite à sa déphosphorylation expose un signal de localisation nucléaire 

de NFAT. La forme déphosphorylée de NFAT est ainsi capable d’aller au noyau pour se lier 

à l’ADN mais cette liaison est souvent faible et c’est pourquoi NFAT se dimérise avec divers 

partenaires comme les protéines Activator protein 1 (AP-1) Fos et Jun afin de réguler la 

transcription et induire la sécrétion de facteurs de croissance, de cytokines et de molécules 

d’adhésion. Les protéines NFAT peuvent interagir avec d’autres facteurs de transcription, 

soit pour amplifier, soit pour réprimer l’action des NFAT (Macian 2005; H. Wu et al. 2007; 

Badran et al. 2002; H. Li, Rao, et Hogan 2011). 

Des inhibiteurs de la calcineurine ont été développés comme la cyclosporine (CsA) ou 

tacrolimus (FK506) dans le cas de rejets de greffe après une transplantation afin de contrer 
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les effets immunosuppressifs du SI, mais aussi pour inhiber la transcription de cytokines 

dépendantes de NFAT. Plus récemment, le peptide VIVIT a été développé pour se lier 

directement au site de fixation PxIxIT de la calcineurine sur NFAT afin d’obtenir une 

inhibition plus sélective (Gwack et al. 2007; Gabriel et al. 2016). 

À ce jour, NFAT a majoritairement été étudié au sein de cellules de la lignée myéloïde 

normale et peu d’équipes ont étudié l’implication de NFAT dans les LAM. Une étude récente 

a montré une surexpression des isoformes NFATc2 et NFATc3 dans la LAM à la rechute 

comparée au diagnostic. De même, il a été montré que les LAM avec une mutation FLT3-

ITD (25% des cas de LAM) présentent une activation constitutive de NFATc1 qui confère 

une résistance accrue à la chimiothérapie (Patterson et al. 2021; Metzelder et al. 2015). 

D’autres études ont montré que l’expression de NFAT est plus élevée chez les cellules 

indifférenciées CD34+ que chez les cellules différenciées de la lignée myéloïde. Le 

chercheur Kiani et son équipe a montré que NFATc1 à 3 mais pas NFATc4 étaient exprimés 

dans les cellules CD34+ de manière altérée dans la lignée myéloïde. NFATc2 est moins 

exprimé dans les cellules différenciées de la lignée myéloïde à l’inverse de NFATc1 et 3 qui 

voient leurs expressions augmentées chez les cellules différenciées. De plus, l’inhibition de 

la signalisation NFAT-calcineurine avec la CsA permet la différenciation de CSH CD34+ en 

neutrophiles, ce qui suggère que la famille NFAT est responsable de la régulation de la 

différenciation chez les cellules normales (Patterson et al. 2021; Kiani et al. 2007; 2004). 

Le cycle cellulaire est régulé par des complexes protéiques composés de cyclines et de 

kinases dépendantes des cyclines (cyclin-dependant kinases, CDK). L’activité des cyclines 

et CDK est contrôlée en réponse à un stimuli et contrôle la progression du cycle cellulaire. 

Un article publié dans Cell qui étudie les cellules souches du follicule pileux a identifié la 

voie de signalisation NFAT-calcium-CDK4 comme un régulateur central de la quiescence 

des cellules souches. NFATc1 serait surexprimé au sein de ces cellules souches et 

responsable de l’inhibition de la CDK4 qui est nécessaire pour la progression du cycle 

cellulaire en phase G1/S du cycle cellulaire. NFATc1 est donc responsable de la quiescence 

de ces cellules et une inhibition de NFATc1 induit l’augmentation du niveau d’expression de 

CDK4 et la prolifération des cellules (Horsley et al. 2008).  

Des études effectuées sur des tumeurs solides ont mis en avant le rôle de la famille NFAT 

dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose en décrivant NFAT comme régulateur 

majeur de gènes tels que P21, c-myc, Fas ligand et Tumor necrosis factor (TNF)-a. En effet, 

la surexpression de NFATc2 semble induire l’apoptose et réprimer le cycle cellulaire. La 

dérégulation de NFATc2 dans les cancer contribue à la survie des cellules cancéreuses, 

bien que des études contradictoires indiquent des effets anti-apoptotiques de NFATc1 qui 
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permettrait la prolifération et la répression de la mort cellulaire (Robbs et al. 2008; Mognol 

et al. 2012, 2016; Robbs, Lucena, et Viola 2013; Caetano et al. 2002). 

Malgré ces études sur les rôles distincts et parfois opposés des différents membres de 

la famille NFAT sur l’apoptose et le cycle cellulaire, ces données suggèrent que les 

différents membres NFAT régulent les mécanismes apoptotiques et peuvent permettre la 

survie des cellules tumorales. 

Dans les LAM, le rôle de NFAT en fonction des membres, des isoformes et des co-

activateurs dans l’induction de la quiescence, la survie ou la balance entre prolifération et 

différenciation n’est pas élucidé. Chaque membre de la famille NFAT peut contribuer de 

manière différentielle à la pathogénèse de la LAM et devrait être étudié indépendamment 

des autres membres. 

Aussi, les voies de signalisation en amont de NFAT peuvent jouer un rôle dans le devenir 

de la cellule. Il a notamment été montré qu’en fonction de l’isoforme de la phospholipase C, 

NFAT induisait soit la quiescence (PLCg1), soit la différenciation (PLCg2) des cellules. 

L’activité de NFAT ou sa dérégulation peuvent donc diriger les cellules vers la quiescence 

en inhibant le cycle cellulaire ou favoriser la différenciation selon la voie cellulaire activée 

en amont (Patterson et al. 2021) (Schéma 3). 

 

Schéma 3 : Résistance innée de la CSL. La résistance innée des CSL se traduit par leur 
capacité à entrer en quiescence, réduire l’expression de leur CMH/HLA-DR, augmenter 
l’expression de molécules inhibitrices comme TIM-3 et PD-L1 ainsi que des pompes d’efflux 
ABCB1 afin d’exclure plus rapidement les molécules chimiothérapeutiques. Le facteur de 
transcription NFAT détermine l’induction de la quiescence et module l’expression de PD-L1.  
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5. Les CSL présentent une résistance adaptative 

grâce à leurs interactions avec le 

microenvironnement tumoral 

 

La LAM a deux environnements distincts : le sang périphérique et la moelle osseuse. En 

plus de la résistance innée, les CSL peuvent présenter une résistance adaptative en 

interagissant avec les cellules présentes dans le microenvironnement. Les CSL résident 

principalement dans la MO où un environnement immunosuppressif leur permet d’être 

protégées du SI. 

 

5.1 Le microenvironnement tumoral 

La MO est composée par plusieurs cellules : les cellules endothéliales, les cellules 

stromales et les cellules immunitaires comme les NK, les LT cytotoxiques, les LT régulateurs 

(Tregs) et les cellules suppressives dérivées des myéloïdes (myeloid-derived suppressor 

cells, MDSC). Ce microenvironnement évolue en fonction de la présence de cellules 

tumorales et participe à la rechute en les protégeant des traitements : il s’agit du 

microenvironnement tumoral (Khaldoyanidi et al. 2021). 

Le microenvironnement étant composé de cellules hétérogènes et interagissant avec les 

cellules cancéreuses et CSC, il joue un rôle dans la prolifération des cellules cancéreuses 

et la cancérogénèse, et présente des mécanismes extrinsèques régulant la quiescence 

(Hanahan 2022). 

Ce microenvironnement tumoral présente une réduction de l’activité des LT cytotoxiques 

et des NK ainsi qu’une accumulation de Tregs et MDSC. Également, en réaction contre les 

cellules leucémiques, les cellules immunitaires sécrètent des cytokines inflammatoires 

comme l’interféron (IFN)-g dans le microenvironnement, ce qui favorise l’expression de 

molécules inhibitrices à la surface des cellules leucémiques. 

La plupart des CSC résident dans des zones hypoxiques près de la surface des os et loin 

des capillaires, ce qui laisse supposer que les zones hypoxiques sont importantes pour la 

diminution de la prolifération des CSC. En effet, un microenvironnement hypoxique confère 

des caractéristiques intrinsèques de dormance aux cellules leucémiques qui peuvent rester 

dormantes puis entrer dans le cycle cellulaire, proliférer et induire la rechute (Wang et al. 

2015; Calvi et al. 2003; Shiozawa et al. 2008; Fluegen et al. 2017). 
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5.2 La niche ostéoblastique 

En 1978, le chercheur Schofield a suggéré que les CSH interagissaient avec des facteurs 

de régulation et signaux dans une niche spécialisée. Ces niches spécialisées sont situées 

dans la MO près de l’endoste, qui est une surface interne située à l’interface entre l’os et la 

moelle. L’endoste est constitué d’ostéoblastes et ostéoclastes et forme la niche 

ostéoblastique, tandis que l’endothélium forme la niche vasculaire avec les cellules 

vasculaires et périvasculaires qui interviennent également dans les interactions de la niche. 

Dans des conditions normales, les CSH normales dépendent de ces interactions avec les 

niches ostéoblastique et vasculaire de la MO qui sont essentielles à leur survie, prolifération 

et différenciation. Cependant, le remodelage du microenvironnement que forment ces 

niches est régulièrement observé dans les tumeurs malignes (Schofield R. 1978). 

Dans la LAM, les cellules leucémiques résident majoritairement dans la MO où leur 

croissance perturbe les niches de la MO des CSH normales et créent un 

microenvironnement hospitalier qui leur permet de communiquer par le biais de cytokines 

et chimiokines avec les autres cellules. Ces signaux influencent la capacité des CSL à 

s’autorenouveler, maintenir leur quiescence et empêcher l’apoptose. Les interactions avec 

le microenvironnement permettent donc aux CSL de se protéger du SI (Schepers, Campbell, 

et Passegué 2015; Colmone et al. 2008). 

Des études ont en effet démontré que des CSL injectées par voie intraveineuse se logent, 

se greffent et résident dans la région endostéale. Ceci est dû à la signalisation coordonnée 

de chimiokines et molécules d’adhésion par les cellules du microenvironnement modifié en 

faveur des cellules leucémiques. Le dialogue entre les cellules initiatrices de la leucémie et 

le microenvironnement tumoral dans lequel elles résident a donc un impact sur la régulation 

de la dormance cellulaire et contribue à la résistance aux chimiothérapies (Nurieva, Liu, et 

Dong 2011; Roboz et Guzman 2009; Konopleva et Jordan 2011; Zhang et al. 2003). 

La niche ostéoblastique, qui est composée d’ostéoblastes et ostéoclastes, maintient les 

CSL en quiescence et aide à leur adhésion au sein de la niche car une étude a montré que 

la déplétion d’ostéoblastes réduit la cellularité de la MO et induit une hématopoïèse 

extramédullaire. Les ostéoblastes sécrètent des facteurs tels que le facteur de cellules 

souches (stem cell factor, SCF), l’angiopoiétine-1 (Ang-1) et la thrombopoïétine (TPO) qui 

permettent d’interagir avec les CSH. Le maintien des CSL dans la niche ostéoblastique 

s’explique par l’axe CXC chemokine ligand 12 (CXCL12)- CXC chemokine receptor type 4 

(CXCR4) où CXCL12 est exprimé par les ostéoblastes et CXCR4 par les CSL. CXCR4 est 

associé au maintien du phénotype souche des cellules leucémiques et l’expression de 

CXCL12 par les ostéoblastes attire ces CSL vers les niches de la MO. L’enrichissement en 
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molécules d’adhésion a été documenté dans la signature de la quiescence des CSH (Visnjic 

et al. 2004; Thorén et al. 2008; Czechowicz et al. 2007; Roato et Ferracini 2018). 

Les cellules de la niche ostéoblastique sécrètent également la bone morphogenic protein 

(BMP) qui permet aux CSH de rester quiescentes car il a été montré qu’une inhibition de 

cette protéine entraîne une activation des CSH et leur prolifération (Kobielak et al. 2007; 

Mira et al. 2010). 

 

5.3 La niche vasculaire 

La niche vasculaire, quant à elle, permettrait aux cellules leucémiques de se diviser 

activement. Des études ont montré que les MDSC se retrouvent en plus grand nombre chez 

les patients LAM et induisent une tolérance aux LT via des mécanismes comme PD-L1, 

l’arginase, l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), un excès de ROS ou encore de multiples 

cytokines comme le tumor growth factor (TGF)-b et l’interleukine (IL)-10 (Curti et al. 2009). 

De plus, la présence de MDSC est corrélée avec un plus grand nombre de LT 

régulateurs, indiquant un potentiel rôle dans la progression de la maladie (Ustun et al. 2011; 

Szczepanski et al. 2009; Delia et al. 2018; Sun et al. 2015; Lu et Gabrilovich 2012). 

 

5.4 L’interaction avec les lymphocytes T 

Les interactions entre les cellules de LAM et le SI créent un environnement 

immunosuppressif avec une diminution, voire suppression, des fonctions cytotoxiques des 

LT et une augmentation de l’activité des cellules de l’immunité régulant le SI. 

Les LT sécrètent des cytokines dont l’IFNg et des études ont observé après un traitement 

à l’IFNg une augmentation de l’expression du ligand PD-L1 à la surface des cellules 

leucémiques mais pas à la surface de cellules normales (Berthon et al. 2010; Krönig et al. 

2014). La sécrétion d’IFNg par les LT dans le microenvironnement tumoral semble donc 

induire la résistance des cellules leucémiques au SI via l’activation de l’axe PD-1/PD-L1. 

Les Tregs modulent l’immunosuppression à travers la production de cytokines inhibitrices 

comme l’IL-10 et le TGF-b. À terme, cela module la prolifération des LT et augmente leur 

apoptose. La présence de Tregs est généralement augmentée dans les LAM et est liée à 

un mauvais pronostic car ils semblent être chimiorésistants et contribuer à la rechute. De 

plus, l’expression de PD-L1 joue également un rôle dans l’induction et le maintien des Tregs, 

ce qui augmente l’immunosuppression au niveau de l’organisme (Francisco et al. 2009; 

Lichtenegger et al. 2014). 
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Les stimuli reçus et changements dans les signaux des niches tumorales modulent la 

quiescence et l’immunoéchappement des CSL. Les interactions entre le 

microenvironnement tumoral hautement protecteur et les CSL sont donc cruciales pour le 

maintien des CSL en dormance sur une plus ou moins longue période et ces mêmes 

interactions peuvent également leur permettre de sortir de quiescence afin de reprendre 

leur croissance et proliférer pour induire la rechute (Spradling, Drummond-Barbosa, et Kai 

2001; Kopp et al. 2005).  

Au moment du diagnostic, les cellules peuvent déjà se disséminer dans les organes 

secondaires sous la forme de cellules quiescentes. Le blocage des interactions avec le 

microenvironnement immunosuppressif comme traitement thérapeutique serait donc une 

stratégie prometteuse pour perturber le cycle des CSL et ainsi entraîner leur élimination 

(Dean, Fojo, et Bates 2005; Lane, Scadden, et Gilliland 2009) (Schéma 4). 

 

Schéma 4 : Résistance adaptative de la CSL. Les CSL résident dans un 
microenvironnement tumoral situé au niveau de la niche vasculaire et la niche 
ostéoblastique. Le microenvironnement tumoral est composé de cellules qui inhibent les 
fonctions immunitaires des LT comme les Tregs et les MDSC. Les ostéoblastes de la niche 
ostéoblastique expriment CXCL12 qui, en se liant au récepteur CXCR4 des cellules 
leucémiques, permet l’adhésion des cellules leucémiques à la niche. L’expression de PD-
L1 est induite par l’IFNg sécrété par les LT et favorise l’échappement immunitaire. Parmi les 
régulateurs de la quiescence des CSL, la BMP sécrétée par les ostéoclastes est un 
régulateur positif de la quiescence des CSL. 
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C. L’équilibre fragile résultant de l’interaction entre le 

système immunitaire et les cellules leucémiques 

1. Rôle du système immunitaire dans le contrôle 

des cellules tumorales 

1.1 Le SI induit la dormance immunologique des cellules 

tumorales 

Les cellules tumorales présentent des altérations de leurs processus cellulaires et 

génétiques et expriment des néoantigènes tumoraux absents des cellules normales. Les 

néoantigènes sont présentés à la surface des cellules tumorales par leur CMH et peuvent 

ainsi induire des réponses immunitaires anti-tumorales par le biais d’une cytotoxicité médiée 

par les LT. Le degré d’affinité de liaison du TCR pour le néoantigène détermine l’intensité 

de réponse du LT, c’est-à-dire sa capacité à assurer des fonctions effectrices antitumorales. 

Cependant, les cellules cancéreuses peuvent moduler et diminuer l’affinité de leurs 

néoantigènes afin d’empêcher l’activation du LT, diminuer son activité cytotoxique et réaliser 

l’échappement tumoral. Ainsi, le système immunitaire a un impact majeur sur la prolifération 

et progression tumorale en reconnaissant ces néoantigènes tumoraux (Sim et al. 2020; 

Poole et al. 2022; T. Liu et al. 2021). 

Il existe 3 types d’interactions entre le SI et les cellules cancéreuses. Le SI est capable 

de (i) contribuer de manière active à l’élimination des cellules tumorales, (ii) contrôler leur 

croissance : il est question d’équilibre ou de dormance immunologique ou (iii) perdre le 

contrôle des cellules tumorales et elles sont alors capables de réaliser l’immuno-

échappement. 

La dormance tumorale, dite dormance immunologique, est caractérisée par la 

persistance de cellules tumorales résiduelles pendant des périodes prolongées sans 

réapparition de la maladie. Cet état a été précédemment défini comme la MRD et la 

contribution du système immunitaire à ce phénomène de MRD a été décrite dans différents 

modèles expérimentaux de cancers. En effet, le SI adaptatif peut maintenir les cellules 

tumorales dans un état de quiescence (qualifié de dormance cellulaire) ou contrôler leur 

croissance en les maintenant dans un état d’équilibre entre la lyse cytotoxique et la 

prolifération. Le SI peut également remodeler les cellules tumorales mais cette pression 

continue et sélective peut conduire à une phase d’échappement tumoral (Ross 2007; 

MacKie, Reid, et Junor 2003). 
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Le rôle actif du SI sur le contrôle de la croissance des cellules tumorales et la sortie de 

leur état de dormance immunologique a été observé dans le cas de transplantations non 

intentionnelles de cellules tumorales dormantes. Des organes de donneurs en rémission 

complète d’un mélanome depuis des décennies (Kauffman, McBride, et Delmonico 2000) 

ou sans aucun antécédent de cancer (Myron Kauffman et al. 2002) ont été transplantés à 

des patients immunodéprimés. Les patients receveurs ont alors développé des cancers car 

la déficience de leur SI a permis la sortie de dormance immunologique des cellules 

tumorales nichées dans les organes des donneurs. Ces derniers ne manifestaient aucun 

signe clinique de maladie car leur SI actif contrôlait la dormance immunologie des cellules 

tumorales et empêchait leur prolifération.  

Une autre étude a montré dans un modèle animal que la dissémination précoce des 

cellules résiduelles de mélanome avant le développement de la tumeur primaire entraînait 

leur persistance dans les organes dans un état quiescent. Les cellules résiduelles sont 

contrôlées par le SI, ce qui mène à un état d’équilibre entre la prolifération et la mort 

cellulaire (Foltys et al. 2009; Baccarani et al. 2010; Brewer et al. 2009; Shankaran et al. 

2001). 

 

1.2 Les LT CD8+ contrôlent la dormance immunologique des 

cellules tumorales 

Le SI joue donc un rôle crucial dans le contrôle des cellules tumorales et des modèles 

expérimentaux ont montré l’implication du SI adaptatif, et surtout des LT CD8+. En 

comparant des souris immunodéficientes à des souris immunocompétentes, il a été observé 

qu’une déplétion des LT CD8+ entraînait un réveil des cellules persistantes dormantes, 

aboutissant alors à une croissance tumorale (Dighe et Old, 1994). Le rôle des LT CD8+ dans 

le contrôle de la croissance a également été mis en évidence dans une autre étude où la 

déplétion de ces LT CD8+ a provoqué une croissance de métastases pulmonaires (Eyles et 

al. 2010). 

 

1.3 L’IFNg sécrété par les LT CD8+ influe sur la quiescence des 

cellules tumorales 

L’étude d’un modèle de lymphome murin montre que la sécrétion de cytokines comme 

l’IFNg par les LT CD8+ situés dans le microenvironnement de la MO pouvait induire la 

quiescence des cellules tumorales (Farrar et al. 1999). L’équipe de Braumüller a par la suite 

mis en évidence que l’arrêt du cycle cellulaire de cellules tumorales du pancréas était induit 
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par l’IFNg	et le TNF-a in vitro et in vivo (Braumüller et al. 2013). De la même manière, dans 

un modèle de lymphome, le contrôle de la croissance tumorale au niveau de la MO a été 

observé comme étant modulé par l’IL-2, l’IFNg et le TNF-a qui sont sécrétés par les LT CD8+ 

mémoires et les macrophages (Shankaran et al. 2001; Street, Cretney, et Smyth 2001; 

Street et al. 2002). 

L’IFNg illustre donc le lien étroit entre la quiescence et la dormance immunologique 

puisque c’est une cytokine pouvant induire la quiescence des cellules tumorales mais aussi 

capable de contribuer à leur résistance adaptative en augmentant l’expression du ligand 

inhibiteur PD-L1 pour épuiser les LT et réaliser l’immuno-échappement (Berthon et al. 2010; 

Krönig et al. 2014). 

Les cellules tumorales peuvent donc persister lorsqu’un équilibre est établi entre la 

croissance tumorale et la réponse immunitaire médiée par les LT. Néanmoins, les 

mécanismes régissant le contrôle de la croissance et l’induction de la quiescence des 

cellules tumorales demeurent encore inexplorés. Ces observations montrent toutefois 

clairement l’implication du SI adaptatif dans (i) le contrôle de la croissance des cellules 

tumorales en les maintenant en dormance et (ii) la sortie de leur état de dormance dans un 

contexte d’immunosuppression (Payne et al. 2016; Yoyen-Ermis et al. 2019; Rettig et al. 

2017). 

 

2. Activation des LT CD8+ 

2.1 La cascade de signalisation induite par la reconnaissance 

antigénique via la voie du TCR est dépendante du Ca2+ 

i. La liaison du TCR au CMH 

Un système immunitaire fonctionnel reconnaît et élimine les cellules tumorales grâce aux 

cellules immunitaires adaptatives et majoritairement les LT CD8+ cytotoxiques. Les LT CD8+ 

sont activés et peuvent proliférer grâce à la voie de signalisation du TCR après 

reconnaissance d’un peptide antigénique spécifique. 

Contrairement à la plupart des récepteurs de surface qui reconnaissent un seul ligand, 

les TCR sont capables de reconnaître avec une affinité spécifique différents ligands comme 

des peptides du soi et des peptides étrangers. Ces peptides antigéniques sont présentés 

au LT via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de la cellule présentatrice 

d’antigènes (CPA) telles que les cellules dendritiques. Les peptides antigéniques présentés 

par le CMH se lient aux molécules TCR et CD3 du LT, ce qui déclenche un signal par les 

voies dépendantes des kinases qui peuvent différer selon l’affinité de l’interaction TCR-
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CMH. C’est l’étape initiale de l’activation de la cascade de signalisation du TCR qui permet 

ainsi au LT d’adapter sa réponse biologique au ligand rencontré (Birnbaum et al. 2014). 

La réticulation du complexe TCR-CD3 et du co-récepteur CD8 entraîne la 

phosphorylation de la tyrosine des domaines intracellulaires du complexe TCR-CD3 par les 

kinases LCK et FYN. La LCK phosphoryle la kinase zeta-chain-associated protein kinase 

70 (ZAP70) qui est ensuite recrutée par le CD3. ZAP70 phosphoryle à son tour LAT et 

permet l’association de CRB2 et PLCg1. Cette association favorise l’activation des MAPK 

ERK et JNK ce qui, à terme, entraîne la prolifération, différenciation, apoptose ou survie du 

LT (Oh-hora 2009; Smith-Garvin, Koretzky, et Jordan 2009). 

 

ii. La voie de signalisation du TCR active les canaux calciques SOCs 

La PLCg1 hydrolyse la phosphatidylinositol-3,4-biphosphate (PIP2) en diacylglycérol 

(DAG) et inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). L’IP3 se lie à son récepteur l’IP3R situé sur la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE), entraînant alors la libération du stock de 

calcium réticulaire dans le cytoplasme. La déplétion des stocks calciques du RE est 

détectée par les protéines stromal interaction molecule (STIM) localisées à la membrane du 

RE qui s’oligomérisent près de la membrane plasmique. L’oligomérisation des STIM induit 

alors l’ouverture des canaux calciques qui sont activés suite à la libération du Ca2+ (Ca2+ 

release-activated Ca2+, CRAC). L’ouverture de ces canaux calciques entraîne un influx de 

Ca2+ extracellulaire dans le cytoplasme de la cellule (Quintana et al. 2005). 

 

iii. L’entrée du Ca2+ extracellulaire par les canaux SOCs entraîne l’activation 

de facteurs de transcription du LT CD8+ 

L’augmentation de la concentration de Ca2+ libre cytoplasmique peut ainsi activer 

plusieurs voies de signalisation dépendantes du Ca2+. Le Ca2+ joue le rôle de second 

messager et permet d’activer les facteurs de transcription cibles. Par exemple, le Ca2+ active 

le complexe CaM/Calcineurine qui déphosphoryle le facteur de transcription NFAT situé 

dans le cytoplasme pour qu’il puisse être transloqué au noyau. Les NFAT, à l’exception de 

NFAT3, sont exprimés par les LT. Cependant, NFAT4 est exprimé de manière préférentielle 

dans les thymocytes, faisant de NFAT1 et NFAT2 les plus proéminents dans les LT. 

Néanmoins, alors que l’expression de NFAT1 est constitutive, NFAT2 est exprimé à de 

faibles niveaux dans les LT au repos et est donc induit lors de la stimulation de la voie du 

TCR (Peng et al. 2001; Macian 2005 ; Hogan et al. 2003). 
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En parallèle, ZAP70 phosphoryle également p38 qui a été activée par la cascade des 

MAPK et qui contribue à la prolifération et production de cytokines en contrôlant la 

phosphorylation de NFAT1 et NFAT2 (Oh-hora et Rao 2009; Round et al. 2007). 

Une fois dans le noyau, NFAT coopère avec de multiples facteurs de transcription comme 

AP-1 et NF-kB. Leur coopération contrôle la transcription spécifique de l’activation, la 

prolifération et la différenciation des LT comme la production et expression de l’IL-2, l’IFNg 

et PD-1 (Stinchcombe et al. 2006; Pores-Fernando et Zweifach 2009 ; Hogan, Lewis, et Rao 

2010). 

 

2.2 Voie de signalisation secondaire de co-stimulation du LT 

CD8+ 

i. La voie de co-stimulation participe à l’activation du LT CD8+ 

Les LT CD8+ ont besoin d’un second signal qui est le signal de co-stimulation avec la 

CPA afin d’échapper à l’anergie ou l’apoptose. Ce second signal déterminera le niveau de 

stimulation ou d’inhibition du LT. L’interaction de co-stimulation la plus fréquente est la 

liaison du CD80 de la CPA avec le CD28 du LT. LCK phosphoryle le domaine intracellulaire 

de CD28, ce qui permet la genèse de phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3) qui 

active des kinases comme l’AKT et la PKCq nécessaires pour acquérir les activités 

prolifératives et effectrices (Curtsinger, Johnson, et Mescher 2003). 

L’AKT est impliquée dans la voie mTOR qui favorise la survie et la prolifération, tandis 

que la PKCq active NF-kB nécessaire à la production d’IL-2. D’autres interactions ont lieu 

entre le LT et la CPA qui modulent l’intensité et la durée des signaux stimulants ainsi que la 

sécrétion de cytokines qui rétro-contrôlent l’activité et la différenciation des LT les ayant 

sécrétées (Fathi et al. 2020; Curtsinger, Lins, et Mescher 2003; Baine, Abe, et Macian 2009; 

Müller et Rao 2010). 

 

ii. La voie de co-stimulation participe également à l’inhibition de l’activité du 

LT CD8+ 

Lorsque le TCR est engagé sans co-stimulation, ou lorsque l’affinité n’est pas suffisante 

pour déclencher les voies d’activation du LT, ce dernier peut devenir anergique. L’anergie 

est un phénomène physiologique permettant la tolérance du SI vis-à-vis de ses propres 

cellules présentant les molécules dites « du soi ». La reconnaissance d’une cellule 

présentant un CMH-peptide du soi entraîne alors sa désactivation par le SI. 
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L’anergie des LT peut être induite par la voie de signalisation Ca2+/calcineurine/NFAT 

lorsque celle-ci n’est pas co-activée avec la voie de signalisation RAS/ERK qui active le 

facteur de transcription AP-1 (Chappert et Schwartz 2010). 

 

iii. Rôle de NFAT et du Ca2+ dans l’inactivation du LT CD8+ 

Les facteurs de transcription NFAT localisés dans le cytoplasme sous leur forme 

hyperphosphorylée sont principalement déphosphorylés par la voie de signalisation 

Ca2+/calcineurine/CaM dépendante du TCR. Leur déphosphorylation déclenche leur 

translocation au noyau leur permettant de jouer un rôle dans l’activation et les fonctions du 

LT. Des études in vivo ont montré que la déficience en NFAT1 et NFAT2 dans les LT était 

associée à une production altérée de cytokines dont l’IL-2 et l’IFNg (Feske et al. 2000). 

Les LT anergiques ont montré une diminution du flux calcique lors de stimulations in vitro, 

bloquant ainsi la translocation de NFAT1 au noyau, contrairement à NFAT2. Ceci montre 

une différence de sensibilité à la concentration calcique cytosolique de la part des différents 

membres de la famille NFAT et, bien que NFAT1 soit le membre principalement impliqué 

dans la réponse immunitaire, NFAT2 semble jouer un rôle dans le contrôle des gènes 

régulant la tolérance du LT (Feske et al. 2000; Hogan et al. 2003; Heissmeyer et Rao 2004; 

Serfling et al. 2000; Im et Rao, 2004). 

Les LT CD8+ épuisés montrent une diminution de leurs fonctions effectrices comme la 

prolifération et la sécrétion de cytokines et ils surexpriment également des récepteurs de 

surface cellulaires inhibiteurs dont PD-1, LAG3, TIM-3, TIGIT et CTLA-4. Des études ont 

montré que NFAT contrôle l’épuisement des LT CD8+ en se liant aux régions régulatrices 

de gènes associés à l’épuisement comme les gènes PD-1 et TIM-3. NFAT2 est nucléaire 

dans les LT CD8+ tolérants et il a été démontré que l’expression de PD-1 est régulée par 

NFAT2 (Srinivasan et Frauwirth 2007; Oestreich et al. 2008). 

Également, une étude a mis en évidence le fait que les LT épuisés exprimaient les 

facteurs de transcription facteur 4 régulateur de l’interferon (Interferon regulatory factor 4, 

IRF4) et Basic leucine zipper ATF-like transcription factor (BATF) dépendants d’une co-

activation avec NFAT, et notamment NFATc1 (NFAT2). Cette co-activation favorise 

l’expression de récepteurs inhibiteurs, dont PD-1. Cette étude semble confirmer que 

NFATc1 est le membre dominant de la famille NFAT impliqué dans l’épuisement du LT, 

notamment via l’induction de l’expression de PD-1 (Oestreich et al. 2008; Man et al. 2017; 

Klein-Hessling et al. 2017). 

Les facteurs de transcription NFAT sont donc liés à des états d’activation, d’anergie (ou 

tolérance) mais également d’hypoactivation lorsque les LT sont exposés à des signaux de 
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co-stimulation négatifs ou en l’absence de signaux de co-stimulation positifs (Nurieva, Liu, 

et Dong 2011). 

 

3. L’environnement immunosuppressif de la LAM 

inhibe l’activité des LT CD8+ 

Il existe également un état d’épuisement des LT CD8+ induit suite à une stimulation 

antigénique persistante comme dans le cas d’infections virales chroniques ou de cancers 

(Schietinger et Greenberg 2014; Wherry 2011). 

Au sein de la MO de patients atteints de LAM, des déficits quantitatifs représentés par un 

nombre réduit de LT selon les patients (Li et al. 2009), et qualitatifs de la réponse 

lymphocytaire T associée à une diminution de sécrétion de cytokines ont été observés. Dans 

ce sens, la présence de LT dits « épuisés » pouvant représenter jusqu’à 60% des LT totaux 

a été mise en évidence (Kong et al. 2015; 2016). Cet état d’épuisement a été décrit comme 

provenant d’une stimulation antigénique continue de ces LT par les antigènes leucémiques, 

suggérant ainsi leur importance dans la réponse anti-leucémique dans un premier temps, 

puis leur inefficacité dans un second temps (Williams et al. 2019; Muller et al. 2015). 

 

3.1 Implication de l’axe PD-1/PD-L1 dans la régulation des LT 

CD8+ 

Les récepteurs inhibiteurs du LT CD8+ jouent un rôle dans son inactivation et régulent le 

système immunitaire afin d’éviter une pathologie due à la stimulation chronique des LT 

(Wherry et Kurachi 2015). La liaison de PD-1 à son ligand PD-L1 ou PD-L2 entraîne 

l’inhibition de la transduction du signal dépendant du TCR (Keir et al. 2008). 

PD-1, ou CD279, est une glycoprotéine transmembranaire composée de 288 acides 

aminés et appartenant à la superfamille des immunoglobulines B7/CD28. Elle est codée 

dans le gène PDCD1 et NFAT favorise son expression afin de rétro-contrôler l’activation 

des LT (Oestreich et al. 2008). 

PD-1 est composé d’un domaine extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique. Ce 

dernier possède deux tyrosines, l’une sur le motif inhibiteur à base tyrosine de 

l’immunorécepteur (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM) et l’autre sur le 

motif activateur de tyrosine de l’immunorécepteur (immunoreceptor tyrosine switch motif, 

ITSM). Ces deux motifs sont essentiels au rôle inhibiteur de PD-1 qui est exprimé à la 

surface des cellules de l’immunité comprenant les LT CD4+, LT CD8+, NK, LB, LT 

périphériques, cellules dendritiques et monocytes. 
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Le récepteur PD-1 se lie à deux ligands : PD-L1 et PD-L2 exprimés par des cellules 

présentatrices d’antigènes, un sous ensemble de LB ainsi que d’autres cellules de divers 

tissus comme le cœur et le poumon (Fife et al. 2009). 

En condition normale, les points de contrôle du SI, qui peuvent être co-activateurs ou co-

inhibiteurs, sont des récepteurs modulant l’activation des cellules immunitaires pour 

contrôler la durée et l’intensité de la réaction immune. L’activation de la cellule immunitaire 

dépend donc de l’équilibre entre les signaux activateurs et les signaux inhibiteurs. 

Concernant le LT, lors de la reconnaissance d’un antigène spécifique grâce à son récepteur 

antigénique TCR, son activation dépendra de l’équilibre entre les différents signaux envoyés 

par ses points de contrôle (Rodig et al. 2003). 

Lors de la liaison de PD-1 à son ligand, la phosphorylation d’un résidu tyrosine dans son 

domaine ITSM conduit au recrutement de la tyrosine phosphatase 2 qui contient un domaine 

SHP-2 responsable de la déphosphorylation des molécules de signalisation impliquées 

dans la voie d’activation du LT via le TCR comme la ZAP-70. L’activité de la phosphatidyl-

inositol-3 kinase (PI3K) induite par la molécule de costimulation du TCR-CD28 se retrouve 

alors diminuée, ce qui conduit à une activation altérée du LT, lui conférant un état 

d’épuisement (Yokosuka et al. 2012; Chemnitz et al. 2004). 

Une exposition continue à l’antigène et une stimulation cellulaire répétitive sont 

nécessaires pour maintenir le phénotype épuisé et l’expression de PD-1. Ces mêmes stimuli 

conduisent à une translocation nucléaire de NFAT et donc à une transcription génique de 

PD-1. Même un faible niveau de PD-1 peut assurer le rôle inhibiteur de l’activation des LT 

et cette activité altérée du LT par PD-1 conduit à une diminution de sécrétion des cytokines 

et chimiokines, une diminution de la cytotoxicité et de la prolifération. Cependant, des études 

ont montré qu’en cas d’absence d’expression de PD-1, le ligand PD-L1 est incapable 

d’inhiber l’activité des LT (Zinselmeyer et al. 2013; Lin et al. 2008). 

 

3.2 Rôle de l’axe PD-1/PD-L1 dans les LAM 

Il a été observé sur des lignées cellulaires humaines de LAM et des cellules leucémiques 

de patients LAM que l’expression de PD-L1 pouvait être augmentée après un traitement à 

l’IFNg	 (Berthon et al. 2010)	 et que cette augmentation de l’expression de PD-L1 était 

également un mécanisme de résistance adaptative suite à un traitement immuno-

thérapeutique visant les LT.	

Comme expliqué précédemment, les LT épuisés sont caractérisés par l’expression à leur 

surface de PD-1 ainsi que d’autres molécules inhibitrices telles que TIM-3, CTLA-4 et LAG-

3 qui induisent une stimulation continue du LT. Des études ont montré que l’expression de 
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PD-1 par les LT épuisés conduit à une réduction de leurs capacités fonctionnelles comme 

la production de cytokines (IL-2, IFNg, TNF-α), la prolifération et leur activité cytotoxique. 

Par ailleurs, l’expression de PD-1 augmenterait même leur sensibilité à l’apoptose (Pauken 

et Wherry 2015; Han et al. 2010; Mueller et Ahmed 2009). 

Plusieurs études ont montré que la fréquence des LT CD8+ exprimant les récepteurs 

inhibiteurs, dont PD-1, était supérieure chez les patients atteints de LAM comparés aux 

donneurs sains et que cette fréquence pouvait être augmentée de manière proportionnelle 

avec la progression de la maladie (Knaus et al. 2018; Williams et al. 2019). 

D’autres études mettent en avant le fait que les LT CD8+ de patients LAM exprimant les 

récepteurs inhibiteurs comme PD-1 sont fonctionnellement épuisés et prédictifs de la 

rechute de la LAM. De même, des LT CD8+ PD-1+ exprimant TIM-3 ont été identifiés comme 

épuisés et présents en fréquence plus élevée chez les patients en rechute que chez des 

patients en rémission (Kong et al. 2015; Jia et al. 2018; Dama et al. 2019; Tan et al. 2017). 

L’expression plus ou moins importante de PD-1 à la surface de ces LT CD8+ permet de 

définir un état d’épuisement plus ou moins avancé et qui peut être renforcé sur certains LT 

par l’expression des autres molécules inhibitrices. Ainsi, il a été montré dans des 

expériences in vitro sur la modulation de PD-1 qu’en présence de son ligand, la molécule 

PD-L1, une faible expression de PD-1 (PD-1low) à la surface des LT CD8+ suffisait pour 

inhiber leur prolifération et leur production d’IL-2 à hauteur de 69%. Une expression 

intermédiaire de PD-1 (PD-1int) est cependant nécessaire pour inhiber les productions de 

TNF-a et d’IFNg à hauteur de 60%. Enfin, une expression élevée de PD-1 (PD-1high) permet 

d’inhiber toutes les fonctions décrites précédemment ainsi que l’activité cytotoxique des LT 

CD8+ (Wei et al. 2013). Ces expressions différentielles de PD-1 chez les LT épuisés ont été 

décrites en détail chez les patients atteints de LAM au diagnostic ainsi qu’en rechute et il a 

été montré que leur production de cytokines variait en fonction de l’expression de PD-1 

(Kong et al. 2015). 

Ainsi, la signalisation PD-1/PD-L1 contribuerait à moduler les fonctions effectrices des 

LT CD8+ cytotoxiques à différents degrés. La voie de signalisation PD-1/PD-L1 joue donc 

un rôle majeur dans l’induction de la dormance et l’échappement tumoral et c’est pourquoi 

il est important de mieux comprendre les évènements moléculaires se produisant à l’échelle 

de la synapse immunologique (Schéma 5).  
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Schéma 5 : Activation du LT CD8+ suite à la rencontre avec une cellule leucémique. 
L’engagement du TCR et de ses co-récepteurs CD3 et CD8 avec le CMH/HLA de la cellule 
leucémique induit l’activation du LT. Le LT reçoit des signaux de costimulation positifs 
(CD28) ou négatifs (PD-1, TIM-3, CTLA-4) par les interactions ligand-récepteur. Ces 
signaux délivrent un signal secondaire régulant l’activation du LT. La liaison des domaines 
CD3 et CD28 au CMH entraîne la phosphorylation de ZAP70 qui, à son tour entraîne 
l’activation de la PLC. La PLC hydrolyse le PIP2 en DAG et IP3. L’IP3 va se lier à son 
récepteur IP3R situé sur la membrane du RE, ce qui provoque la libération des stocks 
calciques dans le cytoplasme. La déplétion des stocks calciques est détectée par les 
senseurs STIM situés à la membrane du RE qui s’oligomérisent et provoquent l’ouverture 
des canaux ORAI situés à la membrane plasmique. L’ouverture des canaux calciques SOCs 
entraîne un influx de Ca2+ extracellulaire dans le cytoplasme de la cellule. L’augmentation 
de la concentration calcique intracellulaire permet d’activer les voies dépendantes du Ca2+ 
comme la voie Ca2+/CaM/NFAT. Cette voie permet la déphosphorylation du facteur de 
transcription NFAT qui est alors transloqué au noyau pour transcrire les gènes responsables 
de l’activation ou l’inactivation du LT (expression de PD-1, sécrétion d’IFNg). La liaison de 
l’IFNg à son récepteur IFNgR exprimé par les cellules leucémiques induit l’expression de 
PD-L1, permettant alors un rétrocontrôle de l’activation du LT. 
 

3.3 Ciblage thérapeutique de l’axe PD-1/PD-L1 

Ces études soulignent le potentiel thérapeutique de bloquer les points de contrôle 

immunitaires. En effet, le blocage de l’axe inhibiteur PD-1/PD-L1 conduit à la régression de 

la tumeur grâce à la réactivation de l’immunité anti-tumorale comme le montre une étude 

où, après un knock-out (KO) de PD-L1, la capacité proliférative des LT CD8+ a été améliorée 

(Hobo et al. 2010). 

Des essais cliniques développent actuellement des immunothérapies ciblant les points 

de contrôles inhibiteurs comme CTLA-4 avec l’ipilimumab et PD-1 avec le nivolumab. Ces 
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médicaments ont été approuvés comme traitements anticancéreux dans certains cancers 

grâce à la réponse significative de certains patients dans des essais cliniques. De même, 

une co-expression des récepteurs inhibiteurs PD-1 et TIM-3 coïncide avec la progression 

de la maladie et les inhiber permet de rétablir la fonction cytotoxique des cellules de 

l’immunité. L’équipe de Daver et al. a également démontré qu’un plus haut pourcentage de 

LT CD3+ CD8+ dans la MO permettait de prédire une réponse à l’inhibiteur de PD-1, le 

nivolumab, et l’azacitidine (Daver et al. 2019; Sharma et Allison 2015; Sunshine et Taube 

2015; Zhou et al. 2010; 2011). 

Malgré le fait que des inhibiteurs de ces points de contrôle aient été approuvés dans 

diverses tumeurs solides, l’activité de ces inhibiteurs dans les LAM semble moins efficace 

selon les essais cliniques récents. Durant la phase Ib d’une étude sur l’ipilimumab, un anti 

cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA)-4, le taux de rémission complète était de 23% 

(Davids et al. 2016). De plus, des effets indésirables liés au système immunitaire et une 

maladie du greffon contre l'hôte ont été signalés. Dans une autre étude en phase II, des 

patients LAM en rechute ont été traités avec le nivolumab, un anti-PD-1, en combinaison 

avec de l’azacitidine, un traitement anti cancéreux, et la rémission complète ou incomplète 

a été obtenue dans 22 à 33% des cas avec une survie médiane d’environ 6 mois (Daver et 

al. 2019). Une augmentation de cellules CD3+ et CD8+ dans la MO a également été 

observée et cette augmentation était prédictive d’une meilleure survie. À contrario, après 

traitement il est possible d’observer une augmentation de l’expression de CTLA-4 à la 

surface des LT effecteurs CD4+ chez les patients ne répondant pas au traitement, ce qui 

indique un mécanisme de résistance. De ce fait, l’azacitine et le nivolumab (anti-PD-1) ont 

été combinés à l’ipilimumab (anti-CTLA-4) pour obtenir une rémission complète de 44% et 

une survie médiane d’environ 10 mois (Yuxin Liu et al. 2019). 

D’autres équipes de recherche ont mis en évidence qu’associer un anticorps anti-PD-1 

comme le pembrolizumab avec la décitabine ou l’azacitidine induit des réponses et une 

survie médiane similaires à celles observées avec la combinaison de l’azacitidine et du 

nivolumab chez les patients LAM (Gojo et al. 2019; Goswami et al. 2022). Bien que ces 

combinaisons de traitements suggèrent une amélioration du taux de réponse et de survie, 

une autre étude clinique en phase II étudiant l’effet de l’association de l’azacitidine avec le 

durvalumab (un anti-PD-L1) ou de l’azacitidine seule chez 214 patients atteints de LAM 

semble montrer que la combinaison des deux n’apporte pas d’efficacité supplémentaire 

(Herbrich et al. 2019; Daver et al. 2016; Zeidan et al. 2019). 

Une première étude a montré qu’une exposition des cellules leucémiques à l’Ara-C, 

même à de faibles doses permet de diminuer l’expression de PD-L1 (A. Pinto et al. 1984). 
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Une autre étude a combiné le nivolumab avec la cytarabine et l’idarubicine ce qui a conduit 

à une rémission de 80% et une survie médiane d’environ 18 mois. Une plus forte expression 

de PD-1 et TIM-3 chez des LT CD4 effecteurs au sein de la MO a été observée chez les 

patients n’ayant pas répondu au traitement (Ravandi et al. 2019). 

Il est donc important de continuer de développer les immunothérapies car malgré les 

effets hétérogènes chez les patients, les patients qui répondent à ces traitements répondent 

de manière prolongée ce qui indique une adaptation du SI à l’émergence de nouveaux 

clones tumoraux. Une meilleure compréhension de la régulation de l’expression de PD-L1 

pourrait permettre d’identifier des biomarqueurs ou conduire à de nouvelles stratégies 

combinées pour améliorer l’efficacité des thérapies de blocage de PD-1/PD-L1 (Pardoll 

2012; Gotwals et al. 2017). 

 

4. La formation de la synapse immunologique suite 

à la rencontre entre le LT CD8+ et la cellule 

leucémique 

4.1 La formation de la synapse immunologique est dépendante 

du Ca2+ 

La dissémination de néoantigènes cancéreux dans le microenvironnement tumoral 

permet leur capture et leur présentation aux LT CD8+ par les CPA via leur CMH. Après 

l’activation du LT, ce dernier migre vers le site de la tumeur pour infiltrer le 

microenvironnement tumoral. Les LT activés reconnaissent les néoantigènes du cancer 

présentés par le CMH en se liant aux cellules cancéreuses. Les interactions entre les LT et 

les cellules cibles se déroulent alors en 3 étapes distinctes : (i) les LT forment d’abord des 

interfaces cellulaires transitoires appelées kinapses ou synapses en mouvement durant 

lesquelles la voie d’activation du TCR est engagée via la signalisation calcique suite à la 

présentation d’un peptide antigénique lié au CMH. Cette phase de contact peut durer de 

quelques secondes à plusieurs minutes (Delon et al. 1998; Mempel, Henrickson, et 

von Andrian 2004). 

Si la détection d’antigènes atteint un certain seuil, les kinapses peuvent ensuite devenir 

(ii) des synapses immunologiques qui se stabilisent pour établir une reconnaissance 

pouvant durer plusieurs minutes et qui est couplée à une augmentation de la concentration 

calcique intracellulaire suite à la reconnaissance de l’antigène (Huppa et Davis 2003). 

L’engagement du TCR et la formation efficace de la synapse immunologique 

s’accompagnent également, et ce en l’espace de quelques minutes, de la réorganisation de 
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la membrane plasmique induite par les réarrangements du cytosquelette d’actine et la 

réorientation du centre d’organisation des microtubules (microtubule organising centre, 

MTOC). Les protrusions et rétractations dynamiques de l’actine produisent des oscillations 

contractiles qui engagent le LT à parcourir la surface de la cellule cible à la recherche 

d’antigènes lors de la formation de kinapses (Joseph, Reicher, et Barda-Saad 2014; Faure 

et al. 2004). 

La morphologie de la cellule passe de sphérique à allongée lors de la formation de 

kinapses, voire aplatie pendant un contact stable représenté par la formation de la synapse 

immunologique (Lafouresse et al. 2012; Depoil et al. 2005). 

Les filaments d’actine (F-actine) de la cellule se polymérisent au niveau de la zone de 

liaison du CMH-TCR et permettent alors la contraction du cytosquelette, ce qui entraîne la 

migration rapide des organites vers ce site qui deviendra le complexe d’activation 

supramoléculaire central (central supramolecular activation complex, c-SMAC). Dans les 2 

à 3 minutes qui suivent la liaison du TCR au CMH, les molécules nécessaires à la formation 

de la synapse immunologique migrent ainsi le long de l’actine polymérisée de la périphérie 

vers le centre de la synapse immunologique (Morlino et al. 2014). 

Le c-SMAC de la synapse immunologique est composé par le complexe TCR/CD3-CMH 

et les molécules de co-stimulation, tandis que les molécules d’adhésion du LT, le leukocyte 

function-associated antigen 1 (LFA-1, CD18/CD11a ou L2) et son récepteur exprimé par la 

cellule cible, le intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1, CD54) forment un SMAC 

périphérique (p-SMAC) entourant le c-SMAC. Ces complexes se forment dans les secondes 

qui suivent l’engagement du TCR et cette organisation de la synapse immunologique va 

permettre l’activation du LT qui pourra alors (iii) sécréter ses cytokines après contact avec 

la cellule cible, et ce, durant plusieurs heures (Gunzer, Borgmann, et Grabbe, 2000; 

Mempel, Henrickson, et von Andrian 2004; Brossard et al. 2005; Lin et al. 2015; Krummel 

et Cahalan 2010). 

Les signaux de co-stimulation peuvent modifier la formation de la synapse 

immunologique et renforcer ou altérer l’activation du LT, comme l’engagement de LFA-1 qui 

confère une stabilité telle qu’elle permet de multiplier par 100 la sensibilité des LT à 

l’antigène présenté par rapport à la même situation en l’absence de LFA-1. Par ailleurs, des 

études ont montré que le blocage des molécules de co-stimulation LFA-1 ou CD28 modifiait 

la morphologie de la synapse pour réduire de manière significative la quantité 

d’accumulation de complexes TCR-CMH nécessaires à l’activation du LT. En effet, les 

réponses à long terme et la prolifération des LT dépendent de l’intensité et du nombre de 

complexes présentant les antigènes. Les signaux de co-stimulation engendrés par 
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CD80/CD28 et ICAM-1/LFA-1 permettent une formation normale de la synapse 

immunologique, or la taille et apparence normales sont corrélées avec la prolifération des 

LT (Le Floc’h et Huse 2015; Yokosuka et Saito 2009; Wetzel, McKeithan, et Parker 2002). 

Quelques secondes après la stimulation du TCR, le MTOC se polarise vers la synapse 

immunologique grâce à sa liaison aux filaments d’actine pour se positionner près du c-

SMAC. Cela concentre le trafic vésiculaire intracellulaire au niveau de la synapse 

immunologique, ce qui permet de coordonner l’arrivée de récepteurs et molécules de 

signalisation vers et depuis la synapse. C’est la signalisation du TCR, et plus 

particulièrement les kinases LCK et FYN, qui contribuent à la polarisation du MTOC. Ce 

dernier est responsable de la polarisation des LT et guide également d’autres organites 

comme l’appareil de Golgi et les mitochondries impliqués dans la formation de la synapse 

immunologique et l’exécution des fonctions effectrices comme la sécrétion des granules 

cytolytiques et cytokines (Stinchcombe et Griffiths 2014).  

La distance entre les deux cellules formant la synapse immunologique varie de 15nm à 

100nm et forme la fente synaptique. Un vide d’actine s’ouvre alors juste en-dessous du c-

SMAC dans lequel le MTOC permet de diriger la sécrétion de granules cytotoxiques comme 

les granzymes et perforines, ainsi que le médiateur de mort cellulaire alternative FasL vers 

la cellule cible (Stinchcombe et al. 2001; Brossard et al. 2005; Griffiths, Tsun, et 

Stinchcombe 2010). 

Pour la formation d’une synapse immunologique fonctionnelle et l’élimination de la cellule 

cible, la polymérisation correcte du cytosquelette d’actine et du MTOC est donc essentielle 

pour permettre la migration et sécrétion de granules cytolytiques par les LT dans la fente 

synaptique (Dustin et Cooper 2000; Ramsay et al. 2008). 

Des études in vivo, ont mis en avant le fait que la réorganisation du cytosquelette d’actine 

du LT semble être altérée dans les hémopathies, ce qui pourrait expliquer ce défaut de 

formation de la synapse immunologique et l’échappement tumoral associé (Le Dieu et al. 

2009; Ramsay et al. 2008). 

 

4.2 La lyse cytotoxique 

Les granules cytolytiques contiennent principalement des perforines et des granzymes. 

Une fois libérées dans la fente synaptique, les perforines forment des pores à la surface de 

la membrane plasmique de la cellule cible pour permettre aux granzymes de pénétrer la 

membrane plasmique et accéder au cytoplasme. Les granzymes B sont les granzymes pro-

apoptotiques les plus puissantes grâce à leur capacité à activer les membres pro-

apoptotiques tels que l’agoniste de mort du domaine BH3, le BH3-interacting domain death 
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agonist (Bid) et les protéines pro-apoptotiques Bcl-2 associated X protein (Bax) et Bcl-2 

homologous antagonist killer (Bak). Ces dernières entraînent la fuite du cytochrome c dans 

le cytosol qui active la pro-caspase 9 pour former l’apoptosome et ainsi activer la caspase 

3. Les granzymes B induisent donc une mort rapide et efficace car les cellules exposées 

aux granzymes et perforines meurent en moins de 10 minutes par apoptose (Halle et al. 

2016; Lopez et al. 2013; Ritter, Angus, et Griffiths 2013).  

Toutefois, pour parvenir à éliminer les cellules cibles, il est nécessaire d’atteindre un seuil 

de sécrétion spécifique de granzymes pour initier l’apoptose. Les cellules cancéreuses 

surexpriment souvent B cell lymphoma (Bcl)-2 ou des molécules de pro-survie apparentées 

qui bloquent la voie de mort mitochondriale activée par la granzyme B (Heibein et al. 2000; 

Sutton et al. 2003; 2000) (Schéma 6). 

 

Schéma 6 : Formation de la synapse immunologique entre le LT CD8+ et la cellule 
leucémique. Suite à la liaison du TCR au CMH de la cellule cible, l’influx de Ca2+ provoqué 
par la voie de signalisation du TCR permet la réorganisation du cytosquelette d’actine du 
LT afin de former une surface plane pour la synapse immunologique. Le c-SMAC est formé 
par les molécules de signalisation (TCR/CMH, CD28/CD80-86, PD-1/PD-L1) et le p-SMAC 
est formé par les molécules d’adhésion LFA-1/ICAM-1. Les mitochondries sont 
transloquées à proximité de la synapse immunologique afin de faciliter l’influx de Ca2+ et 
l’activation des facteurs de transcription comme NFAT et AP-1 via l’ouverture des canaux 
SOCs. La signalisation calcique permet également la sécrétion de perforines et granzymes 
B afin de provoquer l’apoptose de la cellule cible.  
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En temps normal, la cytotoxicité médiée par les LT CD8+ cytotoxiques avec la formation 

de la synapse immunologique, la libération des granules lytiques et les premiers signes de 

mort cellulaire dans la cellule cible se font rapidement et se produisent généralement dans 

les 5 premières minutes suite à la reconnaissance de la cellule cible et l’activation de la voie 

du TCR. Cependant, des durées plus longues de synapses immunologiques allant de 20 à 

60 minutes ont été observées pour l’élimination de cellules cibles (Pores-Fernando et 

Zweifach 2009; Stinchcombe et al. 2006). Une étude sur la synapse immunologique a 

observé un défaut de recrutement des complexes TCR et donc une diminution marquée de 

la formation de la synapse immunologique entre des LT et cellules leucémiques issus de 

patients LAM au diagnostic comparés à des cellules de donneurs sains. Néanmoins, ni le 

statut de différenciation (activé, effecteur, mémoire, naïf) des LT, ni le statut prolifératif des 

cellules leucémiques n’ont été étudiés dans ces travaux (Le Dieu et al. 2009). 

De plus, dans une étude réalisée par Wei et al., il a été montré que la formation de la 

synapse immunologique mature nécessitait la liaison et l’activation d’environ 10 complexes 

TCR afin d’observer des signaux calciques. En revanche, en présence de la molécule PD-

1 à la surface des LT, cette signalisation calcique n’était obtenue qu’après liaison et 

activation d’environ 30 complexes TCR dans la synapse immunologique, mettant ainsi en 

évidence l’effet inhibiteur de PD-1 (Wei et al. 2013). Dans le même sens, l’équipe de 

Yokosuka a montré que la présence de PD-1 à la surface des LT interférait avec la formation 

de la synapse immunologique et avec la signalisation du TCR via la formation de 

microclusters et le recrutement de la phosphatase SHP-2 (Yokosuka et al. 2012). 

Ainsi, les niveaux d’expression de PD-1 sur les LT CD8+ et de son ligand PD-L1 sur les 

cellules leucémiques semblent jouer un rôle important dans le phénomène de dormance 

immunologique ou d’échappement tumoral. Les cellules leucémiques modulent l’activation 

des LT par des signaux inhibiteurs et empêchent ainsi la formation de la synapse 

immunologique et la lyse cytotoxique associée (Fathi et al. 2020). 

 

D. Implication du calcium dans les fonctions 

cellulaires des cellules leucémiques et LT CD8+ 

1. Le calcium 

Le calcium est un signal intracellulaire ubiquitaire agissant comme un second messager 

qui régule de nombreux processus biologiques dans la cellule et qui est impliqué dans de 

nombreuses voies de signalisation cellulaires. L’homéostasie calcique est un état d’équilibre 

entre les efflux, les influx et le stockage du calcium par les différents organites de la cellule. 
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L’importance de cet ion dans la physiologie cellulaire est illustrée par son rôle dans la 

prolifération, la migration, la différenciation, la quiescence et l’apoptose. 

Une modification de l’homéostasie calcique peut être causée par une variation de 

l’expression et/ou de l’activité des acteurs de cette homéostasie calcique, ce qui mène alors 

à des pathologies. Par exemple, il a été décrit que dans des pathologies cancéreuses, des 

altérations de l’homéostasie calcique augmentaient la prolifération ou, à l’inverse, 

induisaient l’apoptose des cellules cancéreuses (Roderick et Cook 2008). Il est donc 

important de mieux comprendre les mécanismes induisant la modification de l’homéostasie 

calcique afin de développer une approche thérapeutique ciblée. 

En temps normal, les cellules au repos ont une concentration calcique cytoplasmique de 

50 à 100nM, une concentration calcique du RE de 800 à 1000µM et la concentration 

calcique du milieu extracellulaire est de l’ordre de 2mM. Le Ca2+ est capable d’activer des 

voies de signalisation dans le noyau et dans le cytoplasme dans le but de stimuler ou inhiber 

l’expression génique. Or, le Ca2+ peut être régulé à trois niveaux distincts, à savoir l’espace, 

le temps et l’amplitude. Ces niveaux impactent tous les trois la régulation de l’expression 

génique qui induira différentes fonctions physiologiques spécifiques du signal calcique. Les 

augmentations prolongées de Ca2+ intracellulaire peuvent être létales et c’est pourquoi les 

cellules utilisent des signaux calciques de faible amplitude ou transitoires appelés 

oscillations calciques (Berridge, Lipp, et Bootman 2000; S Kawano et al. 2002; Seiko 

Kawano et al. 2003; Li et al. 2005). 

 

2. Rôle du Ca2+ dans l’activation du LT 

2.1 Le Ca2+ permet d’activer le LT 

Comme expliqué précédemment, l’activation des LT requiert l’engagement du TCR avec 

le CMH d’une cellule cible. Cela entraîne, en l’espace d’une centaine de secondes, à la fois 

la libération des réserves intracellulaires de Ca2+ mais également un afflux de Ca2+ 

extracellulaire par les canaux calciques situés au niveau de la membrane plasmique qui ont 

été activés suite à la déplétion des réserves calciques. 

Le signal calcique des LT dépend majoritairement de l’entrée capacitive de calcium 

réalisée par les canaux CRAC qui s’inactivent avant le pic de ce signal calcique. L’influx 

calcique est favorisé et soutenu par un potentiel membranaire négatif induit par la sortie du 

potassium (K+) par les canaux potassiques Kv, et en particulier Kv1.3. Ces derniers sont 

dépendants du voltage et leur activation permet l’augmentation du gradient électrochimique 

du Ca2+. Les canaux KCa, et notamment KCa3.1, sont dépendants du calcium intracellulaire 
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et s’ouvrent dès que sa concentration augmente pour atteindre environ 200nM. La cellule 

se trouve alors hyperpolarisée et l’ouverture des canaux KCa permet le maintien du potentiel 

négatif de la membrane induisant ainsi une entrée soutenue de Ca2+ par les canaux CRAC 

(Cahalan, Wulff et Chandy 2001; Cahalan et Chandy 2009).   

Lors de l’engagement du TCR, la concentration calcique cytoplasmique du LT se retrouve 

multipliée par 10 pour atteindre 1µM. L’entrée de Ca2+ à travers la membrane plasmique est 

la source de Ca2+ la plus importante pour l’activation des LT et les seuls canaux sélectifs du 

Ca2+ exprimés par les LT sont les canaux ORAI. Des études ont montré une augmentation 

de l’expression de ORAI1 et STIM1 et de l’influx calcique dans les LT activés, pouvant ainsi 

expliquer une plus grande efficacité de la signalisation et réponse immunitaire des LT 

humains activés. Cette augmentation d’expression de STIM et ORAI amplifie l’influx 

calcique et assure la signalisation calcique médiée par les canaux CRAC qui entraîne 

l’expansion clonale, la différenciation et la régulation dépendante du calcium de l’expression 

de gènes des LT activés, garantissant ainsi une réponse accrue lors de rencontres 

ultérieures avec l’antigène (Lioudyno et al. 2008).  

Une étude a mis en évidence qu’une absence d’expression de ORAI1 par des LT de 

souris empêche ces derniers d’avoir une réponse immunitaire normale par le biais de la 

production des cytokines IFNg et TNF-a. De même, il a été démontré que lors de l’activation 

du TCR du LT CD8+, la transcription des gènes de la perforine pouvait être régulée par le 

facteur de transcription NFATc1, lui-même régulé par la voie de signalisation 

Ca2+/CaM/calcineurine (Oestreich et al. 2008; Klein-Hessling et al. 2017; McCarl et al. 2010; 

Samelson 2002; Zhang et al. 2005; Liou et al. 2005; Roos et al. 2005). 

Une faible quantité de Ca2+ intracellulaire de l’ordre de 40 à 220nM est nécessaire afin 

d’activer les LT et permettre leur prolifération. À contrario, une augmentation plus importante 

de Ca2+ peut entraîner l’apoptose du LT. De très faibles changements dans la concentration 

calcique du LT peuvent donc avoir un impact majeur sur la balance entre la prolifération et 

l’apoptose (Schwarz et al. 2007; Zhou et al. 2018). 

Le calcium intervient dans de nombreuses voies de signalisation, notamment par sa 

fixation à la calmoduline qui active la phosphatase calcineurine. Cette dernière permet la 

déphosphorylation de NFAT et sa translocation au noyau. La transcription génique 

dépendante de NFAT peut durer plusieurs heures et nécessite des influx soutenus et de 

longue durée de Ca2+ intracellulaire suite à l’entrée capacitive de Ca2+ extracellulaire 

modulée par les canaux SOCs et l’activité de la calcineurine. Lorsque les niveaux de Ca2+ 

intracellulaire chutent ou que les cellules sont traitées à la cyclosporine A (CsA), un 

inhibiteur de la calcineurine, NFAT est immédiatement rephosphorylé et sa séquence de 



 72 

localisation nucléaire est masquée. Cela entraîne une exportation rapide de NFAT hors du 

noyau et l’arrêt de la transcription de gènes dépendants de NFAT (Feske 2007).  

À l’inverse, une augmentation transitoire est suffisante pour l'activation de NF-kB et la 

transcription génique ultérieure. Ainsi, après l'engagement du TCR avec le CMH, la force et 

la durée du signal calcique déterminent la prolifération, la production de cytokines et la 

libération de granules cytotoxiques pour les LT CD8+. La concentration calcique peut donc 

moduler les voies d’activation de la cellule, faisant du Ca2+ un messager très polyvalent 

(Hogan et al. 2003; Lewis 2001). 

 

2.2 Le Ca2+ permet d’inactiver le LT en modulant NFAT et l’axe 

PD-1/PD-L1 

Il a été démontré dans la littérature que NFATc1 (NFAT2) est capable de réguler 

l’expression de PD-1 et, de manière moins renseignée, celle de PD-L1 (Oestreich et al. 

2008; Ritprajak et Azuma 2015). La signalisation calcique aurait donc un impact sur le 

dialogue entre les cellules du SI et les cellules cancéreuses (Payne et al. 2016; Caetano et 

al. 2002; Baksh et al. 2002). Une étude intéressante a montré in vitro et in vivo qu’un 

inhibiteur des canaux calciques voltage-dépendants, la Nifédipine, réduit l’expression de 

NFAT2 ainsi que sa translocation nucléaire dans des cellules du cancer colorectal. Elle 

montre également que NFAT2 favorise l’expression de PD-L1 dans les cellules tumorales 

et de PD-1 dans les LT, ce qui laisse suggérer une implication de la signalisation calcique 

dans l’immuno-échappement des cellules tumorales via l’axe PD-1/PD-L1. La Nifédipine 

inhibe l’expression de PD-L1 et de PD-1, reproduisant ainsi l’action des inhibiteurs de l’axe 

PD-1/PD-L1 et favorise alors la reconnaissance immunitaire des cellules tumorales par les 

LT (Wu et al. 2020). 

 

2.3 Le Ca2+ intervient dans la formation de la synapse 

immunologique et la lyse cytotoxique 

La synapse immunologique doit se former puis se dissocier pour se reformer tout au long 

de la durée de vie du LT. La formation initiale de la synapse immunologique requiert une 

augmentation de Ca2+ par la voie d’activation du TCR. En plus de l’activation du LT, cette 

augmentation de concentration calcique permet le détachement du cytosquelette d’actine, 

des protéines membranaires et/ou la perte de tension de la membrane. Ceci permet aux 

synapses immunologiques de rester constamment en mouvement. Une étude a d’ailleurs 

montré que l’aplatissement de la membrane plasmique du LT, qui est régulé par l’actine lors 
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de la formation de la synapse immunologique, est dépendant de l’augmentation de la 

signalisation calcique (Quintana et al. 2009; Burkhardt, Carrizosa, et Shaffer 2008). 

Hartzell et al. et d’autres chercheurs ont découvert que les filaments d’actine permettent 

de concentrer les canaux SOCs, et notamment les responsables majeurs du SOCE, ORAI1 

et STIM1, au centre de la synapse immunologique et plus précisément au niveau du c-

SMAC. Cette réorganisation favorise l’influx calcique au niveau de la synapse 

immunologique (Hartzell et al. 2016). 

Ainsi, les ions Ca2+ permettent le mouvement du cytosquelette qui, en retour, favorise 

l’organisation spatiale des canaux calciques au niveau de la synapse immunologique. Cela 

garantit un positionnement optimal pour initier les fonctions de la réponse immunitaire 

dépendantes du Ca2+ comme la sécrétion de cytokines. D’autres études pionnières sur la 

compréhension de la formation de la synapse immunologique ont confirmé l’implication du 

Ca2+ intracellulaire dans l’accumulation d’actine, l’arrêt de la motilité, la forme des cellules 

et la stabilisation durant la formation de la synapse immunologique (Bhakta et Lewis 2005; 

Krummel et al. 2000; Delon et al. 1998; Bunnell et al. 2001). 

La réorientation des MTOC vers la synapse immunologique est également Ca2+-

dépendante suite à la découverte de l’implication de la PLCg et du Ca2+ extracellulaire dans 

son organisation spatiale.  

L’activité cytotoxique des LT CD8+ dans la synapse immunologique est aussi très 

dépendante des concentrations de Ca2+ extracellulaire. En effet, il a récemment été montré 

par des tests de cytotoxicité en temps réel que l'accumulation et la libération des granules 

cytolytiques contenant les perforines et granzymes par les LT CD8+ nécessitent des 

concentrations intracellulaires et extracellulaires de Ca2+ allant de 122 à 334nM et de 23 à 

625µM respectivement. Des concentrations supérieures ou inférieures inhibent 

partiellement l’activité cytotoxique des LT CD8+. Ce mécanisme est notamment finement 

modulé par l’expression de ORAI1 à la surface des LT. En effet, l’extinction complète de 

l’expression de ORAI1 inhibe l’activité cytotoxique comme attendu, mais l’extinction partielle 

de l’expression de ORAI1 dans les LT cytotoxiques augmente l’efficacité de la lyse. Il 

existerait donc un niveau optimal d’influx de Ca2+ pour induire les effets cytotoxiques 

efficaces des LT (Zhou et al. 2018).  

La chercheuse Contento et son équipe ont également constaté que la translocation 

nucléaire de NFATc2 est significativement plus élevée parmi les LT dans lesquels les 

mitochondries sont recrutées au niveau de la synapse immunologique que parmi les LT où 

les mitochondries ne sont pas recrutées. Ceci indique que l’influx de Ca2+ soutenu par les 
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mitochondries recrutées à la synapse immunologique aide à maintenir la translocation 

nucléaire de NFATc2 qui induit l’activité des LT (Contento et al. 2010). 

Concernant les cellules cibles de la synapse immunologique, il a été montré que la perte 

de l'intégrité de la membrane plasmique induite par les perforines sécrétées par le LT 

conduit à une réponse de réparation de la membrane. La formation des pores entraîne un 

influx de Ca2+ extracellulaire dans la cellule cible conduisant à la mobilisation de protéines 

pouvant refermer les lésions. Les protéines Endosomal sorting complexes required for 

transport (ESCRT) peuvent, en effet, réparer la formation de pores au niveau de la 

membrane plasmique. Elles sont recrutées de manière transitoire sur les sites de 

dommages membranaires, et ce, de manière dépendante du Ca2+ (Weigelin et al. 2021; 

Andrews, Almeida, et Corrotte 2014; Lopez et al. 2013). 

Aussi, l’induction de l’expression de PD-L1 par les cellules cibles via l’IFNg sécrété par 

les LT pourrait être médiée par la signalisation calcique des cellules tumorales. En effet, le 

récepteur à l’IFNg exprimé par les cellules leucémiques peut activer la voie 

Ca2+/CaM/calcineurine par la production d’IP3 (Nair et al. 2002). La signalisation calcique 

pourrait donc également moduler l’axe PD-1/PD-L1 à travers la synapse immunologique. 

 

3. Les canaux ORAI sont dépendants du stock 

calcique et des senseurs STIM 

3.1 Structure et fonctions des canaux ORAI 

Les canaux ioniques situés au niveau de la membrane plasmique sont des protéines 

transmembranaires qui facilitent sélectivement la perméation d’ions spécifiques entre les 

milieux intra et extracellulaires. En contrôlant le flux d’ions, les canaux ioniques déterminent 

les signaux cellulaires, l’apoptose, la prolifération, la migration et l’adhésion cellulaire. Les 

canaux ioniques jouent donc un rôle de modulateur du destin cellulaire et peuvent participer 

à la cancérogenèse (Litan et Langhans 2015; Kondratskyi et al. 2015; Bortner et Cidlowski 

2014).  

Parmi les acteurs majeurs de l’homéostasie calcique, il existe les canaux dépendants du 

stock calcique (store-operated channels, SOCs) : les canaux ORAI (Hores ou Heures, 

divinités grecques, filles de Zeus et gardiennes des portes du ciel). ORAI est une 

glycoprotéine ancrée à la membrane plasmique où elle forme la sous-unité du pore du canal 

activé par la libération des réserves intracellulaires de Ca2+ (calcium-released activated 

channel, CRAC) grâce à ses quatre domaines transmembranaires. Le premier domaine 

transmembranaire tapisse le pore du canal et contient un résidu glutamate qui constitue un 
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site de liaison à haute affinité au calcium, conférant ainsi une forte sélectivité. Les canaux 

CRAC sont des complexes hexamèriques composés de six monomères de ORAI disposés 

autour d’un axe central et modulent ainsi l’influx de calcium dans les cellules (Hou et al. 

2012; Penna et al. 2008; Cheng et al. 2013; Prakriya et al. 2006; Yeromin et al. 2006). 

ORAI1 a d’abord été identifié suite à la mise en évidence de la mutation R91W chez des 

patients atteints du syndrome du déficit immunitaire combiné sévère (severe combined 

immunodeficiency, SCID). Cette mutation de ORAI1 entraîne la perte de fonction du canal 

CRAC et une inhibition presque totale de l’entrée de Ca2+ opérée par la vidange du stock 

calcique du réticulum endoplasmique de la cellule. Cette diminution de l’influx calcique 

provoque une immunodéficience combinée sévère caractérisée par une altération de la 

prolifération des LT, un défaut d’activation de gènes dépendants de NFAT, une réduction 

de la production de cytokines comme l’IL-2 et l’IFNg, une faible réponse immunitaire et une 

augmentation des infections virales et bactériennes. Le canal calcique ORAI1 joue donc un 

rôle majeur dans les fonctions principales des cellules et notamment l’activation des LT et 

la réponse immunitaire (Feske et al. 2001; Vaeth et al. 2017). 

La déplétion de ORAI1 chez la drosophile (dORAI1, CRACM) par ARN interférent (ARNi) 

a permis d’étudier les régulateurs de l’entrée de calcium dans la cellule et la translocation 

au noyau de NFAT en diminuant l’influx de Ca2+. Ces études montrent donc le rôle critique 

de ORAI1 dans la fonction des LT et la réponse immunitaire ainsi que son implication dans 

la formation du canal calcique CRAC (Feske, Gwack, Prakriya et al. 2006). Le gène dORAI 

identifié chez la drosophile a 3 homologues chez l’homme : ORAI1, ORAI2 et ORAI3. Les 

domaines transmembranaires sont très conservés entre les 3 homologues mais leurs 

différences résident dans la vitesse d’activation et inactivation ainsi que la sensibilité aux 

inhibiteurs pharmacologiques tels que le synta66 (Vaeth et al. 2017). 

Les courants CRAC ont été observés dans de nombreux types cellulaires, ce qui 

correspond à l’expression ubiquitaire des ORAI. Le canal calcique ORAI1 est le plus étudié 

des 3 ORAI et semble être le membre des ORAI majoritairement exprimé par les cellules 

non excitables, y compris les cellules immunitaires et notamment les LT pour lesquels les 

CRAC et le courant SOC sont essentiels, comme le montrent des études réalisées chez 

l’homme et la souris. De plus, un knockdown de STIM1 et ORAI1 dans les lignées cellulaires 

humaines de LT et des LT primaires de patients montre une inhibition presque complète de 

l’entrée de Ca2+ dans la cellule suite à l’ajout de la thapsigargine ou à la stimulation du TCR 

(Cahalan et Chandy 2009). 

Bien que ORAI1 soit crucial pour la fonction du canal CRAC, ORAI2 et ORAI3 semblent 

pouvoir former des complexes de canaux avec des propriétés pharmacologiques et une 
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sensibilité au Ca2+ distinctes. ORAI2 montre une expression plus élevée dans les 

plaquettes, les mélanocytes, les LB, les cellules dendritiques, les macrophages, les 

mastocytes, le cerveau, les poumons et la rate et ORAI3 est, quant à lui, abondant dans de 

nombreux organes solides (Vaeth et al. 2017). 

ORAI2 est néanmoins également fortement exprimé dans les LT naïfs et de manière 

moins prononcée dans les LT effecteurs, ce qui entraîne une augmentation du ratio 

ORAI1 :ORAI2 et une plus forte expression de ORAI1 dans les cellules effectrices. Une 

délétion de ORAI1 réduit le courant SOC tandis qu’une délétion de ORAI2 l’augmente et la 

suppression combinée de ORAI1 et ORAI2 abolit complètement le SOCE et entraîne la 

dysfonction du LT. Ces effets opposés s’expliquent par la capacité des 3 ORAI à former des 

hétéromultimères. Ainsi, ORAI2 forme des CRAC avec ORAI1 et atténue l’entrée du Ca2+ à 

travers les canaux formés. ORAI1 et ORAI2 sont donc des modulateurs du SOCE et de la 

fonction des LT en contrôlant la réponse immunitaire (Lis et al. 2007; Vaeth et al. 2017). 

 

3.2 L’activation des canaux ORAI dépend des senseurs STIM 

Le criblage par ARNi a permis d’identifier les gènes responsables de l’influx de Ca2+ induit 

par l’épuisement des réserves de Ca2+ du RE déclenché par l’IP3. La thapsigargine bloque 

de manière irréversible la pompe SERCA située à la membrane du RE, empêchant un 

recaptage actif du Ca2+ et entraînant alors l’épuisement des réserves de calcium par une 

fuite passive de Ca2+ du RE vers le cytoplasme. La thapsigargine active alors le courant 

CRAC tout en s’affranchissant de la cascade de transduction du signal résultant de 

l’engagement du récepteur à l’IP3. Le criblage des cellules de drosophile possédant des 

mécanismes moléculaires partagés avec les cellules immunitaires humaines a permis 

d’identifier le senseur du stock calcique : la molécule d’interaction stromale (stromal 

interaction molecule, STIM) comme étant le seul gène parmi 170 gènes testés essentiel à 

l’influx de Ca2+ provoqué par la thapsigargine. Les canaux SOCs étant sensibles au stock 

calcique réticulaire de la cellule, l’association des ORAI avec le STIM de la drosophile et 

ses homologues humains STIM1 et STIM2 est donc essentielle pour établir le courant CRAC 

à la suite de l’épuisement des réserves de Ca2+ du RE (Cahalan et Chandy 2009). 

STIM est une protéine transmembranaire située dans le RE et sensible aux stocks 

calciques du RE. L’une de ses extrémités, l’extrémité N-terminale, réside dans la lumière 

du RE et contient deux domaines de main EF de faible affinité pour le Ca2+ lorsque les 

stocks sont remplis. Un seul de ces domaines de main EF suffit à STIM pour lier le Ca2+ et 

ainsi détecter la concentration calcique du RE. Ces protéines fonctionnent comme des 
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capteurs de Ca2+ du RE et, lorsque les stocks réticulaires sont importants, STIM chélate 

fortement le calcium et les canaux SOCs situés à la membrane plasmique restent fermés. 

La concentration des stocks calciques du RE est d’environ 100 à 800µM. Lors de la 

vidange des réserves de Ca2+ du RE, le Ca2+ se dissocie des domaines EF des STIM, 

entraînant alors un changement de conformation et une oligomérisation des protéines STIM 

permettant leur translocation vers les jonctions RE-membrane plasmique. Les multimères 

de STIM forment ensuite des amas appelés « puncta » à une distance de 10 à 25nm de la 

membrane plasmique. ORAI est alors recruté dans ces puncta et la proximité entre les STIM 

et ORAI va permettre leur association grâce à l’extrémité de la protéine STIM qui réside 

dans le cytosol et qui permet une interaction directe avec les protéines ORAI afin de leur 

transmettre les signaux calciques. Cette association va ensuite déclencher la formation et 

l’activation du canal CRAC formé par les sous-unités ORAI, ce qui permet une augmentation 

de la concentration calcique intracellulaire par entrée de Ca2+ extracellulaire de manière 

sélective. Une activité optimale des courants CRAC est réalisée grâce à un ratio de deux 

monomères de STIM par sous-unité d’ORAI (Joseph, Reicher, et Barda-Saad 2014; 

Soboloff, Spassova, Hewavitharana, et al. 2006, Cahalan et Chandy 2009). Cette action, 

appelée entrée de Ca2+ dépendante des stocks calciques (store-operated calcium entry, 

SOCE) est réversible car le calcium accumulé dans le cytoplasme peut à nouveau être capté 

par le RE via les pompes sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase (SERCA) et les canaux 

peuvent ensuite s’inactiver et empêcher l’entrée de Ca2+ dans la cellule une fois les réserves 

remplies (Schéma 7) (Liou et al. 2005; Choi et al. 2014; Luik et al. 2006; Amcheslavsky et 

al. 2015). 

 

Schéma 7 : Association de ORAI et STIM pour former le canal CRAC et induire l’entrée 
capacitive de Ca2+ dans la cellule. Lorsque les réserves calciques du RE de la cellule sont 
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pleines, STIM est lié au calcium et les canaux CRAC sont fermés. Lors de la vidange des 
stocks calciques, STIM n’est plus lié au calcium et s’associe aux monomères de ORAI pour 
former le canal CRAC et permettre l’influx de Ca2+ dans la cellule.  

 

L’interaction entre les canaux ORAI avec STIM1 et STIM2 conduit à des amplitudes 

d’entrée capacitive de Ca2+ différentes, STIM2  étant un activateur plus faible que STIM1 

(Soboloff, Spassova, Tang, et al. 2006; Zhou et al. 2009). Oh-Hora et son équipe ont 

découvert qu’une délétion de STIM1 entraînait une réduction de l'activité des canaux SOCs 

qui pouvait être restaurée par STIM1 mais pas suffisamment par STIM2. Les auteurs ont 

également démontré qu’une déficience en STIM1 mais pas en STIM2 entraînait une 

localisation nucléaire uniquement transitoire de NFAT. Par ailleurs, une déficience de 

STIM2 permet tout de même une entrée capacitive de calcium et une production normale 

de cytokines. STIM1 semble donc être le principal acteur du SOCE avec les canaux CRAC 

(Oh-hora et al. 2008). 

Ces résultats sont corroborés par une autre étude montrant que l’affinité de STIM2 pour 

le Ca2+ est deux fois plus faible que celle de STIM1, ce qui permet toutefois à STIM2 de 

contrôler l’influx basal de Ca2+. Parvez et al. et Bema-Erro et al. ont rapporté qu’une 

surexpression de STIM2 dans la lignée cellulaire humaine embryonnaire rénale HEK293 

augmente les niveaux de Ca2+ intracellulaire au repos alors qu’une absence d’expression 

de STIM2 dans des neurones corticaux les diminue (Parvez et al. 2008; Berna-Erro et al. 

2009). 

Aussi, les protéines STIM peuvent former des homotétramères mais également des 

hétérotétramères de STIM1 et STIM2 qui ont une affinité au Ca2+ différente étant donné la 

plus faible affinité de STIM2. Cette différence d’affinité a également des répercussions sur 

la vitesse d’oligomérisation et de réversion qui est plus rapide pour STIM1 que pour STIM2, 

ce qui pourrait expliquer la variabilité des réponses physiologiques suite à une entrée 

calcique (Liou et al. 2005; Stathopulos et al. 2008; Brandman et al. 2007). 

 

3.3 Le SOCE est induit par l’interaction des canaux ORAI avec 

les senseurs STIM 

Les augmentations de Ca2+ intracellulaire peuvent être dues soit à l’afflux de Ca2+ à 

travers la membrane plasmique, soit à sa libération à partir des réserves intracellulaires ou 

les deux. Le SOCE est une voie ubiquitaire d’influx calcique des cellules non excitables 

modulée par les canaux ORAI et les senseurs STIM. Cette voie est déclenchée par la liaison 

d’un agoniste à un récepteur couplé à une protéine G ou tyrosine kinase qui active la PLC 

qui va cliver le PIP2 en IP3 et DAG. L’IP3 se fixe à son récepteur situé à la membrane du RE 
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et cela conduit à la déplétion des stocks calciques réticulaires (Tumelty et al. 2007; Prakriya 

et Lewis 2015). 

Comme expliqué précédemment, cette déplétion est détectée par les STIM situés à la 

membrane du RE mais la libération de Ca2+ par le RE ne peut générer que des signaux 

transitoires étant donné la capacité limitée des réserves calciques. C’est une déplétion 

prolongée qui peut provoquer une entrée de Ca2+ par les SOCs, ce qui entraîne alors 

différents processus biologiques comme la sécrétion de cytokines, la transcription de gènes 

et la motilité des cellules. (Aulestia et al. 2018; Che et al. 2015; El Boustany et al. 2010; Li 

et al. 2013). 

 

3.4 Implication du SOCE dans les pathologies cancéreuses 

Les cellules cancéreuses subissent un certain nombre de changements comme une 

prolifération accrue et une atténuation des voies menant à la mort cellulaire où le 

remodelage de l’homéostasie calcique a été signalé comme ayant un impact significatif. Il 

est de plus en plus démontré que le SOCE et ses acteurs principaux jouent un rôle dans le 

développement de caractéristiques cancéreuses, notamment la prolifération, la migration, 

l’invasion ou encore l’échappement à l’apoptose. La voie SOCE fait intervenir les canaux 

SOCs ORAI et les senseurs STIM, qui s’avèrent primordiaux pour l’entrée de Ca2+ dans la 

cellule et qui font de cette voie une cible dans les thérapies anti-cancéreuses (Xie et al. 

2016; Zhan et al. 2015). 

 

i. Rôle de ORAI1 et STIM1 dans les pathologies cancéreuses 

Des études ont montré que dans certaines pathologies comme le cancer de l’œsophage 

et de l’utérus, une forte expression de ORAI1 et STIM1 est associée à une faible survie et 

à la rechute à cause de leur implication dans la prolifération, la migration, la régulation de 

l’apoptose et l’invasion des cellules cancéreuses (Kim et al. 2014). 

Les protéines STIM et ORAI joueraient un rôle important dans le développement du 

cancer comme par exemple en modulant la migration et la métastase des cellules du cancer 

du sein, du colon ou encore de l’estomac. En effet, une étude sur des cellules du cancer du 

sein a montré que des inhibiteurs du SOCE et des siARN dirigés contre ORAI1 et STIM1 

réduisaient la migration, l’invasion et les métastases tumorales in vivo. Les canaux ORAI 

contribueraient donc à la prolifération des cellules cancéreuses (Lioudyno et al. 2008; Fiorio 

Pla, Kondratska, et Prevarskaya 2016). 

Dans des lignées cellulaires du cancer de l’œsophage ainsi que dans un modèle murin 

du cancer de l’utérus, les inhibiteurs du SOCE, 2-aminoethyl diphenylborate (2-APB) et 
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SKF96365 non spécifiques de ORAI1, ainsi qu’un siARN dirigé contre ORAI1 ont montré 

une même efficacité de réduction de masse tumorale de 50%, révélant l’implication de 

ORAI1 dans le développement des cellules cancéreuses. De la même manière, l’expression 

de STIM1 semble également être plus élevée au sein des cellules cancéreuses et serait 

corrélée à la masse tumorale. Une surexpression ou inhibition de STIM1 exacerbe ou 

atténue la croissance tumorale respectivement et le recours à l’inhibiteur du SOCE 

SKF96365 abolit la croissance tumorale. 

Une autre étude a démontré sur des lignées cellulaires d’adénocarcinome pancréatique 

que ORAI1 et STIM1 modulent le SOCE et jouent un rôle pro-survie et anti-apoptotique. En 

effet, l’inhibition de leur expression à l’aide de siARN dirigés contre eux a permis d’améliorer 

l’apoptose induite par des médicaments chimiothérapeutiques comme le 5-fluorouracil (5-

FU) ou gemcitabine (Kondratska et al. 2014). 

Enfin, Umemura et al. ainsi que d’autres chercheurs ont montré qu’une inhibition 

pharmacologique du SOCE et/ou de STIM1 et ORAI1 diminue la migration in vitro de 

cellules de mélanome et la formation de métastases pulmonaires in vivo (Zhu et al. 2014; 

Umemura et al. 2014; Chen et al. 2011). 

Par ailleurs, l’augmentation de l’expression de ORAI1 et STIM1 a été observée dans 

plusieurs cancers comme le cancer colorectal, du poumon, de l’œsophage et du rein mais 

pas dans le cancer de la prostate. Une diminution de l’expression de ORAI1 ou STIM1 cause 

une diminution du SOCE et une réduction de l’absorption du Ca2+ par le RE. Les cellules 

cancéreuses seraient donc capables d’acquérir une résistance à l’apoptose en modulant 

leur signalisation calcique de manière à diminuer la surcharge calcique cytosolique et 

augmenter la tolérance à la déplétion prolongée des réserves calciques du RE (Flourakis et 

al. 2010; Vanoverberghe et al. 2004; Zhu et al. 2014; Zhang et al. 2015).  

 

ii. Rôle de ORAI2, ORAI3 et des canaux TRP dans les pathologies 

cancéreuses 

Dans le même sens, dans le cancer de la prostate, la tumorigénèse s’accompagne d’une 

diminution de l’expression de ORAI1 en faveur de l’expression de ORAI3 qui fonctionne 

indépendamment des réserves de Ca2+ (Dubois et al. 2014). D’autre part, une étude montre 

que la progression du cancer du sein est associée à une surexpression de ORAI3 (Motiani, 

Abdullaev, et Trebak 2010). Cette surexpression favorise la formation d’hétéromultimères 

entre ORAI1 et ORAI3 pour former des canaux indépendants des réserves calciques, et 

ceci aux dépens de la formation de SOCs homomultimériques formés par des canaux 

ORAI1. Ce changement dans la voie préférentielle d’entrée de Ca2+ favorise le 
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développement des cellules tumorales (Benzerdjeb et al. 2016; Daya et al. 2021). D’autres 

études montrent aussi que l’altération de l’expression de ORAI2 contribue à la tumorigénèse 

et que l’inhibition de ORAI3 induit une réduction de la prolifération cellulaire et est corrélée 

à une diminution de l’activité transcriptionnelle de NFAT (Motiani et al. 2013; Liu et al. 2011; 

Faouzi et al. 2011, 2013; Ay et al. 2013). 

Dans la lignée cellulaire humaine de LAM promyélocytaire HL60, une étude a montré que 

ORAI2 est fortement exprimé dans ces cellules et joue donc un rôle essentiel dans le SOCE 

et la migration cellulaire. Il est à noter que l’inhibition de ORAI3 ne montre pas d’effet 

significatif sur le SOCE et que les canaux TRPC1, TRPC3 et TRPC6 sont peu exprimés 

dans ces cellules (Diez-Bello et al. 2017). 

Il est important de préciser qu’un certain nombre d’études démontrent l’association entre 

les canaux transient receptor potential (TRP) et CRAC. ORAI1 et STIM1 interagissent avec 

les TRP canoniques (TRPC), leur conférant une sensibilité à la déplétion des réserves de 

Ca2+. Les canaux TRPC1, TRPC4, TRPC5 et TRPC6 seraient impliqués dans le SOCE et 

sont considérés par une partie de la communauté scientifique comme des SOCs (Fenninger 

et Jefferies 2019; Alicia et al. 2008; Ong et al. 2007; Kim et al. 2009). 

Les canaux TRPC sont activés par des voies couplées à la PLC et peuvent favoriser 

l’entrée de Ca2+ dans la cellule. TRPC1 et TRPC4 peuvent également contribuer au SOCE 

par des courants cationiques non sélectifs (Leanza et al. 2016).  

De même, il a également été montré que la surexpression des STIM et ORAI ou encore 

des canaux sélectifs du Ca2+ comme TRP vanilloïde (TRPV) 5 ou TRPV6 dans les cellules 

de la lignée cellulaire humaine embryonnaire de rein HEK293T modifie l’homéostasie 

calcique de manière à augmenter ou diminuer la concentration intracellulaire afin d’induire 

les processus oncogènes (Miederer et al. 2015; Rana et al. 2015; Desai et al. 2015).  

STIM1, ORAI1, ORAI2 et TRPC1 régulent la migration des cellules du cancer du sein, du 

colon et de l’estomac. Leur inhibition diminue non seulement l’influx de Ca2+ mais également 

la migration cellulaire in vivo (Chakraborty et al. 2016; Guéguinou et al. 2016; Xu et al. 2016; 

Jardin et Rosado 2016; Kim et al. 2014).  

Les canaux SOCs ORAI ont été identifiés comme les principaux canaux calciques connus 

et le rôle de ORAI1 est de plus en plus documenté dans les pathologies cancéreuses 

(Prevarskaya, Skryma, et Shuba 2018). L’expression des différents ORAI diffère en fonction 

des pathologies car ORAI1 semble être surexprimé dans les cellules du cancers du poumon 

tandis que ORAI3 semble être surexprimé dans les cellules du cancer de la prostate et du 

sein. Toutefois, le rôle des ORAI semble différer en fonction des pathologies en augmentant 

ou diminuant la capacité de prolifération (Diez-Bello et al. 2017). 
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Peu d’études ont montré l’implication des canaux ORAI dans le contexte des CSL et dans 

le cadre de mon projet de thèse, nous avons montré l’implication du canal calcique ORAI1 

et de la voie SOCE dans la régulation des CSL au sein d’échantillons de patients atteints 

de LAM et de lignées cellulaires leucémiques humaines (Lewuillon et al. 2022). D’autres 

études in vitro ont montré une augmentation de l’expression de ORAI2 dans les lignées 

cellulaires de LAM. Ces études suggèrent un potentiel rôle de la signalisation calcique dans 

la persistance des CSL (Diez-Bello et al. 2017). 

Le rôle du Ca2+ et des acteurs associés étant peu renseigné dans les processus 

cellulaires comme la prolifération, la différenciation et la quiescence des CSH et CSL, pour 

qui ces fonctions sont pourtant essentielles, notre revue « Put in a « Ca2+ll » to Myeloid 

Leukemia » nous aide à mettre en lumière ce qui est connu à ce jour. 

 

3.5 Pharmacologie des canaux SOCs 

Des études ont montré que moduler la signalisation calcique et notamment l’influx 

calcique généré par les canaux CRAC inhibe la progression des cellules cancéreuses. 

L’inhibition du SOCE pourrait donc représenter une approche thérapeutique prometteuse 

pour le traitement des cancers, et les canaux ORAI pourraient être des cibles potentielles 

pour le développement de médicaments. Il est donc question d’évaluer l’efficacité 

d’inhibiteurs spécifiques de ces canaux SOC (Prakriya et Lewis 2015; Waldherr et al. 2020). 

L’inhibition de l’activité du canal CRAC peut être réalisée à l’aide du 

bis(trifluorométhyl)pyrazoles (BTP). Cette famille d’agents pharmacologiques inhibe la 

prolifération ainsi que la libération de cytokines par les LT humains. Le membre le plus 

étudié de ce groupe est le BTP2, ou YM-58483, qui inhibe l’influx de Ca2+ provoqué par la 

thapsigargine et le canal CRAC. Des résultats montrant cependant qu’une forte 

concentration de BTP2 diminue son efficacité d’inhibition et induit l’activation du canal 

TRPM4 perméable au sodium remettent en question la spécificité et efficacité de cet 

inhibiteur. Le mécanisme d’inhibition de l’influx calcique et de la sécrétion de cytokines par 

le BTP2 serait dû à une dépolarisation de la membrane plasmique via l’activation de 

TRPM4, réduisant ainsi la force motrice d’influx calcique. D’autres résultats montrent une 

spécificité pour les canaux CRAC, TRPC3 et TRPC5 contrairement aux canaux K+, CaV et 

TRPV6, suggérant ainsi une inhibition de ces canaux par le biais d’un mécanisme commun. 

De ce fait, bien que les effets du BTP2 aient été validés dans plusieurs modèles cellulaires 

immunitaires, les mécanismes d’inhibition de l’influx calcique restent encore incompris 

(Takezawa et al. 2006; Zitt et al. 2004; He et al. 2005). 
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Le 2-Aminoéthyl diphénylborinate (2-APB) est un antagoniste non compétitif des 

récepteurs à l’IP3 permettant ainsi d’étudier l’implication des IP3R dans le déclenchement 

des SOCs. Il a été mis en évidence un effet bimodal dose-dépendant de l’agent inhibiteur 

sur le SOCE en permettant de potentialiser le courant CRAC à de faibles concentrations 

(<5µM) et de l’inhiber à des concentrations plus élevées (>20µM). Cet inhibiteur est 

cependant non sélectif en inhibant ou activant également d’autres classes de canaux 

ioniques tels que les TRPC, TRPM, TRPV et en modulant l’efflux mitochondrial de Ca2+ 

(Zhang et al. 2008; Prakriya et Lewis 2001; Hu et al. 2004). 

L’inhibiteur synta66 est structurellement similaire au BTP2 mais contient un groupe 

biphényle contrairement à l’anneau pyrazole du BTP2. Cet agent aux effets peu réversibles 

n’interagit pas avec les canaux K+ ou les pompes Ca2+, ce qui en fait un inhibiteur sélectif 

du SOCE. Sa vitesse d’inhibition est cependant lente et exige une préincubation supérieure 

à 1h. Synta66 n’impacte pas l’activation et translocation de STIM vers les sites jonctionnels 

du RE et de la membrane plasmique ni la formation des puncta. Cet agent inhibiteur est 

utilisé dans de nombreuses études afin d’étudier physiologiquement l’impact des canaux 

CRAC dans la fonction effectrice des LT. Des études ont montré que le synta66 était 

hautement sélectif du pore ORAI1 sans impacter la viabilité des cellules. En effet, il 

semblerait que l’effet du synta66 dépende de l’homologue ORAI et 10µM de synta66 

inhibent les courants ORAI1, tandis que les courants ORAI2 se trouvent stimulés et les 

courants ORAI3 ne semblent pas être affectés (Li et al. 2011; Prakriya et Lewis 2015; 

Waldherr et al. 2020).  
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AVANT-PROPOS 
 

La LAM est une hémopathie maligne et hétérogène au niveau biologique, moléculaire et 

clinique touchant l’adulte âgé de plus de 65 ans dans 50% des cas. Cette maladie provient 

des cellules souches hématopoïétiques de la MO et est caractérisée par une amplification 

clonale et une perte de différenciation des précurseurs myéloïdes appelés cellules 

leucémiques. Malgré les avancées dans la détection précoce de la maladie et les 

traitements, le taux de survie des patients atteints de LAM reste faible et dépend de l’âge 

des patients. 

La signalisation calcique est la première voie à être modifiée par les régulateurs 

épigénétiques dans les CSC et renforce l’hypothèse d’un rôle crucial de l’homéostasie 

calcique dans le destin et la survie des cellules en gouvernant les processus physiologiques 

dépendants du Ca2+. De nombreuses études ont maintenant établi que la signalisation 

calcique est fréquemment modifiée par les cellules cancéreuses en remodelant l’activité et 

l’expression des canaux et pompes calciques spécifiques, ainsi qu’en altérant les échanges 

et signaux calciques intracellulaires qui contribuent au phénotype néoplasique. Les 

changements d’activité et/ou d’expression de ces protéines spécialisées sont impliqués 

dans l’induction de la migration, la prolifération soutenue et incontrôlée, la régulation du 

cycle cellulaire, le métabolisme, la transcription de gènes et la résistance à l’apoptose. Ces 

altérations permettent aux cellules cancéreuses de développer une résistance aux 

immunothérapies et l’inhibition de certaines de ces protéines empêche la prolifération et/ou 

les métastases des cellules cancéreuses (Prevarskaya, Skryma, et Shuba 2018; Déliot et 

Constantin 2015; Wee et al. 2014).  

Un enrichissement en gènes de signalisation du Ca2+ dans les CSC est corrélé à une 

sensibilité élevée aux agents thérapeutiques ciblant le Ca2+, ce qui souligne l’importance de 

mieux comprendre les voies de signalisation calcique impliquées dans la tumorigénèse pour 

ainsi les cibler plus spécifiquement. Il y a donc un réel intérêt à étudier le rôle précis de la 

signalisation calcique et il est nécessaire de mieux définir le rôle du Ca2+ dans le cancer et 

notamment les LAM qui restent encore peu étudiées à ce sujet. Il est également important 

d’identifier des agents ciblant spécifiquement les canaux et pompes calciques afin de 

parvenir à une meilleure éradication des cellules cancéreuses. 

C’est pourquoi, l’objectif de cette revue est de relater le rôle encore peu connu du Ca2+ 

et de la signalisation calcique dans les hémopathies malignes, et plus particulièrement la 

LAM notamment concernant (i) la prolifération, différenciation ainsi que la quiescence des 

CSH normales et leucémiques, (ii) le lien entre le calcium, la mitochondrie, le métabolisme 
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et le stress oxydatif, (iii) l’effet du microenvironnement de la MO sur le destin des cellules 

de LAM et enfin (iv) le mécanisme par lequel les traitements chimiothérapeutiques peuvent 

modifier l’homéostasie du calcium dans les cellules de la LAM. 

Cette revue « Put in a « Ca2+ll » to Myeloid Leukemia » publiée en février 2022 dans le 

journal Cells permet de confronter ce qui est connu à ce jour concernant les mécanismes 

dans les cancers d’une manière générale et ce qui a été observé dans les LAM. Ce travail 

montre que les connaissances dans les LAM sont encore limitées et, même si des résultats 

d’équipes travaillant sur des pathologies différentes convergent, certains résultats 

contradictoires sont tout de même observés, soulignant l’importance d’un 

approfondissement de nos connaissances des LAM. 
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Abstract: Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disorder characterized by genetic aberrations 

in myeloid primitive cells (blasts) which lead to their defective maturation/function and their pro-

liferation in the bone marrow (BM) and blood of affected individuals. Current intensive chemother-

apy protocols result in complete remission in 50% to 80% of AML patients depending on their age 

and the AML type involved. While alterations in calcium signaling have been extensively studied 

in solid tumors, little is known about the role of calcium in most hematologic malignancies, includ-

ing AML. Our purpose with this review is to raise awareness about this issue and to present (i) the 

role of calcium signaling in AML cell proliferation and differentiation and in the quiescence of hem-

atopoietic stem cells; (ii) the interplay between mitochondria, metabolism, and oxidative stress; (iii) 

the effect of the BM microenvironment on AML cell fate; and finally (iv) the mechanism by which 

chemotherapeutic treatments modify calcium homeostasis in AML cells. 

Keywords: acute myeloid leukemia; calcium signaling; leukemic stem cells; cell metabolism; micro-

environment; chemotherapies 

 

1. Introduction 

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematologic malignancy at the 

biological, molecular, and clinical levels. AML is characterized by clonal amplification 

and the loss of differentiation of myeloid precursors (blasts) in the bone marrow (BM) and 

peripheral blood. AML is a pathology of aged adults, with more than 50% of patients 

identified at age >65 years. Despite a tremendous effort to decipher genetic aberrations 

such as leukemia-associated chromosomal translocations and inversions, as well as mul-

tiple somatically acquired mutations that affect genes of different functions that improve 

prognosis, the AML patient survival rate remains poor and is largely age-dependent [1]. 

AML originates from BM hematopoietic stem cells (HSCs). Primary commonly acquired 

mutations arise in genes involved in the epigenomic process, such as DNMT3A, ASXL1, 

TET2, IDH1, and IDH2, and already exist in the founding clone. In contrast, secondary 

mutations involving NPM1 or signaling molecules (e.g., FLT3, RAS gene family) typically 

occur later during leukemogenesis. In addition, AML can be subdivided into distinct clas-

ses, including acute promyelocytic leukemia (APL) and myelodysplastic-syndrome-re-

lated AML, which involve different genetic aberrations (Myc, etc.) [2]. 

Calcium ions are the main second messengers in cells and are crucial for cell fate and 

survival. Intracellular Ca2+ homeostasis relies on the organized activity of various Ca2+ 
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channels, pumps, and exchangers, which maintain a precise Ca2+ concentration in the cy-

toplasm and organelles such as the endoplasmic reticulum (ER), mitochondria, lysosomes, 

and nucleus [3–5]. Transient or sustained activation of this machinery regulates changes 

in the duration and levels of intracellular calcium, thereby governing calcium-dependent 

physiological processes. 

Alterations in calcium signaling and homeostasis affect numerous cellular functions 

and are involved in various pathological states, including cancer. Dysregulated calcium 

signaling cascades have been shown to result in processes crucial for uncontrolled prolif-

eration and tumorigenesis. These processes include gene transcription, regulation of the 

cell cycle, proliferation, metabolism, apoptosis, autophagy, and cell migration and may 

affect the development of resistance to cancer therapies [6]. 

Alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers. There 

is much less knowledge of hematologic malignancies such as myeloid leukemia, except 

for chronic myeloid leukemia (CML), for which the tyrosine kinase activity of Bcr–Abl 

seems to regulate calcium homeostasis [7]. 

Two recent publications highlight the important role of calcium in the maintenance 

of normal stem cells, both active and dormant. Luchsinger et al. show that a low-calcium 

medium increases the viability of HSCs in vitro [8]. These have a low cytoplasmic calcium 

concentration that is maintained by glycolytic activity. Fukushima et al. developed an-

other strategy by which a non-phosphorylatable fluorescent marker allows in vivo dis-

crimination between dormant and active stem cells [9]. It shows the implication of calcium 

concentration in dormancy and that marrow reconstitution by HSC is favored by a high 

concentration of cytoplasmic calcium. The bone matrix allows the localization of hemato-

poietic stem cells in niches that are critical for their regulation [10]. In bone, these niches 

are mainly located in vascularized areas and more rarely in trabecular areas. The latter, 

however, have a strong potential for self-renewal and reconstruction of hematopoiesis 

that emphasizes their importance, especially for the development of leukemic cells [11]. 

There is a real interest in studying the precise role of calcium signaling in AML, which 

remains mostly unclear. 

Taking into account the current knowledge of calcium signaling in cancer cells as 

well as in normal hematopoiesis, our purpose is to shed light on four peculiar topics: (i) 

the quiescence of these hematopoietic stem cells and AML cell proliferation and differen-

tiation; (ii) the role of mitochondria, metabolism, and oxidative stress; (iii) the effect of the 

BM microenvironment on AML cells; and finally (iv) therapeutic approaches. 

2. The Role of Calcium Homeostasis in AML Cell Proliferation and Differentiation 

The dysregulation of calcium signaling and homeostasis impacts numerous cellular 

functions. Several Ca2+-dependent signaling pathways are therefore involved in cancer 

initiation and development. The precise control of intracellular calcium concentration is 

crucial for the modulation of many signaling pathways and Ca2+-regulated proteins in-

volved in specific cellular processes, including the regulation of key cellular functions 

such as the cell cycle, proliferation, and differentiation. 

Our review focuses on the role of Ca2+ channels and downstream intracellular signal-

ing pathways in regulating proliferation and differentiation in acute myeloid cell lines or 

primary AML samples. Numerous reviews have presented the remodeling of intracellular 

Ca2+ homeostasis in cancer cells from solid tumors but very few in hematologic malignan-

cies and none in acute myeloid leukemia. We here focus on studies that highlight a func-

tional role for Ca2+ channels and downstream intracellular signaling pathways that lead 

to changes in proliferation and differentiation in acute myeloid leukemia. Our review also 

focuses on the regulation of quiescence by calcium signaling in normal hematopoietic 

stem cells and leukemic stem cells. 
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2.1. Calcium and Cell Cycle Regulation in AML 

Cell division and proliferation are ruled by the cell cycle, which is a four-stage pro-

cess: the first gap phase G1; the S phase, in which DNA replication occurs; the second gap 

phase G2; and the M phase, or mitosis, in which the DNA and cytoplasmic material are 

shared between two new daughter cells. The progression between these different phases 

is tightly regulated, and variations in intracellular Ca2+ [Ca2+]i play a key role throughout 

the cell cycle, namely during the early G1 phase and at the G1/S and G2/M transitions. 

The initiation of centrosomal duplication at the G1/S phase is also dependent on Ca2+ 

and calmodulin (CaM) [12,13]. CaM appears to be mobilized early after mitogenic stimu-

lation and late in the G1 phase near the G1/S transition [14,15]. In late G1, Ca2+/CaM is 

required before the restriction point and pRb phosphorylation [16]. In AML, it has been 

shown that Ca2+ and CaM are involved in regulating cell proliferation in HL-60 human 

promyelocytic leukemia cells. Indeed, cytosolic calmodulin levels were increased accord-

ing to the cell cycle phase and more generally during cell cycle progression. Additionally, 

it has been shown that calmodulin antagonists slow cell growth in a concentration-de-

pendent manner [17], thus underlying the critical role of the Ca2+/CaM pathway in leuke-

mia cells. 

CaM kinase II (CaMKII) is necessary for cell cycle progression [18]. Inhibition of 

CaMK activity was shown to inhibit cell proliferation and is correlated with growth arrest 

in AML. Monaco et al. reported that inhibition of CaMKII activity results in an upregula-

tion of CaMKIV mRNA and protein expression in leukemia cell lines. Interestingly, AML 

cells (primary cells and cell lines) expressing CaMKIV show elevated levels of Cdk inhib-

itors p27 (kip1) and p16 (ink4a) and reduced levels of cyclins A, B1, and D1. These findings 

indicated potential cross-talk between CaMKII and CaMKIV and suggest that CaMKII 

could suppress the expression of CaMKIV to promote leukemia cell proliferation [19]. 

Nevertheless, another study showed contradictory results regarding the effect of CAMKs 

on AML proliferation. It has been shown that the suppression of CaMKs (CAMKIV) cou-

pled with human leukocyte immunoglobulin-like receptor B2 (LILRB2) signaling is asso-

ciated with decreased human acute leukemia proliferation in vitro and in vivo [20]. 

Calcineurin, a calcium-dependent phosphatase, also plays a crucial role in the tran-

sition through the G1 and S phases and was shown to regulate the expression of cyclins 

A and E [21] and the accumulation of cyclin D1 [18]. Calcineurin is also very well known 

to activate NFAT and to mobilize MYC [22,23] in regulating cyclins E and E2F, which 

brings an additional link between calcium-dependent pathways and proliferation. How-

ever, the role of calcineurin in AML and its precise function in the regulation of cell cycle 

checkpoints in these malignant hemopathies are unknown. Nonetheless, one study 

showed that the activity of calcineurin was decreased by 85% in the sera of patients diag-

nosed with AML, while no significant changes in calmodulin or calcineurin levels were 

observed [24]. 

2.2. Calcium Channels and Proliferation in AML 

The calcium/calcineurin/NFAT pathway is one of the main mechanisms that can be 

activated by calcium influx through membrane calcium channels. The use of calcium 

channel inhibitors has strengthened the notion that calcium influx plays a critical role in 

cell proliferation. The antiproliferative effects of the inhibition of calcium channels have 

been shown in numerous tissues. In AML cells, the transient receptor potential melastatin 

2 (TRPM2) ion channel displayed high expression compared to CD34+ healthy precursor 

cells, and its suppression inhibited the proliferation of leukemia cells. These findings show 

that TRPM2 has an important role in AML proliferation mediated by the regulation of key 

transcription factors, such as ATF4 and CREB [25]. It was also shown that the dextroiso-

mer r-verapamil, which inhibits Cav1.2, an L-type calcium channel, by binding to a spe-

cific area of its α-1 subunit, causes dose-dependent inhibition of leukemic cell prolifera-

tion. These results were observed in blast cells derived from patients with AML [26]. 
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Calcium transport could be achieved by the activation of upstream partners such as 

inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 (ITPR2), which is located in the endoplasmic 

reticulum membrane and regulates the mobilization of intracellular Ca2+ stores through 

SERCA pumps and/or exchangers. Thus, ITPR2 plays a pivotal role in intracellular Ca2+ 

signaling and subsequently in the cell cycle and proliferation. ITPR2 expression is in-

creased in AML patients with a normal karyotype compared to healthy patients. In a co-

hort of 157 AML patients, high ITPR2 expression was associated with dramatically shorter 

overall survival and event-free survival [27]. Further investigations are needed to deter-

mine the precise calcium-dependent mechanism underlying the aggressive phenotype of 

leukemic cells with high ITPR2 expression in AML. 

2.3. Implication of Notch and Ca2+ Signaling in AML Proliferation 

It has been recently shown that Notch increases Ca2+ entry by activating calcium-

sensing receptors and inhibiting voltage-gated K+ channels [26] and that it could also en-

hance store-operated Ca2+ entry [28]. The new human leukemia cell line TMD7, estab-

lished from blast cells of a patient with de novo acute myeloblastic leukemia, expressed 

Notch-1 and Notch-2 mRNA. Exposure to recombinant Delta-1 protein, a Notch ligand, 

significantly increased the proliferation of TMD7 cells [29]. It has also been shown that 

Notch signaling can maintain the proliferation and survival of the HL60 human promye-

locytic leukemia cell line and promotes the phosphorylation of the Rb protein [30]. Other 

studies have shown, however, that Notch activation can inhibit AML growth and also 

alter AML-initiating cell compartments [31,32]. The nature of the Notch ligands seems to 

be crucial in the resulting effect of Notch activation. Indeed, when the ligand used is Jag-

ged1 instead of Delta1, inhibition of proliferation and survival are observed in AML cells. 

Interestingly, opposite effects of the Notch ligands Jagged1 and Delta1 have been reported 

on the growth of primary AML cells [33]. While their associated roles in calcium signaling 

are still under investigation, it would be interesting to clarify the calcium mobilization 

pattern associated with Notch ligands in AML. 

2.4. Calcium Involvement in AML Differentiation 

Any dysregulation in myeloblast differentiation represents a key cellular and molec-

ular event that could be studied for a better understanding of AML. Complete remission 

in patients with APL has been achieved using targeted therapies such as all-trans retinoic 

acid (ATRA) and/or arsenic trioxide [34]. However, the response of non-APL AML pa-

tients to treatment remains poor, indicating the need for a better understanding of the 

differentiation processes in this disease. 

Myeloid differentiation involves the activation of new signaling pathways and the 

acquisition of new effector functions. Cellular calcium homeostasis and calcium-depend-

ent signaling are intimately involved in these processes. Thus, intracellular calcium 

transport may be significantly remodeled during differentiation [34]. Some studies have 

shown the link between differentiation and calcium signaling in AML. It has been shown 

that the modulation of calcium pump expression, specifically of the sarco-endoplasmic 

reticulum calcium ATPase (SERCA) pumps, is an integral component of the differentia-

tion program of myeloid precursors and indicates that lineage-specific remodeling of the 

ER occurs during cell maturation. In addition, it was shown that SERCA isoforms may 

serve as useful markers for the study of myeloid differentiation [34]. In vitro studies have 

shown the mechanisms implicated in leukemic cell differentiation. The binding of S100A9 

to Toll-like receptor 4 (TLR4), which promotes the activation of p38 mitogen-activated 

protein kinase, extracellular signal-regulated kinases 1 and 2, and Jun N-terminal kinase 

signaling pathways, could lead to myelomonocytic and monocytic AML cell differentia-

tion [35]. Few studies have been published regarding the implication of calcium in the 

induction of AML cell differentiation through direct or indirect mechanisms. Calcium ion-

ophores can, by themselves, induce the differentiation of primary human AML cells into 

dendritic cells [36]. It has also been shown that Ca2+ signaling, through the receptor IP3R1, 
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sensitizes cells to the effect of retinoic acid. Differentiation induced by retinoic acid was 

associated with a significant reduction in c-Myc expression and an increase in membrane 

tyrosine kinase activity in AML cell lines [37]. 

2.5. Calcium and Cell Cycle Regulation in Normal and Cancer Stem Cells (CSCs) 

In recent years, research has started to highlight that calcium channels play a key role 

in CSC function. Calcium channels are indeed involved in the mechanisms required for 

their function, leading to cancer progression and treatment resistance. Cancers are most 

commonly treated with a combination of surgery, chemotherapy, radiotherapy, and im-

munotherapy. However, several studies have demonstrated that these treatments fail to 

target or actively select a specific subset of resistant cells termed CSCs [38]. CSCs are char-

acterized by their capacity to remain quiescent and to resist apoptosis, properties gener-

ally associated with treatment resistance and tumor relapse [38]. Therefore, deciphering 

the mechanisms underlying the quiescence of cancer cells or CSCs appears to be crucial 

in cancer research. 

Quiescent cells are found in G0, a resting phase outside of the cell cycle distinct from 

the G1 phase observed in cycling cells. Regulation of several key players, including cyclins 

and cyclin-dependent kinases (CDKs), CDK inhibitors, and retinoblastoma protein (Rb), 

dictate cell fate (G0 entry, cell cycle engagement). Decrease in the expression and activity 

of cyclin D–CDK4/6 and cyclin E–CDK2 complexes could induce quiescence [39]. 

The role of calcium in the regulation of stem cell quiescence is still poorly understood. 

It was shown that the NFATc1 isoform can control hair follicle normal stem cell quiescence 

by suppressing cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) and cell cycle progression [40]. It was 

also shown that glioblastoma stem-like cells (GSLCs) can be maintained in a quiescent 

state by decreasing the extracellular pH. Interestingly, in this study, the authors observed 

that the changes in Ca2+ homeostasis appearing during the switch from proliferation to 

quiescence are determined by store-operated channels (SOCs) since the inhibition of SOCs 

promotes the quiescence of proliferating GSLCs and induces a dramatic and reversible 

change in mitochondrial morphology [41]. 

Regarding the regulation of quiescent HSCs, an increasing number of studies have 

shown a crucial impact of cytoplasmic calcium concentration [42]. There is a remodeling 

of intracellular Ca2+ homeostasis in HSCs exiting the quiescent state and undergoing com-

mitment. Therefore, Ca2+ signaling seems to be highly implicated in hematopoiesis. Nev-

ertheless, studies are currently incomplete and sometimes contradictory. Some studies 

have shown that Ca2+ signals oscillate between keeping HSCs in the quiescent state or 

activating them when commitment is needed [43]. Toward a differentiation cell fate, it 

was shown that Ca2+ signaling could favor nuclear translocation of the commitment pro-

moter NFAT and degradation of the self-renewal promoter Tet2 [44]. In contrast, an ele-

gant study has shown that quiescent cells display higher intracellular Ca2+ concentrations 

and that niche factors favor [Ca2+]c elevation to induce quiescence (possibly via the cal-

modulin/CaMKs pathway) [9]. Single-cell RNA-seq analyses showed that the gene expres-

sion profiles of dormant/quiescent and active HSCs were nearly identical, except for 

Cdk4/6 activity. Moreover, high-throughput small-molecule screening revealed that high 

concentrations of cytoplasmic calcium ([Ca2+]c) were linked to HSC quiescence. These find-

ings indicate that quiescent and active adult HSCs could be distinguished from one an-

other according to the regulation of Cdk4/6 and [Ca2+]c [9]. 

The apparent contradiction of these observations highlights the crucial need to more 

precisely decipher the mechanisms underlying the implication of Ca2+ signaling in the bal-

ance between the quiescent and active states of HSCs (Figure 1). 
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Figure 1. Schematic diagram illustrating the two proposed models of calcium-dependent mecha-

nisms controlling the switch between quiescence and cycling state in HSC. In model 1 [42] and 

model 2 [9], quiescent hematopoietic stem cells (HSC) display distinct features compared to the cy-

cling/active HSC. In model 1, intracellular Ca2+ concentration increases during the switch from G0 

to G1 state. Active HSC display active NFAT and TET2 degradation. In model 2, it is proposed that 

intracellular Ca2+ concentration decreases during G0 to G1 transition, leading to an increase in 

CDK4/6 activities, and that the calmodulin (CaM)/CaM kinase (CaMK) pathway is involved in HSC 

quiescence. 

2.6. Leukemic Stem Cells (LSCs), Relapse, and Calcium: A Possible Link? 

Relapses in AML are a result of the persistence of chemoresistant leukemic cells, also 

termed minimal residual disease (MRD). Several studies have demonstrated subclonal 

heterogeneity and a hierarchy of human leukemia-initiating cells (LICs), including LSCs 

[45], and Bachas et al. showed that a minor subpopulation of LICs responsible for relapse 

was present at diagnosis in patients [46]. Therefore, a better understanding of the mecha-

nisms of LSC regulation would help to prevent relapse in AML. As described above, some 

studies have shown that Ca2+ signaling is involved in HSCs and in CSC regulation. How-

ever, to our knowledge, no study has described the calcium signaling pathways involved 

in LSC/LIC regulation. Interestingly, RNA-seq analysis of AML patient samples revealed 

that some NFAT isoforms (NFATc2/3) were overexpressed in AML blasts at relapse com-

pared to blasts at diagnosis [47]. Although the mechanisms were not described in this 

study, these observations could link calcium-dependent pathways to the properties of leu-

kemic cells causing relapse in AML. Further investigations are needed to better under-

stand the calcium-associated mechanisms underlying relapse in AML, particularly those 

related to LSCs. 
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2.7. Future Directions 

In the above sections, we have highlighted several targets/pathways of interest and 

hypothetical mechanisms associated with calcium signaling (summarized in Table 1 and 

in Figure 1) and related to AML proliferation and differentiation or to CSC/HSC quies-

cence. Nevertheless, few studies have investigated the link between calcium signaling and 

AML cell differentiation or cell cycle regulation so far, and none were performed on leu-

kemic stem cells. In addition, some observations are contradictory. This may be explained 

by (i) the different origins of the biological material used, i.e., cells lines vs. primary leu-

kemic cells cultured in different laboratories; (ii) the difficulty in studying rare cells such 

as HSC or LSC; and (iii) the high heterogeneity of AML disease. Regarding the last point, 

and as was already mentioned, AML is a complex and highly heterogenous hematologic 

malignancy which displays a plethora of genetic/epigenetic modifications, possibly im-

pacting calcium signaling and therefore leukemic cell fate toward differentiation and/or 

proliferation. Interestingly, it was shown in normal myeloid cells that NFAT negatively 

regulates genes that dictate entry in the cell cycle, such as Cdk4 and Cdk6. This effect was 

associated with the FLT3 ligand-associated signaling and the phospholipase PLCγ1-de-

pendent calcium influx [48]. This study suggests that NFAT proteins can inhibit prolifer-

ative signaling in myeloid cells and interact with the FLT3 receptor, a protein commonly 

mutated in AML. It could therefore be interesting to focus future efforts to study the im-

pact of Ca2+ signaling on key actors of cell division and proliferation in AML cells, de-

pending on the genetic background and/or the differentiation stage of the disease. 

Compared to normal myeloid cells, contradictory results regarding the role of NFAT 

in proliferation have been shown in AML. Indeed, the NFAT isoform c1 was shown to be 

frequently overexpressed in AML cells bearing the FLT3 mutation and displaying an ex-

cessive proliferation [49]. Despite the discordant observations made between normal and 

leukemic cells, this study underlines the possible link between calcium signaling and cell 

cycle regulation in AML cells with a specific genetic anomaly background. Further studies 

are thus still required to better understand the precise role of calcium signaling in AML 

proliferation and differentiation. 

Table 1. Summary of the main targets/pathways of interest associated with calcium signaling and 

related to AML proliferation and differentiation. 

Sub-Sections Targets Mechanisms Biological Effect Biological Sources References 

Ca2+ Signaling and Cell 

Cycle Regulation 
CaM 

-Increased cytosolic CaM 

-Transition G1 to S 
Increased proliferation 

HL60 promyelocy-

tic AML cell line 
[17] 

 CaMKII 

-Decreased Cdk inhibitors 

p27 (kip1) and p16 (ink4a) 

-Increased cyclin A, B1, D1 

-Increased proliferation 

-Cell cycle progression 
AML cell lines [19] 

 CaMKIV 
-Increased p27, p16 

-Decreased cyclin A, B1, D1 
-Decreased proliferation AML cell lines [19] 

 CaMKIV -Phosphorylation Rb Increased proliferation Primary AML cells [18] 

 Calcineurin 

-Transition G1 to S 

-Cyclin A, D1? 

-Cyclin E, E2? 

Proliferation? 

Decreased calcineurin ac-

tivity (−85%) 

Sera from AML pa-

tient 
[24] 

Ca2+ Channels and Prolif-

eration in AML 
TRPM2 ATF4, CREB Increased proliferation Primary AML cells [25] 

 
Cav.1.2, L-type 

calcium channel 
-Ca2+ entry Increased proliferation Primary AML cells [26] 

 ITPR2 SERCA pumps Cell cycle progression Primary AML cells [27] 

Notch and Ca2+ Signaling 

in AML Proliferation 

Notch/Delta lig-

and 

-Calcium sensor receptor 

-SOCE 
Increased proliferation 

TMD7 AML cell 

line 
[29] 

 
Notch/Delta1 

ligand 

-Calcium sensor receptor 

-SOCE 
Increased proliferation 

HL60 promyelocy-

tic cell line 
[30] 
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Notch/Jagged1 

ligand 

-Calcium sensor receptor 

-SOCE 
Decreased proliferation 

Primary AML cells, 

AML cell lines 
[28,33] 

Calcium Involvement in 

AML Differentiation 
SERCA pumps -Ca2+ Increased differentiation Primary AML cells [34] 

 S100A9/TLR4 -p38, ERK1/2, JNK Increased differentiation Primary AML cells [35] 

 
Ca2+ concentra-

tion 
 Increased differentiation Primary AML cells [36] 

 IP3R1 -Decreased c-myc expression Increased AML cells AML cell lines [37] 

3. Mitochondria, Calcium, and AML 

One hundred years ago, Warburg proposed that cancer may originate from dysreg-

ulated metabolism. Mitochondria are essential organelles that facilitate cell metabolism 

and energy supply through oxidative phosphorylation (OXPHOS) and acid-driven and/or 

fatty acid oxidation (FAO) [50,51]; they are also involved in calcium homeostasis and re-

active oxygen species production, which play a role in apoptosis (cell death). 

The citric acid cycle, also known as the TCA cycle or the Krebs cycle, is a metabolic 

pathway in all aerobic organisms whose primary function is to oxidize acetyl groups, no-

tably from degraded carbohydrates, fats, and proteins, to restore energy production. The 

process yields one GTP or ATP and several electrons that circulate through the respiratory 

chain to allow the formation of additional ATP molecules through OXPHOS. Mitochon-

drial Ca2+ uptake engages aerobic metabolism by triggering the activity of three TCA cycle 

dehydrogenases: pyruvate dehydrogenase (PDH) via pyruvate dehydrogenase phospha-

tase 1 (PDP1) and isocitrate and α-ketoglutarate dehydrogenases (IDH and OGDH, re-

spectively) (for review see [52]). 

3.1. Normal Hematopoiesis 

Hematopoiesis takes place in the bone, and HSCs share a specialized microenviron-

ment called a niche with a variety of other cells, such as osteoblasts, osteoclasts, macro-

phages, adipocytes, and perivascular mesenchymal and endothelial cells, to maintain 

their pluripotent status. The niche provides hypoxic conditions for the maintenance of 

HSC quiescence. Quiescent HSCs display low intracellular Ca2+ levels in both the cytosol 

and mitochondria in vivo, which is partly fulfilled via low plasma membrane Ca2+ influx 

activity [43]. Low-calcium environments maintain HSCs’ stem cell features in vitro. In 
turn, high Ca2+ levels increase mitochondrial OXPHOS and compromise stem cell func-

tions while promoting the gene expression of a series of differentiation markers [8], indi-

cating that disturbing mitochondrial Ca2+ signaling may reshape the future of HSCs. Fu-

kushima et al. developed a strategy to discriminate quiescent (dormant) from active stem 

cells using a nonphosphorylatable p27 G0 marker fused to a yellow fluorescent protein, 

and this strategy bypassed the ER/mitochondrial pathways. Their data show the implica-

tion of the calcium concentration in dormancy. Reconstitution of the BM by HSCs in vivo 

is promoted by a high concentration of cytoplasmic calcium [9], somewhat opposing the 

results obtained by Luchsinger et al. in their in vitro model. 

Under some conditions, such as interferon treatment or 5-fluorouracil-induced BM 

suppression, HSCs exit the quiescent state and actively enter the cell cycle [43,53]. 

Umemoto et al. provided evidence that the initiation of cell division starts with increased 

intracellular Ca2+ levels. The resulting enhancement of mitochondrial membrane potential 

is accompanied by increases in mitochondrial Ca2+ levels, mitochondrial superoxide lev-

els, and intracellular ATP content. Inhibiting the increase in intracellular Ca2+ via treat-

ment with nifedipine, an antagonist of L-type voltage-gated Ca2+ channels (LTCCs), dras-

tically affected mitochondrial Ca2+ levels and preserved HSC stem cell features. 

One potential mechanism by which mitochondrial Ca2+ controls the HSC cell cycle 

and gene expression is epigenetic regulation. Aside from increased ATP synthesis and 

ROS production, Ca2+ affects the epigenome by allowing the formation of acetyl-CoA and 

α-ketoglutarate (α-KG). While acetyl-CoA is known to be an essential substrate for histone 
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acetylation, α-KG could also play a role. Lombardi et al. recently provided evidence that 

the loss of mitochondrial Ca2+ uptake stimulates myofibroblast differentiation and fibro-

sis. They identified that MICU1-mediated MCU triggering elicits a metabolic switch; in 

this process, α-KG regulates the activity of histone demethylases, including histone lysine 

demethylases (KDMs) and ten-eleven-translocated (TET) enzymes, and epigenetic remod-

eling ultimately regulates cell fate [54]. 

3.2. LSCs and AML 

Acute myeloid leukemia arises either de novo, in which the earliest mutation triggers 

the development of the disease, or may expand from other hematological malignancies 

following the stepwise increase of chromosomal and/or genetic/epigenetic abnormalities 

[55–59]. Until now, the mechanisms supporting the regulation and clinical significance of 

the Ca2+/mitochondria pathways have remained mostly unidentified in LSCs. LSC metab-

olism is distinct from that involved in normal HSCs [60–62]. While HSCs exploit both 

OXPHOS and glycolysis, LSCs are defective in glycolysis and mostly rely on amino acid-

driven OXPHOS for their basal energy needs but may also oxidize fatty acids to sustain 

OXPHOS [63]. 

Fatty acid metabolism has gained substantial interest in hematological malignancies, 

including AML. LSCs primarily reside in the BM niche in a scarce but adipocyte-rich en-

vironment. Tabe et al. and Maher et al. extensively and carefully describe the “ins and 
outs” of FAO involvement in leukemia [64,65]. In mitochondria, metabolized fatty acids 

generate NADH and FADH through B-oxidation. These molecules operate as cofactors in 

the electron transport chain to produce ATP and acetyl-CoA, the latter of which enters the 

TCA cycle. FAO is essential in AML cells with overexpression of very-long-chain acyl-

CoA dehydrogenase (VLCAD) [66] and in AML stem cells that are resistant to the veneto-

clax/azacitidine regimen [67]. Genetic reduction and pharmacological inhibition of 

VLCAD impaired mitochondrial respiration and the FAO contribution to the TCA cycle, 

while pharmacological inhibition of FAO restored sensitivity to venetoclax/azacitidine 

AML stem cells. 

Several proteins involved in mitochondrial calcium signaling present abnormal ex-

pression at the plasma membrane (PM) of LSCs and AML cells, such as oxysterol-binding 

proteins (ORPs), TRPM2, and neurokinin-1 receptor (NK-1R). 

ORPs govern phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) and cholesterol traffick-

ing to the PM. Zhong et al. reported that abnormally increased expression of ORP4L is 

crucial for leukemia stem cell survival. It allows inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) for-

mation by removing PIP2 from the plasma membrane and presenting it to phospholipase 

Cb3 (PLCb3) for hydrolysis. IP3 generation activates IP3Rs, leading to ER Ca2+ release to 

enhance mitochondrial respiration. They described the synthesis of LYZ-81, a molecule 

that binds ORP4L competitively with PIP2 and inhibits PIP2 hydrolysis, generating a de-

fective Ca2+ signaling [68]. The TRPM2 ion channel is activated by free intracellular ADP-

ribose in synergy with free intracellular calcium [69]. 

NK-1R is the high-affinity receptor for substance P (SP). Dysregulation of the SP/NK-

1R complex plays a part in multiple pathologies, including pain, chronic inflammation, 

affective and addictive disorders, and cancer [70,71]. Here, Ge et al. demonstrated in vitro 

and in vivo the ability of NK-1R antagonists (SR140333 and aprepitant) to induce AML 

cell apoptosis through IP3R-mediated calcium ER–mitochondrial efflux. Subsequent 

VDAC-elicited calcium overload induces ROS mitochondrial dysfunction, activating a 

DNA damage program through ATM and CHK2 activation and resulting in apoptosis 

[72]. Taken together, these data suggest that blocking Ca2+ signaling at the plasma mem-

brane level may combat LSCs and AML cells by targeting their mitochondrial bioenergetic 

processes. 

In addition, several components of the calcium signaling family at the plasma mem-

brane have been described in AML. At the level of purinergic P2 receptors, decreased ex-

pression of P2XR3 genes involved in apoptosis mechanisms was observed in EVI-1 AMLs 
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[73]. Conversely, P2X7R upregulates Pbx3, therefore promoting the progression of MLL-

AF9 AML [74]. 

3.3. Mitochondrial Calcium and Its Implication in Cancer Mechanisms 

Calcium plays a role in many mitochondrial mechanisms in cancer cells. mTORC2–
AKT induces direct phosphorylation of IP3R, which induces an escape from cell death by 

stopping the flow of calcium between the ER and the mitochondria. In liver, lung, breast, 

and colorectal cancers, GTPase mitofusin-2 (Mfn2) located at the outer membrane of the 

mitochondria is able to restore cell death by inhibiting the mTORC2–AKT axis [75]. Other 

proteins can modulate the death pathway of cancer cells, such as Bcl-2, which exerts cal-

cium-dependent oncogenic activity by inhibiting apoptosis stimuli through direct inter-

action with IP3R and Bax [76]. During apoptosis, the oncosuppressive protein p53 induces 

the release of calcium from the reticulum to the mitochondria by increasing the activity of 

the SERCA pump. Likewise, the PML protein can interact with IP3R3 to induce calcium 

flux from the ER to the mitochondria, thereby affecting apoptosis and autophagy [6]. 

As mentioned previously, the IP3R receptor located on the ER promotes mitochon-

drial oxidative phosphorylation by allowing the supply of calcium to the mitochondria. 

Calcium-dependent apoptosis is predominantly mediated by the IP3R3 variant in mam-

mals. Kuchay et al. argued that the F-box protein FBXL2 is able to bind to IP3R3 to degrade 

ubiquitin and thus reduce mitochondrial calcium influx. Interestingly, a mutation of 

PTEN (homologous gene of phosphatase and tensin) is often observed in cancers, in which 

PTEN is able to compete with FBXL2 by binding to IP3R3, inhibiting cell death by hinder-

ing mitochondrial calcium overload [77]. 

Autophagy is also a mechanism used by cancer cells. The increased expression of 

VGCC reduces autophagy. Conversely, the decrease in ORAI1 activates autophagy. Ad-

ditionally, an increase in cytosolic calcium allows the activation of CAMKII, which in turn 

activates autophagy by regulating the AMPK–mTOR axis [78]. 

3.4. Isocitrate Dehydrogenase in AML 

Isocitrate dehydrogenase (IDH) is a crucial cellular enzyme in the TCA cycle. Its main 

role is to promote the oxidative decarboxylation of isocitrate into α-ketoglutarate. Among 

the five IDHs identified, three were located in the mitochondrial matrix and were NAD-

dependent. The other two are NADP-dependent isocitrate dehydrogenases, one of which 

is predominantly cytosolic (IDH1) and the other mitochondrial (IDH2). The two NADP-

dependent isozymes act as homodimers, and NADP and Ca2+ bind in the active site to 

generate different structures. Xu et al. revealed a new self-regulatory mechanism of activ-

ity in which NADP is already binding to the open, inactive form, while the competitive 

binding of isocitrate and calcium allows conformational changes, resulting in the closed, 

active form (Figure 2) [79]. 
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Figure 2. Structure and activation of wild-type IDH2. IDH2 functions as a homodimer, each con-

taining a large NADP+-binding/catalytic domain linked to the small domain by a clasp structure. 

The open form is maintained by hydrogen bonds between Ser94 and Arg172, which obstruct the active 

site. IDH2 becomes activated by switching its conformation. The substrate binding site is made of 

binding sites for NADP+ and isocitrate bound to divalent cations such as Ca2+, Mg2+, and Mn2+. The 

oxidative catalysis and decarboxylation of isocitrate induce the production of α-KG and NADPH. 

Mutations in the IDH2 active site provide a gain-of-function activity that converts α-KG to the 

D2HG oncometabolite (adapted from [79,80]). 

Mutations in the IDH1/2 family were reported in metastatic colon cancer in 2006 and 

then in primary and secondary gliomas two years later following large-scale sequencing 

[81–83]. IDH1/2 mutations were later identified in approximately 20% of patients with 

AML through whole genome sequencing for IDH1 and by the identification of somatic 

IDH2 mutations [84–87]. The frequencies of IDH1 and IDH2 mutations are similar in AML 

patients and are reciprocally exclusive [88]. The protein structure of mutated IDH1 and 

IDH2 proteins showed that these enzymes were not inactive but acquired a new active 

site and the capacity to convert isocitrate to 2-hydroxyglutarate (2-HG) [87,89]. 2-HG was 

later shown to inhibit hypoxia-inducible factor (HIF1)-α degradation and alter the epige-
netic landscape, suggesting that it may function as an oncometabolite. The precise roles 

of calcium and NADP in the activity of mutated IDH1/2 in AML cells are not known. 

Computational studies using an allosteric inhibitor suggest that it binds tightly with the 

divalent calcium cation at the homodimer interface. It then inhibits the formation of the 

IDH2/R140Q homodimer to a closed conformation that is required for catalysis, resulting 

in a decrease in NADPH binding [90]. Interestingly, ivosidenib and enasidenib, which are 

inhibitors of mutated IDH1 and IDH2, respectively, have recently entered phase 1 trial 

and displayed promising one-year survival effects [91]. 

In conclusion, there is a striking difference between HSCs and LSCs regarding mito-

chondrial metabolism, the former relying on both OXPHOS and glycolysis while glycoly-

sis-defective LSCs exploit amino acids, and to a lesser extent fatty acids, to sustain 

OXPHOS. In addition, LSCs present an abnormal expression of plasma membrane and 

cytoplasmic proteins that transport calcium to the mitochondria via the endoplasmic re-

ticulum. Finally, mitochondrial enzymes such as IDH are mutated, perturb the Krebs cy-

cle, and produce potential oncometabolites. Thus, the precise role of mitochondrial cal-

cium signaling should deserve closer consideration in order to discover new therapeutic 

molecules (Figure 3). 
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Figure 3. Mitochondrial calcium and its implication in cancer mechanisms. Calcium plays a role in 

many mitochondrial mechanisms in cancer cells. mTORC2–AKT induces the direct phosphorylation 

of IP3R, which induces escape from cell death by stopping the flow of calcium between the ER and 

the mitochondria. In liver, lung, breast, and colorectal cancers, Mfn2 is able to restore cell death by 

inhibiting the mTORC2–AKT axis [75]. Bcl-2 exerts calcium-dependent oncogenic activity by inhib-

iting apoptosis stimuli through direct interaction with IP3R and Bax [76]. During apoptosis, the on-

cosuppressive protein p53 induces the release of calcium from the reticulum to the mitochondria by 

increasing the activity of the SERCA pump. Likewise, the PML protein can interact with IP3R3 to 

induce calcium flux from the ER to the mitochondria, thereby affecting apoptosis and autophagy. 

PTEN is able to block the proteasomal degradation of IP3R3 induced by FBXL2 (F-box protein) 

[6,77]. Apoptosis can be induced by extra or intracellular pathways. In the extracellular pathway, 

an extracellular ligand induces the formation of cell death complexes that activate the caspase cas-

cade. In the intrinsic pathway, mitochondrial permeabilization induces the release of cytochrome c, 

which allows the formation of the apoptosome and then the activation of caspases [6]. In human 

leukemia cells, apoptosis can occur using inhibitors of NK-1R, which induces calcium efflux from 

the reticulum to the mitochondria by the IP3R receptor. Because of a lack of space, NK-1R is the only 

membrane receptor represented in the figure. Mitochondrial dysfunction is induced by the entry of 

calcium into the mitochondria via VDAC. ROS production and cellular damage induction are in-

duced by the apoptotic axis ATM–CHK2 [72]. Autophagy is also a mechanism adopted by cancer 

cells; the increased expression of VGCC reduces autophagy, while a decrease in ORAI1 expression 

activates autophagy. Additionally, an increase in cytosolic calcium allows the activation of CAMKII, 

which in turn activates autophagy by regulating the AMPK–mTOR axis [78]. In cancer cells, IDH1 

is mutated in the cytoplasm, and IDH2 is mutated in the mitochondria. These enzymes allow the 

production of oncometabolite 2-HG from α-KG, which induces a modification of the methylation of 

histones [92]. 

4. Calcium, Microenvironment, and AML Cells 

HSCs reside in close proximity and interact with various cellular components in the 

BM, such as mesenchymal stem cells, endothelial cells, osteoblasts, osteoclasts, macro-

phages, and immune cells, including T lymphocytes and natural killers. The term niche is 
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used when nonhematopoietic cells interact with HSCs to influence their functions such as 

adhesion, quiescence, differentiation, and proliferation by producing cytokines, chemo-

kines, and other soluble factors [93]. 

Cancer cell behavior still represents a wide research field with many unknowns, such 

as, for instance, cancer cell dormancy. This is a stage where the tumor microenvironment 

sends extrinsic signals to suppress cancer cell growth and proliferation before more favor-

able conditions appear. As conventional therapies target dividing cells, dormant cancer 

cells that may disperse early during the disease become resistant and thrive as MRD. 

These cancer cells can then awaken from their dormant state to trigger disease relapse, 

even long after the treatment ends [46]. 

AML is characterized by the presence of LSCs, a subpopulation residing in the BM 

microenvironment and more specifically within niches, where they interact with other 

types of cells to resist chemotherapy and survive as MRD. As LSCs are dependent on their 

microenvironments, it is assumed that a better understanding of these microenvironments 

and how to target them could help reduce MRD and increase patients’ life expectancy 
[94]. The role of calcium in CSC signaling is still poorly understood, especially in AML, 

despite its long-known roles in numerous signaling pathways and in the interaction be-

tween LSCs and the microenvironment. Here, we describe some of the most important 

implications of calcium in terms of interactions between LSCs and their microenviron-

ment. 

4.1. Role of the Endosteal Niche 

Bone is the major calcium stock in the body and a key regulatory organ for calcium 

homeostasis. Bone marrow (BM) consists of a complex hypoxic microenvironment that 

includes mainly osteoblasts and osteoclasts. Together, they secrete calcium and synthetize 

the bone matrix, thus forming an interface between calcified bone and marrow cells: the 

endosteal niche. It has been established that HSCs live in niches within the BM microen-

vironment that control HSC dormancy, self-renewal, and mobilization through the pro-

duction of several factors [95,96]. 

Among those factors, only a few have yet been linked to calcium in the context of 

AML cancer cell–microenvironment interaction. CXC chemokine 12 ligand (CXCL12, also 

known as stromal cell-derived factor (SDF-1)) is highly expressed in bone by both mesen-

chymal stromal cells and osteoblasts. Leukemic stem cells expressing CXC chemokine re-

ceptor type 4 (CXCR4) detect chemokine gradients, and, by activating CXCR4, CXCL12 

generates an increase in intracellular calcium ion levels. Consequently, the rise in intracel-

lular calcium concentration triggers a chemotactic response, facilitating the entrance of 

LSCs expressing CXCR4 into the bone microenvironment and thus the niche [97–99]. The 

binding of CXCL12 and CXCR4 activates prosurvival and proliferative signaling path-

ways, including the PI3K/Akt and MEK/ERK pathways. In contrast, interesting studies 

have shown that CXCR4 inhibition abolishes the interactions with CXCL12, thus inducing 

prosurvival signaling. CXCR4 inhibition also prevents LSC anchorage to the BM micro-

environment and promotes mobilization of LSCs out of the endosteal niche, thereby ren-

dering them vulnerable to chemotherapy and apoptosis [100–102]. These observations led 

to clinical studies such as the one on the drug Plexirafor, a CXCR4 antagonist, combined 

with chemotherapy in patients with relapsed or refractory AML [103]. Another feature of 

the endosteal niche is that physiological bone remodeling through the release of different 

molecules is also responsible for the high extracellular Ca2+ concentration. It can reach 40 

mM and appears to be the major cause of normal HSC localization and adhesion in the 

endosteal niche [104,105]. 

Some studies have shown that extracellular Ca2+ is able to bind to calcium-sensing 

receptors (CaRs), G-protein-coupled receptors responsible for the regulation of extracel-

lular calcium homeostasis in HSCs residing in the BM [95]. As LSCs also express CaRs, 

they are sensitive to calcemia, which is controlled by calciotropic hormones such as the 

parathyroid hormone (PTH) and vitamin D [106]. The binding of extracellular calcium to 
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LSC CaRs stimulates the secretion of PTH-related peptide (PTHrP) through L-type volt-

age-sensitive calcium channel activation and promotes tumor cell proliferation and sur-

vival. CaR deficiency reduces the marrow cellularity and disrupts the localization of LSCs, 

demonstrating the role of CaRs and PTH as key regulators of the endosteal niche and 

making them potential targets to reduce LSCs [96,107,108]. Although it has been studied 

in normal HSCs and CML, for now, we can only assume that this mechanism is common 

to all leukemic stem cell types, including the AML stem cells residing in the BM for which 

no data currently exist. Moreover, the precise calcium signaling pathway associated with 

CaR activation remains elusive, as no calcium channel has explicitly been identified in this 

context. 

4.2. Modulation by Retinoic Acid (RA) 

As mentioned above, osteoblasts and osteoclasts play a major role in calcium concen-

tration and therefore in AML cancer cells. RA, present in the BM stroma, is also involved 

in cell growth, proliferation, differentiation, apoptosis, and immune response. RA inter-

acts with its receptors, retinoic acid receptors (RARs) and retinoic acid X receptors (RXRs). 

They regulate target gene expression in multiple cell types, including AML cells, since RA 

is abundant in the BM and regulates hematopoietic stem cell renewal [107–109]. It has 

been acknowledged that the action of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinases 

(CaMKs) is generated by the binding of Ca2+ to calmodulin (CaM) and that Ca2+/CaM lev-

els are controlled by the variation of intracellular Ca2+ concentration. CaMKs regulate the 

development and activity of numerous cell types, e.g., cytokine expression in T lympho-

cytes [110,111]. 

An interesting study showed a direct interaction between CaMKIIγ and RARs medi-
ated through a CaMKII LxxLL signature pattern in myeloid cells. CaMKIIγ binds RAR 
target sites within myeloid gene promoters and phosphorylates RAR to inhibit its tran-

scriptional activity, thus regulating myelopoiesis. Inhibition of CaMKII considerably en-

hances the granulocytic differentiation of acute promyelocytic leukemia cells, meaning 

that RA prevents LSC differentiation through calcium signaling [112]. Another study pro-

posed that RA-treated leukemic cells display an increase in the expression of the adhesion 

molecules VLA4, LFA1, VCAM-1, and ICAM1, resulting in an important rise in leukemic 

cell adhesion to the niche [113]. Similarly, ATRA, a vitamin A derivative, has been shown 

to have a high affinity for RAR and to induce cell differentiation by increasing the expres-

sion of the Ca2+ signaling pathway effectors PKC, MAPK, and PI3K, which are required 

for the activation of transduction pathways leading to cell differentiation [114–117]. More-

over, ATRA also seems to enhance the production of TGFβ2, which is abundant in the BM 
and induces cell dormancy through a p38-dependent signaling pathway leading to the 

activation of the dormancy-associated proteins DEC2/Sharp1 and p27kip1 [107,118]. 

In summary, these studies show that RA and ATRA regulate LSCs in a calcium-de-

pendent manner, supporting their adhesion to the niche and acquisition of the dormant 

state, therefore leading to their increased resistance to the immune system and chemo-

therapy. Even though the Ca2+ signaling pathway is still incompletely characterized, these 

studies have helped develop new chemotherapeutic treatments currently undergoing 

phase III clinical trials using ATRA to target AML cells [119,120]. 

4.3. The Vascular Niche 

Leukemic stem cells interact not only with the endosteal niche but also with the vas-

cular niche. Indeed, HSC activity seems to be linked to vascular development, and this 

niche contains a large amount of soluble factors and cellular elements that may contribute 

to leukemia homeostasis [94,121]. Although the vascular niche is being studied in murine 

models, there are still many gaps in our knowledge of the human vascular niche. What 

has been shown until now is that mesenchymal stem cells (MSCs) are essential for the 

well-being of the HSC niche, as they facilitate stem cell engraftment to the vascular niche. 

MSCs go to the peripheral blood in higher numbers under hypoxic conditions, suggesting 
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that several cell types in the BM niche are also sensitive to hypoxia. LSCs, characterized 

by a low division rate, come from one of the most hypoxic regions, where they are “hid-
den” from immune cells and avoid exposure to chemotherapeutic drugs, therefore in-
creasing their survival rate [122]. 

While it has been documented that a hypoxic microenvironment can have prosur-

vival effects on AML cells [123,124], studies on the link between hypoxia and calcium re-

main scarce. Indeed, hypoxia activates the translation of HIF-1α and 2α through an influx 
of extracellular calcium, the stimulation of PKC, and the activation of mTOR. HIF-1α also 
directly upregulates the expression of TGFβ1, increasing the expression of CXCR4 on 
blasts and allowing them to adhere to the niche. As hypoxia limits the recruitment of im-

mune cells and allows leukemic cells protection, drugs such as TH-302 have been devel-

oped and used in clinical trials to sensitize formerly resistant leukemic cells to cytarabine, 

thus inducing apoptosis. The use of TH-302 also appears to decrease, among other things, 

the expression of HIF-1α [125,126]. In addition, some studies have shown that the inhibi-

tion of HIF-2α in primary AML cells seems to inhibit their proliferation [100,124,127,128]. 

Furthermore, several interesting studies showed that the endothelium and cells located 

near endothelial cells in the vascular niche called CXCL12-abundant reticular cells (CARs) 

secrete CXCL12, allowing HSCs, and thus LSCs, to adhere to the vascular niche via the 

CXCR4 receptor. 

The secretion of adhesion factors by a variety of cell types and via different Ca2+-

dependent mechanisms in microenvironment niches shows the interconnection between 

those niches and their importance for AML stem cell proliferation and survival. What re-

mains to be identified are the calcium channels and the associated calcium signaling path-

ways involved in all the mechanisms described above (Figure 4) [97,129]. 

 

Figure 4. Mechanisms of adhesion to the niche. The binding of CXCL12 expressed by mesenchymal 

stromal cells, CARs, osteoclasts, and osteoblasts to CXCR4 expressed by leukemic stem cells induces 

an increase in intracellular calcium ion levels, leading to the entrance of LSCs into the vascular or 
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endosteal niche, which in turn induces prosurvival and proliferative signaling pathway mobiliza-

tion. Bone remodeling is responsible for the high extracellular calcium level, which enables the bind-

ing of calcium to the CaRs expressed by LSCs, thus helping the cells adhere to the niche. RA present 

in the BM microenvironment can bind to its RARs expressed on LSCs, inducing the regulation of 

LSC growth, proliferation, differentiation, apoptosis, and immune response; however, RAR activity 

can be modulated by CaMKII. The hypoxic environment of the BM seems to have proliferation-

inducing and prosurvival effects on AML cells and upregulates CXCR4 expression on blasts, allow-

ing them to adhere to the niche. 

4.4. Immune Escape 

Finally, the BM microenvironment also includes immune system cells that are able to 

control cancer growth through the secretion of soluble factors (e.g., cytokines) or by iden-

tifying and killing cancer cells through cytotoxic mechanisms. Tumor dormancy and can-

cer cell escape from the immune response represent the major causes of relapse in AML, 

although the underlying mechanisms are still poorly understood [130]. 

The binding of the target cell major histocompatibility complex (MHC) or antigen to 

the T lymphocyte T cell receptor (TCR) complex induces the release of ER calcium stores. 

In turn, ER Ca2+ store depletion leads to the oligomerization of the calcium-sensing stro-

mal interaction molecule 1 (Stim1) protein. Then, Stim1 oligomers translocate to regions 

near the plasma membrane, where they directly bind to calcium-release-activated chan-

nels (CRACs) via their STIM1 Orai-activating region (SOAR) domains. This interaction 

leads to the CRACs opening and subsequent capacitative Ca2+ entry, inducing the for-

mation of the Ca2+/CaM/calcineurin complex. This calcium influx enables the mobilization 

of various signaling pathways involving the activation of transcription factors such as 

NFAT and AP-1 and leads to T cell activation (proliferation, cytokine secretion) or exhaus-

tion. T lymphocyte activation or exhaustion depends on which transcription factors are 

activated or paired together. For instance, the Ca2+/CaM/calcineurin complex can 

dephosphorylate NFAT, which, within minutes, translocates to the nucleus, where it 

binds to regulatory sequences and modulates the expression of several genes, including 

PD-1 and the cytokine IFNγ [127,128,131,132]. An interesting study showed that when 

activated alone or paired with AP-1, the transcription factor NFAT allows the activation 

of T lymphocytes. However, another study showed that when paired with the transcrip-

tion factors BATF or IRF4, NFAT leads to an exhausted phenotype, where T lymphocytes 

lose their ability to fight cancer cells, synthesize cytokines, and proliferate [133,134]. 

The mechanisms by which NFAT can lead to either an activated or exhausted phe-

notype in T lymphocytes are still not entirely known. Nonetheless, interesting studies 

have helped to establish the link between NFAT and calcium signaling in the expression 

of PD-1, a molecule expressed on the T lymphocyte surface, and have shown that NFAT 

could also be associated with PD-L1 expression in targeted cancer cells [135,136]. 

When a link between PD-1 and its ligand PD-L1, expressed by regulatory cells such 

as dendritic cells, is established, PD-1/PD-L1 signaling contributes to the modulation of 

the effector functions of cytotoxic CD8 T cells. Cancer cells can express regulatory ligands 

such as PD-L1, CD80/CD86, or Galectin-9 to provide a negative regulatory signal to T 

lymphocytes expressing their respective receptors PD-1, CTLA-4, and TIM-3, resulting in 

T cell exhaustion [137–139]. 

PD-L1 is expressed in approximately 30% to 60% of leukemic blasts, depending on 

the patient. An increase in PD-L1 expression in AML patients after MRD has already been 

shown; it has also been shown that PD-L1 expression is the reason why LSC can resist 

CD8 T lymphocyte attack after chemotherapy treatment [137,140]. Other important stud-

ies also linked the induction of PD-L1 expression by the cytokine IFN-γ secreted by T 

lymphocytes with AML blast calcium signaling. Indeed, the IFN receptor expressed by 

tumor cells can activate the Ca2+/calmodulin/calcineurin pathway through the production 

of IP3, leading to the activation of NFAT, which can in turn activate the PD-L1 gene. As a 

result, AML cells expressing PD-L1 can inhibit T cells presenting the surface molecule PD-
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1 and prevent them from proliferating and secreting cytotoxic cytokines [141,142]. Addi-

tionally, calcium influx activates NFAT, which in turn activates the IFNγ gene promoter, 
therefore inducing IFNγ production. CD8 T lymphocytes represent an early source of 
NFAT-dependent IFNγ production during the adaptive response [143]. Studies have 

shown that in AML, anthracyclines are likely to activate immunogenic cell death (ICD) 

through cytotoxic T lymphocytes (CTLs) and the secretion of IFNγ. As said before, this 
secretion of IFNγ allows T cell proliferation as well as an increased expression of PD-L1 

on AML cells, and for now, a possible approach to preventing this adaptive resistance and 

diminishing the risk of relapse could be to associate immune checkpoint inhibition with 

chemotherapy [144,145]. 

Thus, the NFAT/Ca2+/CDK4 pathway and, more generally, calcium signaling have an 

impact on the interaction between immune cells and AML cancer cells, especially through 

the modulation of PD-1/PD-L1 signaling, consequently regulating cytotoxic lysis and CSC 

survival (Figure 5) [146,147]. Even though a link between calcium, NFAT, and AML-cell-

related T lymphocyte exhaustion has been discovered, further studies are required to un-

derstand why cancer cells express PD-L1 at different levels and to better characterize the 

other T lymphocyte inhibitory pathways mentioned above, such as the CTLA-

4/CD80/CD86 and TIM-3/Galectin-9 pathways, whose actions in antitumor activity could 

also be enhanced by finding an upstream target to inhibit [148]. 

 

Figure 5. Cancer cell immune escape. The binding of the target cell’s MHC or antigen to the T lym-
phocyte TCR complex induces the release of ER calcium stores, leading to Stim1 oligomerization 

and allowing calcium entry through plasma membrane CRAC channels. Capacitive Ca2+ entry in-

duces the formation of the Ca2+–CaM–calcineurin complex, which in turn dephosphorylates the 

transcription factor NFAT, which, within minutes, translocates to the nucleus. When activated alone 

or with the other transcription factor AP1, NFAT allows T lymphocyte activation, and when paired 

with BATF or IRF4, NFAT can induce an exhausted phenotype. When bound to regulatory se-

quences, NFAT can modulate PD-1 expression and IFNγ cytokine secretion. When the link between 
PD-1 expressed by T lymphocytes and its ligand PD-L1 expressed by cancer cells is established, PD-

1/PD-L1 signaling contributes to the modulation of effector functions of cytotoxic CD8 T cells. Can-

cer cells can also express other regulatory ligands, such as CD80/CD86 or Galectin-9, to provide a 

negative regulatory signal to T lymphocytes expressing their respective receptors CTLA-4 and TIM-

3, resulting in T cell exhaustion. IFNγ secreted by T lymphocytes can bind to its receptor expressed 
by tumor cells and can thus activate the Ca2+/CaM/calcineurin pathway through the production of 

IP3, leading to the activation of NFAT, which can in turn activate the PD-L1 gene, inducing the 

inhibition of T cells presenting the surface molecule PD-1 and therefore preventing them from pro-

liferating and secreting cytotoxic cytokines. Additionally, calcium influx activates NFAT1, which in 

turn activates the IFNγ gene promoter, inducing IFNγ production and thus regulating cytotoxic 
lysis and CSC survival. 
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In summary, the BM microenvironment is a regulator of AML cells that influences 

their functions and changes the course of the disease. Study of the direct interaction be-

tween the microenvironment and AML cells has provided growing evidence that i) cal-

cium signals from the BM microenvironment can release or activate AML cells and ii) 

calcium signals from leukemic cells can remodel existing niches to maintain their prolif-

eration and resistance. These findings and the enhanced sensitivity to cytotoxic chemo-

therapy with related targeting agents suggest that such signals may represent candidate 

targets for novel therapeutic strategies [121,149–152]. 

5. Calcium Signaling in AML Treatment: A New Hope? 

Despite remarkable research progress, AML remains a hard-to-cure disease. Indeed, 

in a recent publication summarizing 13 years of clinical trials, Oliva et al. showed that 

AML treatments still result in relapse for a substantial proportion of patients. Specifically, 

46.8% of patients treated with induction chemotherapy exhibited relapse, and the rate de-

creased to 29.4% when patients were treated by stem cell transplants. While calcium sig-

naling is a well-known contributor to the hallmarks of cancer [153], few clinical trials have 

focused on pertinent calcium targets. Indeed, most studies have described the impact of 

drugs already used for other diseases, e.g., VGCC inhibitors for heart-related diseases or 

hypertension, on AML outcome. This is perfectly illustrated by Chae et al., who presented 

a 12-year retrospective study on the effect of calcium channel inhibitors [154], where the 

only reported effect is worse overall survival for patients treated with amlodipine or dil-

tiazem (L-type calcium channel inhibitors). These observations show that dedicated stud-

ies are still required to identify the specific calcium channels and associated signaling 

pathways involved in AML prior to the development of any efficient treatment specifi-

cally targeting these pathways. 

5.1. Chemotherapies, Calcium, and Mitochondria 

In the last few years, some studies have started providing this initial background by 

focusing on the impact of calcium homeostasis on AML progression. Such an example is 

provided by Chen et al. [25], who showed that the calcium-permeable TRPM2 channel is 

overexpressed in AML patient cells and in AML cell lines compared to normal precursors. 

In U937 cells with TRPM2 knockout (KO), they observed a decrease in proliferation asso-

ciated with a significant decrease in mitochondrial function, namely a decrease in the ox-

ygen consumption rates and ATP production and an increase in reactive oxygen species 

(ROS) levels. These effects were accompanied by decreases in mitochondrial membrane 

potential and mitochondrial calcium uptake, thus indicating a profound modification of 

calcium homeostasis depending on the TRPM2 expression level. Interestingly, the authors 

observed that TRPM2 KO cells were more sensitive to the chemotherapeutic agent doxo-

rubicin, which induced a strong increase in ROS production. In this model, this effect of 

TRPM2 KO was linked to the impairment of autophagy through the modulation of the 

expression of CREB and ATF4 transcription factors. Overall, this study shows that TRPM2 

could be an interesting target for AML treatment. However, the main issue is the current 

absence of specific inhibitors for TRPM2, although a recent publication proposed the A23 

compound as a promising new lead for the development of future clinically relevant 

TRPM2 inhibitors [155]. 

Several studies have shown that even without specifically targeting TRPM2, mito-

chondrial activity is altered by potential therapeutic drugs used for the treatment of AML 

patients. Such an example was recently provided by Wang et al. [156], who developed a 

new drug, AKI604, that specifically inhibits Aurora kinase A (AURKA). Aurora kinases 

are known to be overexpressed in several cancers, including AML, where they participate 

in mitosis and cytokinesis. Aurora kinase inhibitors were thus developed, and one of them 

(AZD1152) was used in clinical studies as a potential treatment for AML patients after it 

was shown to decrease AML cell viability and proliferation and to induce apoptosis 

[157,158]. In their study, Wang et al. showed that AKI604 can revert the effect of signal 
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transducer and activator of transcription 5 (STAT5) on leukemia cells, namely increased 

proliferation. This result is particularly relevant since STAT5 is known to be aberrantly 

activated in the blasts of AML patients [159], to lead to decreased sensitivity to tyrosine 

kinase inhibitors (TKIs) [160], and to control AURKA expression [161]. AKI604 treatment 

was associated with mitochondrial activity impairment, disruption of mitochondrial 

membrane potential, and an increase in ROS production. These effects were also associ-

ated with an increase in cytoplasmic calcium concentration ([Ca2+]c), but the study unfor-

tunately did not provide further clues as to the origin and consequences of this modifica-

tion of calcium homeostasis. However, treatment with AKI604 decreased tumor growth 

in a xenograft model, thus proving its potential as a therapeutic drug. Another recent 

study proposed a combination of three drugs to improve AML patient survival, one of 

which (pimozide) is known as an inhibitor of voltage-gated calcium channels. While it 

was shown that the combination of the BH3 mimetic ABT-263, mTOR inhibitor AZD 8055, 

and pimozide was efficient in inducing cell death in resistant AML cell lines and that this 

effect involved ROS production and the disruption of mitochondrial activity, no evidence 

was provided regarding the precise impact of calcium homeostasis on this synergistic ef-

fect [162]. 

5.2. Modulation of ER Calcium Stores 

As presented in this review, several reports have shown a link between potential 

chemotherapeutic drugs and mitochondrial activity. Drugs can, however, target other key 

players of the calcium signaling pathway, including inositol 1,4,5 trisphosphate receptors 

(IP3Rs), whose activation will result in the release of calcium by the ER, an increase in 

[Ca2+]c, and the stimulation of numerous calcium signaling pathways. One of those drugs 

is wogonoside, a flavonoid of natural origin, which was shown to have antiproliferative 

effects on AML cells via the upregulation of phospholipid scramblase 1 (PLSCR1) [163]. 

This initial study showed that wogonoside promotes PLSCR1 translocation into the nu-

cleus, where it binds the promoter region of IP3R1 and increases its expression. In a sub-

sequent work, this team tried to better understand the role of calcium homeostasis in the 

observed effects of wogonoside. Using primary AML cells, they identified several targets 

modulated by wogonoside and related to its effects on cell proliferation and differentia-

tion; specifically, they found that cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21Cip1) and 1B 

(p27Kip1) were upregulated and c-Myc was downregulated. Moreover, they closely mon-

itored the impact of wogonoside on the cytosolic calcium concentration and showed that 

the drug increased [Ca2+]c over time, reaching a peak at 72 h of treatment. Using 2-APB, a 

broad-spectrum calcium channel inhibitor also targeting IP3Rs, in combination with ex-

tracellular calcium removal, they concluded that this increase in [Ca2+]c leading to AML 

cell differentiation was mostly due to calcium release from the ER via IP3R1 and not to 

calcium influx through the plasma membrane [37]. Interestingly, IP3R2 was also reported 

by another team to be overexpressed in cytogenetically normal AML and to represent a 

predictive biomarker associated with a worse prognosis and decreased overall survival 

[27]. These apparently contradictory observations illustrate the need to further investigate 

the roles of all IP3R isoforms in AML and of the associated calcium signaling pathways to 

better understand disease progression and the resistance of this cancer to current chemo-

therapies. 

5.3. Chemotherapies Impacting Calcium Influx 

Some drugs proposed for the treatment of AML were described as being able to in-

crease [Ca2+]c via their direct effect on plasma membrane receptors or calcium channels. 

Such an example is 4-aminopyridine (4-AP), a commonly used voltage-gated potassium 

channel inhibitor. The application of 4-AP to AML cell lines was shown to inhibit these 

channels and to induce apoptosis. However, upon further investigation, Wang et al. 

demonstrated that the proapoptotic effect of 4-AP was mostly mediated by the activation 

of the ATP-gated P2X7 receptor. Indeed, 4-AP application induces calcium entry through 



 106 

  

 

Cells 2022, 11, 543 20 of 29 
 

 

this ionotropic receptor located in the plasma membrane, leading to a [Ca2+]c increase and 

to the induction of apoptosis, an effect completely abrogated in AML cells silenced for the 

P2X7 receptor [164]. A similar work led to the identification of nutraceutical glucopsycho-

sine, a lipid derived from bovine milk, as a potential antileukemia compound. Glucopsy-

chosine was shown to selectively induce apoptosis in a caspase-independent manner in 

AML cells, but not in normal hematopoietic cells, as a result of calpain activation. Calpain 

was activated here by an increase in [Ca2+]c resulting from calcium entry through uniden-

tified plasma membrane calcium channels [165]. Another study showed that the farnesyl-

transferase inhibitor tipifarnib can also induce apoptosis when applied to AML cells by 

increasing [Ca2+]c without directly disrupting ER- or mitochondria-associated calcium sig-

naling. This increase in [Ca2+]c was directly linked to the activation of specific plasma 

membrane calcium channels, namely SOCs, which represent the main calcium entry path-

way in non-excitable cells [166]. The pharmacological tools and mRNA screenings used 

in this study led the authors to propose Orai3 as the main channel involved in the effects 

of tipifarnib. However, a later study proposed Orai2 and Orai1 as the main components 

of SOC channels in AML cells, again illustrating the need to better characterize the main 

calcium entry pathways in this model [167]. 

In some instances, calcium modulation can result from the ectopic expression of pro-

teins in AML. Such an example is the expression of the olfactory receptor OR51B5 in AML 

cells, resulting in an increase in [Ca2+]c and an inhibition of cell proliferation potentially 

involving T-type and L-type calcium channels [168]. If confirmed, these results could sug-

gest new targets for innovative therapies targeting either this receptor or the associated 

signaling pathways. 

5.4. Future Directions 

One of the main signaling pathways activated by extracellular calcium entry or in-

creased intracellular calcium concentrations is the calmodulin/calcineurin/NFAT path-

way (for review, see [169]). As shown above, many drugs proposed to treat AML patients 

induce major variations in [Ca2+]c, which in turn should dramatically impact the calmod-

ulin/calcineurin/NFAT pathway (Table 2). A recent study by He et al. showed that chemo-

therapeutic drugs can also directly impact this signaling pathway. Indeed, lenalidomide, 

a drug used to treat multiple myeloma but with poor reported efficacy in AML, exhibits 

increased cytotoxic activity in AML when combined with cyclosporine, a well-known in-

hibitor of calcineurin [170]. This result could therefore suggest that a combination of treat-

ments including modulators of the calmodulin/calcineurin/NFAT pathway could repre-

sent a potential way to improve the efficacy of the chemotherapies currently used to treat 

AML patients. While appealing, this hypothesis remains to be confirmed with the other 

drugs already known to modulate AML calcium signaling. 

Table 2. Summary of the main molecules with chemotherapeutic potential targeting the calcium 

signaling pathway in AML. 

Molecules Targets Clinical Use Clinical Impact Mechanism Ref 

Amlodipine/ 

Diltiazem 
L-type calcium channels 

Yes (heart disease, 

hypertension) 

Decreased 

AML patient 

survival 

L-type calcium channels inhibitors [154] 

A23 TRPM2 channel No - 

TRPM2 inhibitor makes AML cells 

more sensitive to chemotherapies in 

vitro (increases ROS production) 

[25] 

AKI604 
Aurora kinase A 

(AURKA) 
No - 

AURKA inhibitor impairs mitochon-

drial activity, increases ROS produc-

tion and cytoplasmic calcium con-

centration, and decreases tumor 

growth in xenograft models  

[156] 
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Pimozide 
Voltage-gated calcium 

channels 
No - 

In combination with ABT-263 and 

AZD 8055, pimozide impairs mito-

chondrial functions and induce re-

sistant AML cell lines apoptosis 

[162] 

Wogonoside IP3R1 No - 

Inhibits proliferation through 

PLSCR1 activation, IP3R1 upregula-

tion, and the resulting increase in cy-

toplasmic calcium concentration 

leading to AML cell differentiation 

[37,163] 

4-AP 
Voltage-gated potas-

sium channel 
No - 

Inhibition of voltage-gated potas-

sium channels by 4-AP leads to 

plasma membrane. depolarization, 

calcium entry into AML cells via 

ionotropic P2X7 receptor, and induc-

tion of apoptosis 

[164] 

Glucopsychosine Unknown No - 

Induces apoptosis in AML cells, but 

not in normal hematopoietic cells, 

via a calcium entry through un-

known calcium channels 

[165] 

Tipifarnib Farnesyltransferase No - 

Tipifarnib inhibits farnesyltransfer-

ase and increases intracellular cal-

cium concentration through SOC 

channels activation, leading to AML 

cell apoptosis 

[166] 

Another possible direction for future research is the use of drugs targeting calcium 

channels expressed by both AML and the tumor microenvironment cells. Indeed, as pre-

sented earlier, cells from the different niches directly modulate AML cells’ fate and can 

promote its progression toward more aggressive stages and survival of chemotherapeutic 

treatments. In a recently published work, Borella et al. have shown that lercanidipine, a 

CaV1.2 calcium channel inhibitor, can decrease both AML cell and mesenchymal stromal 

cell proliferation. Interestingly, they also present evidence that the combination of this 

dual targeting agent with the chemotherapeutic agent Ara-C significantly decreases tu-

mor growth in a preclinical model, as well as that this effect is far more robust than when 

each molecule is applied separately [171]. 

Altogether, these studies highlight the critical role of calcium signaling in AML and 

the tremendous potential of a better understanding of these pathways when designing the 

next generation of therapeutic drugs targeting not only AML cells but also their microen-

vironment. 
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OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES DE TRAVAIL 
 

La dormance tumorale et l’échappement des cellules cancéreuses à la réponse 

immunitaire représentent les causes majeures de chimiorésistance et de rechute chez les 

patients atteints de cancer. Les mécanismes responsables de ces évènements restent 

encore mal compris et c’est pourquoi il est important d’identifier les voies de signalisation 

qui contrôlent la quiescence cellulaire afin de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques visant les cellules persistantes. 

Ces problématiques sont critiques dans les leucémies aiguës myéloïdes car le taux de 

rechute associé à la maladie minimale résiduelle est malheureusement très élevé et, à ce 

jour, aucune thérapie n’a permis une éradication totale des cellules leucémiques. 

 

La lyse cytotoxique des cellules tumorales par les LT CD8+ est dépendante de la 

signalisation calcique. Néanmoins, l’efficacité et la cinétique de cette activité cytotoxique 

peut être modulée par les cellules tumorales présentant une résistance innée contre le 

système immunitaire, notamment par l’expression de PD-L1. 

Dans ce sens, mon projet de thèse consistera à étudier la signature calcique de la 

synapse immunologique entre les LT cytotoxiques et les cellules leucémiques. Cette étude 

a pour but de mettre en évidence une potentielle spécificité de la signalisation calcique 

lors de la lyse cytotoxique ou non des cellules leucémiques qui peut être dépendante 

des propriétés intrinsèques des cellules (CSL, expression de l’axe PD-1/PD-L1, état 

d’épuisement des LT). 

Plus spécifiquement, il est question d’étudier la signature calcique de la synapse 

immunologique en fonction des phénotypes des deux types de cellules et/ou en 

présence de la signalisation PD-1/PD-L1 dans un contexte clinique à partir de 

prélèvements sanguins de donneurs sains et de patients atteints de LAM au 

diagnostic. Cette signalisation calcique est également étudiée dans des conditions de 

modulation à l’aide d’inhibiteurs spécifiques des voies calciques afin de mieux comprendre 

les acteurs impliqués qui impacteraient le devenir du statut quiescent/prolifératif des 

cellules leucémiques et/ou les mécanismes d’immunoéchappement. 

Plusieurs scénarios pourraient être envisagés suite à la modulation des signaux 

calciques : (i) favoriser la sortie des cellules leucémiques de leur état de quiescence afin de 

les sensibiliser à la chimiothérapie, (ii) une altération de l’expression de PD-1 et PD-L1 

(cibles de NFAT) rétablissant ainsi la fonctionnalité des LT contre les cellules leucémiques 

et (iii) une restauration des fonctions des LT par stimulation directe de la voie 



 118 

Ca2+/calcineurine/NFAT en aval de la signalisation inhibitrice de PD-1 (inhibition de la 

signalisation du TCR). La restauration de la fonctionnalité des LT pourrait ainsi aboutir à 

une lyse cytotoxique des cellules leucémiques persistantes. 

 

Au niveau de l’approche méthodologique, les défis et objectifs sont multiples : les cellules 

leucémiques et les LT CD8+ issus de patients seront triés selon leur phénotype (cellules 

leucémiques non souches, CSL, expression de PD-1, expression de PD-L1) puis mis en 

contact dans un contexte de synapse immunologique. Il est question de former des 

synapses immunologiques allogéniques (des LT CD8+ sains avec des cellules leucémiques 

d’un patient LAM) ou autologues (des LT CD8+ et des cellules leucémiques d’un même 

patient LAM) afin de comparer l’activité des LT de donneurs sains et LAM. 

Dans le cadre d’une collaboration étroite, l’apport original de l’expertise du laboratoire 

mixte international franco-japonais (SMMiL-E) spécialisé en microsystèmes de 

microfluidique nous permettra d’avoir à disposition un système qui vise à (i) optimiser la 

capture de paires de cellules entre un LT et la cellule leucémique, (ii) favoriser le contact 

entre un LT et une cellule leucémique en fonction des phénotypes des deux types cellulaires 

et (iii) de réduire considérablement le nombre de cellules nécessaires pour la réalisation du 

test de formation de la synapse immunologique. 

Plus spécifiquement, l’optimisation de ces microsystèmes ainsi que la mise en place de 

protocoles efficaces pour étudier des cellules de patients permettra :  

- D’étudier efficacement la réponse calcique des cellules isolées ou de paires de 

cellules à l’échelle de la cellule unique. 

- D’étudier la signature calcique des différentes paires des cellules formées en fonction 

des phénotypes étudiés. 

- D’étudier des populations rares (CSL, LT CD8+ PD1+, ...). 

- D’évaluer l’effet en temps réel d’inhibiteurs des canaux calciques membranaires 

SOCs durant les cinétiques pour une meilleure compréhension de leur impact sur les 

évènements cellulaires et moléculaires (lyse, formation de la synapse, signal 

calcique...) de la synapse immunologique et ainsi mieux comprendre les différentes 

signatures calciques. 

 

L’objectif est d’analyser la signature calcique des cellules isolées ou sous forme de 

paires de cellules en fonction de leur phénotype et/ou de la modulation de la signalisation 

calcique réalisée simultanément au sein du microsystème de microfluidique. Le flux calcique 

des deux types cellulaires sera évalué par imagerie calcique, microscopie confocale et 
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vidéo-microscopie au laboratoire U-1003 en partenariat avec le Dr Loïc Lemonnier, expert 

en signalisation calcique. 

Une expérience parallèle en cytométrie en flux permettra d’étudier le phénomène de lyse 

cytotoxique sur ces mêmes paires de cellules et la récupération des surnageants sera 

également effectuée afin de vérifier par ELISA la sécrétion d’IFNg par les LT.   

 

En parallèle de notre projet d’étude de la signalisation calcique de la synapse 

immunologique à l’échelle de la cellule unique à l’aide de la microfluidique, nous nous 

intéressons également à la signature calcique des cellules de LAM au sein de lignées 

cellulaires humaines et de cellules primaires de patients atteints de LAM au diagnostic. 

Nous avons pour objectif de montrer pour la première fois l’implication potentielle 

du canal calcique ORAI1 dans l’entrée capacitive de Ca2+ dans les cellules de LAM. 

Cette étude nous permettra également d’identifier une potentielle signature calcique 

spécifique en fonction (i) du statut de différenciation, (ii) de la 

quiescence/prolifération, (iii) de l’activité ABCB1, (iv) de la proportion du 

compartiment des CSL et (v) d’un mauvais pronostic des cellules leucémiques. 

Pour finir, nous étudierons l’effet du traitement chimiothérapeutique Ara-C sur  la 

régulation de l’expression de ORAI1 et la signalisation calcique des cellules 

leucémiques résistantes au traitement (Schéma 8). 

 

Ces projets multidisciplinaires et collaboratifs pourraient donc, à terme, apporter de 

nouvelles connaissances sur les mécanismes encore non élucidés à ce jour qui contrôlent 

l’échappement des cellules leucémiques et la maladie résiduelle dans les LAM (quiescence 

des CSL, dormance immunologique via l’axe PD-1/PD-L1). Trouver une signature calcique 

spécifique dans ces divers contextes permettra d’offrir des perspectives d’optimisation de 

l’efficacité des protocoles de chimiothérapies et d’immunothérapies actuellement utilisés en 

clinique en proposant (i) de nouveaux traitements combinant le ciblage des canaux 

calciques aux thérapies conventionnelles et/ou (ii) une immunothérapie de précision.  

 

Les résultats de mon projet de thèse seront organisés en trois volets :  

 

o Notre article intitulé « Pairing cells of different sizes in a microfluidic device for 

immunological synapse monitoring » nous permet de valider expérimentalement 

les microsystèmes de microfluidique pour l’analyse de l’homéostasie calcique à 

l’échelle de la cellule unique. Ainsi, nous sommes capables de mettre en contact 
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une paire de cellules issues de patients et analyser la réponse calcique de la 

synapse immunologique formée. 

 

o Grâce à la méthodologie basée sur la microfluidique, nous pouvons étudier la 

réponse calcique de cellules leucémiques et LT en faible quantité et à l’échelle 

de la cellule unique lors de la formation de synapses immunologiques ou en étude 

isolée. Ces études sont réalisées avec des échantillons de donneurs sains et de 

patients atteints de LAM au diagnostic afin d’étudier les sous-populations de 

cellules leucémiques et LT, et d’étudier la réponse calcique des synapses 

immunologiques formées en fonction de leur phénotype. 

 

o Enfin, notre article « Involvement of ORAI1/SOCE in Human AML Cell Lines and 

Primary Cells According to ABCB1 Activity, LSC Compartment and Potential 

Resistance to Ara-C Exposure » montre l’implication de la signalisation calcique 

dans la régulation des mécanismes des cellules leucémiques, et plus 

particulièrement des CSL, ainsi que le rôle de la signalisation calcique dans la 

résistance à l’Ara-C. 

 

 
Schéma 8 : mécanismes pouvant réguler l’immuno-échappement des cellules 
leucémiques.  
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 

1. Culture cellulaire 

1.1 Lignées cellulaires 

Pour ces travaux, deux lignées cellulaires couramment étudiées dans le cadre des 

leucémies aiguës myéloïdes ont été utilisées :  

- La lignée cellulaire KG1, caractérisée par un blocage de différenciation au stade 

myéloblastique. Elle a été initialement obtenue à partir de cellules de la moelle 

osseuse isolées chez un individu masculin de 59 ans de type caucasien. Cette lignée 

a été obtenue grâce au fournisseur ATCC® (CCL-246TM). 

- La lignée cellulaire U937, caractérisée par un blocage de différenciation des cellules 

au stade monocytaire. Elle a été obtenue à partir de cellules isolées d’un homme 

caucasien de 37 ans. Cette lignée a été obtenue grâce au fournisseur ATCC® (CRL-

1593.2TM). 

 

1.2 Échantillons de patients 

Les cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells, 

PBMC) sont obtenues à partir de prélèvements sanguins de donneurs sains et de patients 

au stade du diagnostic de la LAM provenant respectivement de l’Établissement Français du 

Sang (EFS) et du Service des Maladies Du Sang de l’Hôpital Claude Huriez de Lille 

(Numéros d’autorisation : CSTMT079 et PLER/2021/005). Les caractéristiques (pronostic, 

mutations, sexe...) des patients et de la LAM sont indiquées dans le tableau 8. 

Afin de collecter les PBMC de donneurs sains, le sang est d’abord dilué au demi dans 

une solution saline phosphatée modifiée sans Ca2+ ni MgCl2 (phosphate-buffered saline, 

PBS, Gibco). De cette suspension, 25mL sont doucement ajoutés à une solution de 25mL 

de Pancoll (Pan Biotech, Aidenbach, Allemagne) dans un tube Falcon 50, et ce, avec le 

moins d’agitation possible. Une centrifugation par gradient de densité est ensuite réalisée 

pendant 30min à 400g sans utiliser les freins (accélération 1 et frein 0) afin de séparer les 

PBMC du reste des cellules sanguines. Après avoir extrait avec attention les tubes de la 

centrifugeuse afin de préserver le gradient de densité, l’anneau de PBMC contenant les 

lymphocytes, monocytes et plaquettes est ensuite délicatement récupéré. Les cellules sont 

ensuite rincées avec du PBS et resuspendues dans 90% de sérum de veau fœtal (SVF, 

Gibco) et 10% de DMSO pour être cryoconservées dans de l’azote liquide jusqu’à utilisation. 
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Pour certaines expérimentations, les PBMC de patients LAM sont enrichis en cellules 

leucémiques par déplétion des cellules immunitaires via une sélection immuno-magnétique 

négative (CD3 pour les lymphocytes T et CD20 pour les lymphocytes B). Les cellules sont 

ensuite également cryoconservées dans l’azote liquide dans une solution composée de 

90% de SVF et 10% de DMSO jusqu'à leur utilisation. 

Après décongélation, les suspensions cellulaires sont traitées avec de la DNase (Qiagen, 

Germantown, MD, États-Unis) à une concentration finale de 50 μg/mL afin d’éliminer les 

débris. Une fois que l’action de la DNase est terminée, les cellules peuvent être utilisées et 

maintenues dans du milieu de culture RPMI-1640 (GlutaMax, Life Technologies) complété 

avec un cocktail d’antibiotiques (1% pénicilline et streptomycine, Life Technologies) ainsi 

que du SVF décomplémenté à 10%. 

Le comité d'éthique local a approuvé toutes les études et le consentement éclairé des 

patients a été obtenu au moment du diagnostic (CHRU de Lille, Tumorothèque du C2RC, 

agrément n°CSTMT079, CSTMT089). 

 

1.3 Conditions de culture 

Les lignées sont cultivées et ensemencées 2 fois par semaine à une densité de 5 et 10 

millions de cellules pour les U937 et KG1 respectivement dans un T75 cm2 comprenant 25 

mL de milieu RPMI-1640 (GlutaMax, Life Technologies) complété avec un cocktail 

d’antibiotiques (1% pénicilline et streptomycine, Life Technologies) ainsi que du SVF 

décomplémenté à des concentrations différentes selon le besoin des lignées (10% et 20% 

pour les lignées U937 et KG1 respectivement, Sigma-Aldrich). Les flasques sont 

maintenues à 37°C dans un incubateur (5% CO2). 

Les cellules leucémiques et LT de patients LAM sont cultivés dans un milieu RPMI-1640 

(GlutaMax, Life Technologies) complété avec un cocktail d’antibiotiques (1% pénicilline et 

streptomycine, Life Technologies) et 10% de SVF lors des traitements ou suite au tri 

cellulaire avant de les étudier en imagerie calcique et microfluidique.  

Les cellules vivantes et mortes sont dénombrées et discriminées sur lame de Malassez 

à l’aide du bleu de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich) qui est incorporé par les cellules mortes. 

Une fraction de 10µL du milieu cellulaire est prélevée et diluée au demi avec le bleu de 

Trypan. 

Les cellules sont également comptées à l’aide de l’équipement Luna (LUNA-FLTM Dual 

Fluorescence Cell Counter). Une suspension cellulaire de 9 μL est ajoutée à 1 μL d’acridine 

orange/Iodure de propidium (Invitrogen) afin de discriminer les cellules mortes des vivantes. 
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Cette technologie permet également d’obtenir le pourcentage de viabilité ainsi que la taille 

des cellules.  

 

1.4 Tri et activation des LT CD8+ de donneurs sains 

Après décongélation des PBMC de donneurs sains, les LT CD8+ sont triés négativement 

à l’aide de billes anti-CD8 provenant du kit EasySep Human CD8 T Cell Isolation Kit 

(StemCell). Après lavage, les PBMC sont resuspendus dans 2mL de PBS auxquels sont 

ajoutés un cocktail d’isolement (50µL/mL de PBS) pendant 5min à TA (température 

ambiante). Les billes RapidSpheres™ anti-CD8 sont ensuite directement ajoutées 

(50µL/mL de PBS), puis le tube FACS en polystyrène transparent est placé dans un aimant 

EasyStepTM Magnet (Stemcell technologies) pendant 3min. La sélection négative fait que 

seuls les LT CD8+ ne sont pas retenus par les billes aimantées et le contenu du tube est 

donc versé doucement dans un autre tube afin de collecter les LT CD8+ isolés. Les cellules 

sont ensuite lavées et reprise dans du milieu RPMI-1640 (GlutaMax, Life Technologies) 

complété avec un cocktail d’antibiotiques (1% pénicilline et streptomycine, Life 

Technologies) ainsi que du SVF décomplémenté à 10%. 

Afin d’activer les LT CD8+, des billes d’activation recouvertes avec des anticorps 

CD3/CD28 humains (Thermofischer Scientific) ont été ajoutées au ratio 1 :1 dans le milieu 

cellulaire avec de l’IL-2 (Ozyme) à concentration finale de 250 UI/mL, et ce, pendant 3 jours. 

Après les 3 jours d’activation, les billes sont retirées et les cellules comptées puis lavées 

avant d’être de nouveau ensemencées avec de l’IL-2 pendant 4 jours de plus avant leur 

utilisation pour les expérimentations (imagerie calcique, lyse cytotoxique, …).  

Avant les expérimentations de formation de synapse immunologique, que ce soit en 

cytométrie en flux pour l'étude de la lyse cytotoxique ou en imagerie calcique afin d’évaluer 

l’homéostasie calcique de la synapse immunologique, les LT CD8+ et les cellules 

leucémiques sont chargés avec 1 μg ml-1 d'un cocktail de superantigènes (SEA et Tsst-1, 

Sigma-Aldrich) pendant 45 min à 37 °C afin de favoriser la formation de la synapse 

immunologique (Schéma 9). 
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1.5 Traitements des cellules 

Afin d’évaluer la modulation de l’homéostasie calcique, les lignées cellulaires humaines 

de LAM et cellules primaires de patients atteints de LAM au diagnostic ont subi pendant 24h 

ou 72h d’incubation à 37°C différents traitements puis ont été collectées et dénombrées 

(vivantes et mortes). Les cellules ont été cultivées dans des plaques 24 puits à une densité 

de 1 million de cellules par puits et ont été incubées soit (i) avec du milieu complet dans 

lequel a été ajouté de la cytarabine (Ara-C, CHU Lille Hôpital Huriez), une molécule 

anticancéreuse inhibant la synthèse de l’ADN des cellules en prolifération utilisée en 

clinique pour traiter les LAM, aux concentrations finales de 0.1, 1, 5 ou 10µM ou soit (ii) 

avec du milieu complet auquel a été ajoutée la molécule synta66 (concentration finale 10µM, 

Sigma-Aldrich), un inhibiteur des canaux calciques SOCs ORAI1 bloquant l’entrée 

capacitive de Ca2+ suite à la déplétion des stocks calciques intracellulaires. Des conditions 

contrôles dans du milieu complet sans les molécules thérapeutiques sont réalisées pour 

chaque expérience. 

Avant tri cellulaire, les cellules leucémiques de patients LAM ont été incubées avec de 

l’IFNg (Cell Signaling) pendant 24h à une concentration finale de 25ng/mL afin d’évaluer son 

effet sur l’expression du marqueur de surface PD-L1.  

 

1.6 Inhibition spécifique du niveau d’expression du gène ORAI1 par siRNA 

Il est question d’étudier l’impact d’une inhibition spécifique du canal calcique ORAI1 afin 

de déterminer le rôle de ORAI1 dans l’entrée capacitive de Ca2+. Pour ce faire, cinq millions 

Schéma 9 : Quatre différentes 
méthodes d’activation du LT. (A) 
physiologiquement, les LT sont 
stimulés par les CPA comme les 
cellules dendritiques via le complexe 
TCR-CMH et les co-activateurs. (B) 
Cette stimulation peut être mimée par 
un superantigène comme le 
Staphylococcus enterotoxin A (SEA) 
qui lie le CMH avec le TCR. (C) Un 
complexe artificiel TCR-ligand peut 
être réalisé par des billes recouvertes 
avec des anticorps CD3 et/ou CD28. 
(D) Les LT peuvent également être 
activés par la liaison de l’IL-2 à son 
récepteur CD25. 
 

A 
B 

C 

D 
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de cellules KG1 ou U937 ont été transfectées par électroporation dans un tampon de 

transfection (LONZA Amaxa® Cell Line Nucleofactor™ Kit V) avec un siRNA contrôle ou un 

siRNA dirigé contre ORAI1 (100 nM, Santa Cruz Biotechnology) pour inhiber le niveau 

d'expression de ORAI1. Après le passage des cellules dans l'électroporateur Amaxa 

Nucleofactor™ II, les cellules transfectées sont cultivées dans des plaques 6 puits à une 

concentration de 5 millions de cellules par puits contenant 5 mL de milieu. Quarante-huit 

heures après la transfection, les cellules ont été collectées et l'expression de ORAI1 a été 

évaluée par RT-qPCR. L'efficacité de l’extinction de l’expression génique était d'environ 

90% et 95% pour les lignées cellulaires KG1 et U937 respectivement dans toutes les 

expériences. 

 

2. Immunofluorescence 

L’immunofluorescence est une méthode qui permet de localiser et quantifier les protéines 

d’intérêt à l’aide d’anticorps couplés à des fluorochromes. Ici, cela permet de visuellement 

localiser et ainsi vérifier l’activation du facteur de transcription NFAT et ses différentes 

isoformes ainsi que l’expression de Ki67, protéine exprimée durant les phases actives du 

cycle cellulaire, au sein des cellules U937, KG1 et de patient LAM traitées ou non à l’Ara-C. 

Les cellules sont immobilisées sur des lamelles recouvertes de poly-L-lysine à 0,01% 

(Sigma-Aldrich) disposées dans une plaque 24 puits pour être incubées 24 heures à 37°C. 

Le lendemain, une fixation au PFA 4% (Paraformaldéhyde solution 4%, Sigma-Aldrich) est 

réalisée puis la solution de saturation/perméabilisation Triton X-100 (0,1% dans du PBS) 

est ajoutée durant 10 minutes à température ambiante. Les cellules ont préalablement été 

lavées 3 fois au PBS-Tween (0,1% de Tween dans du PBS, Merck) durant 5 minutes avant 

de les incuber dans une solution de blocage (1% BSA dans du PBS, Sigma-Aldrich) 1 heure 

à température ambiante pour une saturation des sites aspécifiques. Les anticorps primaires 

IgG de lapin dirigés contre les différentes isoformes du facteur de transcription NFAT 

humain (NFATc1, NFATc2, NFATc3, NFATc4, dilution 1 :100, Abcam) sont directement 

ajoutés à la solution de blocage pendant 1 heure à température ambiante. Les cellules sont 

ensuite lavées 2 fois au PBS-Tween pendant 5 minutes avant d’ajouter l’anticorps conjugué 

au fluorochrome FITC dirigé contre le marqueur de prolifération Ki67 humain (dilution 1 :100, 

Abcam) ainsi que l’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 568 dirigé contre 

l’anticorps primaire IgG anti-lapin de NFAT (Dilution 1 :2000, Invitrogen) pendant 1 heure à 

température ambiante dans la solution de blocage. Des contrôles négatifs ont été effectués 

en remplaçant les anticorps primaires de NFAT et l'anticorps conjugué au fluorochrome 

FITC par des isotypes. Après 2 lavages successifs de 5 minutes au PBS-Tween, un 
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marquage nucléaire a été effectué au Hoechst 33342 (10 μg/mL de PBS, Molecular Probes) 

durant 10 minutes à température ambiante. Les cellules ont été rincées 1 fois au PBS-

Tween durant 5 minutes avant de récupérer les lamelles qui ont ensuite été montées sur 

lame avec du milieu de montage (fluoroshield mounting medium, Abcam) pour observation. 

L’observation microscopique a été effectuée à l’aide d’un microscope inversé LSM 880 

(ZEISS) équipé d’un système d’imagerie confocale à balayage laser pour visualiser le 

niveau d’intensité de fluorescence du noyau (Hoechst : filtre, 𝜆ex : 343 nm, 𝜆em : 483 nm), 

des isoformes du facteur de transcription NFAT (filtre, 𝜆ex 568 nm, 𝜆em : 605 nm) et de la 

protéine Ki67 (filtre, 𝜆ex 488 nm, 𝜆em : 532 nm). Les photos sont enregistrées avec le 

logiciel Zen black 2010 aux grossissements x200, x400 et x630 et analysées avec le logiciel 

imageJ. 

 

3. Évaluation de la sécrétion d’IFNg par les LT de 

donneurs sains et LAM par test ELISA 

Il s’agit d’une technique immuno-enzymatique de détection afin de visualiser une réaction 

antigène-anticorps grâce à une réaction colorée produite par l’action du substrat d’une 

enzyme préalablement fixée à l’anticorps. Après centrifugation, et afin d’éliminer les cellules, 

le milieu des LT CD8+ primaires de donneurs sains et LAM a été collecté à différents jours 

de l’activation des LT avec les billes d’activation CD3/CD28 et l’IL-2 ou bien après lyse 

cytotoxique dans le but d’évaluer le niveau d’IFNg sécrété par les cellules à l’aide du kit 

Human IFN gamma High Sensitivity ELISA Kit (ThermoFisher). Les surnageants sont 

stockés à -20°C en attendant l’utilisation des kits ELISA. Après lavage des puits de la plaque 

96 puits pré-coatée, la dilution du standard est réalisée puis le diluant d’échantillon ainsi que 

la coenzyme Biotine sont ajoutés à tous les puits. Cinquante µL de chaque échantillon sont 

ajoutés en duplicatas à la plaque qui est ensuite incubée pendant 2h à TA sur un agitateur 

de plaque. Après un nouveau lavage des puits, 100µL de Streptavidine HRP sont ajoutés à 

tous les puits et la plaque est ensuite incubée à TA pendant 1h sur un agitateur de plaque. 

Après lavage, 100µL de la première solution permettant l’amplification du signal sont ajoutés 

avant une incubation de 15min à TA sur un agitateur de plaque. Après lavage, la seconde 

solution d’amplification est ajoutée avec un volume de 100µL pendant 30min à TA sur un 

agitateur de plaque. Après lavage, 100µL de substrat TMB (3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine, 

aux absorbances maximales de 370 et 652nm) qui détecte la streptavidine HRP et produit 

une couleur bleue lorsqu’il est oxydé par le substrat HRP sont ajoutés pendant 10 à 20min 

à TA tout en vérifiant le développement colorimétrique des échantillons. La réaction a été 
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stoppée par ajout de 100µL de solution stop une fois que le plus haut standard ait atteint 

une couleur bleu profond. L’ajout de la solution stop produit alors une couleur jaune. La 

lecture de l’absorbance des échantillons de la plaque est ensuite réalisée sur le Varioskan™ 

LUX multimode microplate reader à 450nm (Thermofisher). 

 

4. Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une technique permettant l’analyse simultanée de plusieurs 

caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des cellules telles que la taille, la 

granularité, les marqueurs de surface ou encore l’homéostasie calcique. La cytométrie en 

flux est réalisée sur l’appareil LSR-Fortessa X20 (BD-Biosciences) à l’aide du logiciel 

FACSDiva. L’analyse des résultats est ensuite effectuée sur le logiciel FlowJo (Tree Star).  

 

4.1 Immunophénotypages/marquages extracellulaires 

Plusieurs panels de phénotypages ont été mis au point afin de discriminer les différentes 

sous-populations de cellules leucémiques (Tableau 4) et LT (Tableaux 5 à 7) au sein des 

lignées cellulaires humaines de LAM et de donneurs sains et atteints de LAM au diagnostic. 

Il s’agit de discriminer les cellules leucémiques en fonction de marqueurs de surface 

caractéristiques des CSL et PD-L1, et de discriminer les LT CD8+ en fonction de PD-1 et 

également en fonction de différents marqueurs attestant de leur statut de différenciation. 

Ces panels sont répertoriés dans les tableaux ci-dessous afin de clarifier les différents 

fluorochromes utilisés pour chaque protocole. Après rinçage, les cellules sont marquées 

avec des anticorps conjugués à un fluorochrome dans 100µL de PBS avec 10% de SVF 

pendant 30 minutes à température ambiante et à l’obscurité. Les dilutions de chaque 

anticorps sont également référencées et des isotypes correspondants ont été utilisés à la 

même concentration finale. Ensuite, les cellules sont rincées et remises en suspension dans 

du PBS avant d'être analysées par cytométrie en flux ou préparées pour le tri cellulaire. 

 

Anticorps Dilution Isotype Dilution Fluorochrome 
couplé 

Référence 

Anti-CD3 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV711 Biolegend 
400168 

Anti-TIM-3 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,5 :100 PE Biolegend 
356604 

Anti-HLA-DR 
humain 

1 :100 Isotype 
igG2b souris 

1 :100 BV605 BD 
Biosciences 
563099 

Anti-CD34 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,25 :100 APC Biolegend 
400120 
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Anti-CD38 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV421 Biolegend 
400158 

Anti-CD33 
humain 

0,125 :100 Isotype igG1 
souris 

0,125 :100 PeCy7 Biolegend 
400126 

Anti-PD-L1 
(CD274) 
humain 

1 :100 Isotype 
igG2b souris 

2 :100 PerCPCy5.5 Biolegend 
400338 

Sonde de 
viabilité 

1 :1000 - - 750/777 Biotium 
32011, 
32011-T 

Tableau 4 : Panel de phénotypage des cellules leucémiques. Le panel de tri des cellules 
leucémiques est similaire mais sans la sonde de viabilité. 
 

Anticorps Dilution Isotype Dilution Fluorochrome 
couplé 

Référence 

Anti-CD3 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV711 Biolegend 
400168 

Anti-CD8 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV421 Biolegend 
400158 

Anti-PD1 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,25 :100 PE Biolegend 
356604 

Tableau 5 : Panel de tri des LT. 

 
Anticorps Dilution Isotype Dilution Fluorochrome 

couplé 
Référence 

Anti-CD3 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV711 Biolegend 
400168 

Anti-CD8 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,125 :100 APC Biolegend 
400120 

Anti-PD1 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,25 :100 PE Biolegend 
356604 

Anti-CD27 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

2 :100 BV421 Biolegend 
400158 

Anti-
CD45RA 
humain 

1 :100 Isotype igG2b 
souris 

1 :100 BV605 BD 
Biosciences 
563099 

Sonde de 
viabilité 

1 :1000 - - 750/777 Biotium 

Tableau 6 : Panel n°1 de phénotypage des LT de donneurs sains et LAM afin de 
déterminer leur statut de différenciation. 

 
Anticorps Dilution Isotype Dilution Fluorochrome 

couplé 
Référence 

Anti-CD3 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

1 :100 BV711 Biolegend 
400168 

Anti-CD8 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,125 :100 APC Biolegend 
400120 

Anti-PD1 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,25 :100 PE Biolegend 
356604 
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Anti-CD25 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,1 :100 FITC Biolegend 
400108 

Anti-CD69 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,3 :100 BV421 Biolegend 
400158 

Anti-CD57 
humain 

1 :100 - - PE Cf 594 BD 
Biosciences 

Anti-CD28 
humain 

1 :100 Isotype igG1 
souris 

0,125 :100 PeCy7 Invitrogen 
400126 

Sonde de 
viabilité 

1 :1000 - - 750/777 Biotium 

Tableau 7 : Panel n°2 de phénotypage des LT de donneurs sains et LAM afin de 
déterminer leur statut de différenciation. 

 

4.2 Discrimination des sous-populations à l’aide de l’exclusion de la 

rhodamine 123 

Afin de discriminer les sous-populations cellulaires au sein des lignées KG1 et U937, la 

sonde fluorescente Rhodamine (Rh123, Sigma-Aldrich, 𝜆ex = 488 nm et 𝜆em = 531 nm) est 

utilisée. L’exclusion de la rhodamine par la cellule confère à cette dernière une propriété de 

résistance (surexpression de pompes d’efflux membranaires) et lui attribue ainsi un 

caractère de type cellule souche. La concentration cellulaire est tout d’abord ajustée à une 

concentration de 106 cellules par mL. L’incorporation de la rhodamine par les cellules 

s’effectue suite à une incubation de 20 minutes à 37°C et à l’obscurité dans un milieu de 

culture RPMI 1640 contenant de la Rh123 à une concentration finale de 0,1μg/mL (phase 

d’inclusion). Afin d’éliminer l’excédent de sonde, le culot de cellules obtenu après 

centrifugation est ensuite repris dans du milieu de culture, puis les cellules sont incubées 

durant une heure à 37°C à l’obscurité dans le but d’exclure la sonde qu’elles ont incorporée 

(phase d’exclusion). 

Le contrôle positif de l’incorporation de la rhodamine par les cellules consiste à conserver 

les cellules dans de la glace après la phase d’inclusion de 20min afin d’empêcher l’exclusion 

de la sonde par les cellules et ainsi permettre un signal d’intensité de fluorescence maximal. 

Après avoir repris les cellules dans du PBS, l’acquisition est réalisée sur le cytomètre en 

flux LSR Fortessa x20 (BD-Biosciences) qui permet de mesurer l’intensité de fluorescence 

de la Rh123. Après exclusion des débris et des doublets cellulaires, les cellules ont été 

sélectionnées selon le contrôle positif présentant le niveau d'intensité de fluorescence le 

plus élevé (car absence de phase d’exclusion de la Rh123). Les cellules avec une intensité 

de fluorescence égale au contrôle positif ont été considérées comme des cellules non 

souches (Rh123high), tandis que les cellules présentant des propriétés de cellules souches 
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ont été considérées comme celles ayant exclu la sonde Rh123 et qui présentent donc une 

intensité de fluorescence inférieure à celle du contrôle positif (Rh123low). 

Afin de mieux discriminer les sous-populations des cellules leucémiques présentant un 

profil de cellules souches CD34+ CD38-, les anticorps anti-CD34 conjugué à 

l'allophycocyanine (APC) et anti-CD38 conjugué à la phycoérythrine (PE) ont été utilisés 

aux concentrations indiquées dans le tableau 4. 

 

4.3 Mesure du statut quiescent des cellules leucémiques en fonction des 

sous-populations 

Le statut quiescent des cellules leucémiques est évalué à l’aide d’une technique qui 

consiste à marquer la protéine nucléaire Ki67 avec un anticorps anti-Ki67 conjugué au 

fluorochrome FITC (dilution 1 :100, Abcam). Les cellules sont préalablement fixées au PFA 

4% (Paraformaldehyde solution 4%, Sigma-Aldrich) pendant 10min à TA puis lavées et 

incubées durant 30min à TA avec une solution de saturation/perméabilisation Triton X100 

à 0,1% (Sigma-Aldrich) et 10% de SVF complétée avec du PBS. Après lavage, les cellules 

sont incubées avec les anticorps anti-CD34 conjugué à l’APC et anti-CD38 conjugué au 

BV421 (les dilutions des anticorps et l’utilisation des isotypes correspondants sont similaires 

à celles indiquées dans le tableau 4) et anti-Ki67 conjugué au FITC (dilution 1 :100, Abcam) 

dans une solution de 100µL composée de Triton X100 0,1% et 10% de SVF complétée avec 

du PBS durant 30min à 4°C et à l’obscurité. Après lavage avec 1mL de PBS et 

centrifugation, les cellules sont reprises dans un volume de 500µL de PBS puis placées 

dans la glace avant l’analyse en cytométrie en flux. 

La protéine Ki67 étant présente durant les phases actives du cycle cellulaire, cette 

méthode permet de discriminer les cellules prolifératives exprimant la protéine Ki67 (Ki67+) 

des cellules quiescentes (Ki67-) suite à la mesure du seuil de positivité basé sur l’intensité 

de fluorescence des cellules marquées avec l’isotype (contrôle négatif). Les cellules 

présentant une intensité de fluorescence inférieure ou égale à un log d’écart du signal 

maximal du contrôle négatif sont considérées comme des cellules ayant une faible activité 

proliférative (Ki67low). 

 

4.4 Étude de la concentration calcique intracellulaire des cellules  

La cytométrie en flux permet de visualiser en temps réel les variations de concentrations 

cytosoliques en calcium libre par l’utilisation de la sonde calcique ratiométrique et 

fluorescente Indo1-AM (acétoxyméthylester, Thermo Fisher Scientific). Le groupement AM 
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permet à la sonde de diffuser à travers la membrane plasmique. Elle est ensuite retenue 

dans la cellule sans diffuser à travers la membrane suite à l’hydrolyse du groupement par 

les estérases endogènes et sa nouvelle forme lui permet alors d’émettre sa fluorescence 

au sein de la cellule. 

La sonde Indo1-AM est une sonde ratiométrique ayant pour longueur d’onde d’excitation 

350nm. La forme libre de la sonde émet à 475nm tandis que sa forme liée au calcium 

cytoplasmique émet à 400nm. Le rapport des intensités de fluorescences émises à 475 et 

400nm permet d'estimer les variations de la concentration calcique dans la cellule. Ainsi, le 

ratio F400/F475 est directement proportionnel à la concentration de calcium cytoplasmique 

et permet le suivi de la concentration calcique intracellulaire de la population cellulaire 

étudiée. 

Les cellules sont ajustées à la concentration de 106 par mL puis chargées avec la sonde 

à 0,7µM/mL de PBS à 37°C à l’obscurité durant 30 minutes. Afin d’éliminer l’excédent de 

sonde, les cellules se trouvant dans le PBS chargé en Indo1-AM sont centrifugées puis 

reprises dans 1mL de PBS. À l’aide du cytomètre et de son filtre UV, le flux calcique est 

mesuré par le ratio F400/475 pendant une cinétique de 13 minutes. Une acquisition de la 

concentration basale de calcium est effectuée durant les 2 premières minutes, puis 0,4 μL 

de thapsigargine (concentration finale 2 µM, Focus Biomolecules) sont ajoutés afin de 

provoquer une vidange des réserves calciques intracellulaires en bloquant les pompes 

Sarco/Endoplasmic reticulum Ca2+/ATPase (SERCA) du réticulum endoplasmique. Après 9 

minutes d’acquisition, 1,6µL de Ca2+ (concentration finale 2mM, Sigma-Aldrich) sont ajoutés 

afin d’induire une entrée capacitive de calcium due à la libération des stocks causée 

précédemment par la thapsigargine (Schéma 10). 

Les données brutes sont analysées à l’aide du logiciel FlowJo et présentées sous forme 

de variation du ratio d’intensité de fluorescence F400/F475 en fonction du temps.  

Pour calculer le stock calcique du RE, la valeur médiane du niveau basal de calcium a 

été soustraite à la valeur maximale suite à la vidange du stock calcique du RE après l'ajout 

de thapsigargine. Afin d’obtenir la valeur de l’entrée capacitive de Ca2+ dans la cellule, il 

s’agit de soustraire la valeur médiane du niveau basal de Ca2+ après vidange du stock 

calcique du RE à la valeur maximale d’entrée capacitive de Ca2+ après ajout de Ca2+. Les 

aires sous la courbe au cours des 3 phases (taux basal de calcium, vidange du stock 

réticulaire de calcium et entrée capacitive de calcium) ont également été collectées. 

Ces données permettent de quantifier la concentration calcique intracellulaire des 

cellules en fonction des conditions. La discrimination de sous-populations cellulaires est 

réalisée à l’aide du logiciel FlowJo et une stratégie de sélection de population par le seuil 
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de positivité des anticorps est appliquée. Ainsi, l’analyse du flux calcique est réalisée en 

fonction du phénotype Rh123low et Rh123high et en fonction des anticorps anti-CD34 

conjugué à l’APC et anti-CD38 conjugué au BV421 utilisés aux concentrations indiquées 

dans le tableau 4.  

 

Schéma 10 : Réalisation expérimentale de la cinétique calcique de cellules isolées à 
l’aide de la thapsigargine et de Ca2+ extracellulaire. La concentration calcique basale 
des cellules est enregistrée pendant les 200 premières secondes avant d’ajouter de la 
thapsigargine afin d’induire une vidange des stocks calciques. L’ajout de Ca2+ extracellulaire 
à 800 secondes permet d’observer l’entrée capacitive de Ca2+ rendue possible par la 
vidange des stocks calciques provoquée par la thapsigargine.  

 

4.5 Mesure de la viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire a été évaluée pour les différents traitements et sur les différents 

panels de phénotypages réalisés en utilisant une sonde de viabilité ayant un marquage 

réactif aux amines (Biotium Live or DyeTM 750/777 Fixable Viability Staining Kit 32008A). 

Après 24h d’incubation en présence des différents traitements ou bien dans le but de 

réaliser un phénotypage, les cellules sont d’abord lavées au PBS afin d’éliminer le milieu de 

culture puis marquées avec 1µL de la sonde de viabilité dans 1mL de PBS (dilution 1 :1000) 

pendant 30min à TA et à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite centrifugées puis le 

culot cellulaire est repris dans 1mL de PBS afin d’éliminer l’excédent de sonde. La sonde 

réactive aux amines est capable de traverser la membrane cellulaire des cellules mortes 

pour interagir avec les amines libres dans le cytoplasme. Les cellules vivantes, quant à 

elles, excluent ce marquage car leur membrane cellulaire est intacte. La fluorescence 

induite par la liaison de la sonde aux amines des cellules mortes permet de discriminer par 

cytométrie en flux les cellules mortes présentant une intensité de fluorescence plus forte 

que celle des cellules vivantes. 
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4.6 Évaluation de la lyse cytotoxique suite à la formation de la synapse 

immunologique entre un LT et une cellule leucémique 

Afin d’évaluer la lyse cytotoxique suite à la formation de la synapse immunologique entre 

le LT et la cellule leucémique, nous avons utilisé le kit Pantoxilux (Interchim). Pantoxilux est 

un substrat fluorescent qui a une longueur d’onde d’excitation à 555nm et une longueur 

d’onde d’émission à 580nm et qui est perméable à la cellule. La sonde permet de discriminer 

spécifiquement les cellules cibles lors de la formation de la synapse immunologique en 

détectant les granzymes B et l’activité des caspases responsables de la lyse cytotoxique de 

ces cellules. Pour cette expérience, les cellules cibles et LT CD8+ sont dénombrés afin de 

les mettre en contact à un ratio 5 LT CD8+ pour 1 cellule cible. Après lavage des cellules 

cibles, celles-ci sont incubées avec la sonde fluorescente TFL4 ayant des longueurs 

d’ondes d’excitation et d’émission respectivement de 633nm et 657nm. La sonde TFL4 est 

utilisée à la dilution 1 :3000 dans du PBS pendant 15min à 37°C à l’obscurité afin de 

discriminer les cellules leucémiques des LT cytotoxiques lors de l’analyse. Les LT CD8+ 

sont, quant à eux, incubés avec 1 μg ml-1 d'un cocktail de superantigènes (SEA et Tsst-1, 

Sigma-Aldrich) pendant 45 min à 37°C afin de favoriser la formation de la synapse 

immunologique. Après lavage des deux types cellulaires, les cellules cibles sont mises au 

contact des cellules effectrices au ratio indiqué. Les cellules sont ensuite centrifugées puis 

le milieu est précautionneusement retiré afin de resuspendre les cellules dans 75µL de 

Pantoxilux. Les cellules sont centrifugées rapidement pendant 30 secondes afin de favoriser 

le rapprochement des cellules et donc la formation de la synapse immunologique pour 

induire la lyse cytotoxique, puis sont incubées pendant 1h à 37°C et à l’obscurité. Après 

incubation, les cellules sont centrifugées, lavées puis reprises dans du PBS avant l’analyse 

en cytométrie en flux. Les contrôles sont les deux types cellulaires non marqués ainsi que 

les cellules cibles marquées au TFL4 sans mise en contact avec le substrat fluorescent 

Pantoxilux. 

 

4.7 Analyse du cycle cellulaire 

Les cellules de lignées cellulaires de LAM ont été ajustées à une concentration de 106 

par mL pour être fixées et perméabilisées avec de l'éthanol à 70% (Sigma) pendant 30 

minutes à -20°C. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 30 minutes à température 

ambiante dans l'obscurité avec 50 µg/mL d'iodure de propidium (Sigma-Aldrich) et 5 µg/mL 

de RNase (Qiagen) dans du PBS. L’iodure de propidium étant un intercalant fluorescent 

(𝜆ex = 535 nm et 𝜆em = 617 nm) de l’ADN, il permet de déterminer la phase du cycle 
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cellulaire dans laquelle se trouvent les cellules. Pour déterminer le pourcentage de cellules 

dans la phase G0 du cycle cellulaire, les cellules ont été préincubées avec l'anticorps anti-

Ki67 conjugué au fluorochrome FITC (Abcam) à une dilution de 1:100 ou avec l'isotype 

correspondant à la même concentration finale dans du PBS avec 10% de SVF pendant 

30min à 4°C à l'obscurité. Afin de discriminer les sous-populations cellulaires d’intérêt 

CD34+ CD38-, les cellules ont également été marquées avec les anticorps anti-CD34 et anti-

CD38 conjugués respectivement aux fluorochromes APC et BV421 (dilution 1 :100, avec 

l’utilisation d’isotypes correspondants comme présenté dans le tableau 4), et anti-Ki67 

couplé au fluorochrome FITC dilué au 1 :100ème. Ensuite, les cellules ont été conservées 

dans la glace jusqu'à l'analyse par cytométrie en flux. 

 

4.8 Tri cellulaire 

Afin d’étudier plus précisément les différences entre le statut de différenciation des 

cellules leucémiques des lignées cellulaires U937 et KG1, il est question de trier les lignées 

cellulaires en fonction de l’activité ABCB1 de la population CD34+ CD38-. 

Les cellules U937 et KG1 ont été chargées sur la base du test d'exclusion de la sonde 

Rh123. Les cellules ont ensuite été lavées et remises en suspension à une concentration 

de 5 x 106 par mL dans un milieu cellulaire de culture sans rouge de phénol et 1% de SVF 

(Sigma-Aldrich). Les cellules Rh123low et Rh123high ont été triées sur un cytomètre en flux 

Facs Aria (BD-Biosciences) sur la base du protocole de test d'exclusion Rh123 établi et les 

populations ont été déterminées sur la base du contrôle positif chargé avec la sonde Rh123 

sans l'étape d'exclusion. Après le tri, les cellules ont été conservées à 37°C avant d'autres 

traitements et analyses. 

Dans le but de réaliser les expérimentations de formation de synapse immunologique et 

lyse cytotoxique, et ce, en fonction du phénotype des sous-populations de cellules 

leucémiques et LT CD8+, les cellules de patients atteints de LAM au diagnostic sont triées 

afin d’étudier les sous-populations d’intérêt. 

Après décongélation des PBMC de patients, les cellules sont incubées avec les anticorps 

décrits dans les panels de tri des cellules leucémiques et LT (tableaux 4 et 5) pendant 15min 

à TA et à l’obscurité dans du milieu cellulaire de culture sans rouge de phénol et 1% de SVF 

(Sigma-Aldrich). Après lavage, les cellules sont resuspendues dans le milieu cellulaire décrit 

ci-dessus à raison de 5 millions de cellules par mL en tube Falcon 15 pour le tri cellulaire. 

Les cellules sont collectées dans des tubes Eppendorf puis remises en culture dans du 

milieu RPMI-1640 (GlutaMax, Life Technologies) complété avec 1% de pénicilline et 
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streptomycine et du SVF 10% jusqu’au jour de l’expérience de lyse cytotoxique en 

cytométrie en flux, ou bien de formation de synapse immunologique en imagerie calcique.  

 

4.9 Utilisation de billes de compensation pour les panels 

d’immunophénotypage des cellules 

Des billes de compensation (Invitrogen) ont été utilisées en cytométrie en flux pour établir 

les différents phénotypes décrits dans les tableaux 1, 2, 3 et 4 et réaliser des matrices de 

compensation entre les fluorochromes utilisés pour un protocole. Un µL de l’anticorps à 

compenser est ajouté à une suspension de 50µL de billes de compensation avant d’incuber 

30min à 4°C et à l’obscurité. Les billes sont ensuite lavées pendant 5min à 600g avant de 

les reprendre dans 300µL de PBS dans un tube FACS en polystyrène transparent de 

cytométrie en flux. Les seuils de positivité ont été déterminés sur la base de la fluorescence 

du contrôle négatif avec les isotypes correspondants. 

 

4.10 Calcul du rapport d’intensité médiane de fluorescence 

L’intensité médiane de fluorescence (IMF) est utilisée comme mesure de l’intensité 

d’expression des marqueurs de surface utilisés pour le phénotypage des cellules. Le rapport 

IMF est calculé en divisant la valeur IMF de l’anticorps par la valeur IMF de l’isotype 

spécifique. Une expression positive a été définie comme un rapport IMF ≥ 1,5 et les valeurs 

IMF ont été déterminées à l’aide du logiciel FlowJo (Tree Star Inc.) telles quelles : négatif < 

1,5 ; faible < 1,5 -5 : élevé > 15. 

 

5. Étude de l’homéostasie calcique des LT CD8+ et 

cellules leucémiques à l’aide de l’imagerie calcique 

et la technologie microfluidique 

 

Toutes les expériences ont été réalisées à 37°C, dans les dispositifs de microfluidique 

installés dans l’enceinte thermostatée du microscope (Nikon Eclipse Ti2-E). Toutes les 10 

secondes, la ou les fluorescences sont excitées par une source UV (Optoscan 

Monochromator, Roper Scientific) et capturées par une caméro CMOS (photometrics). 
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5.1 Fabrication des micro-dispositifs de microfluidique 

Les dispositifs de microfluidique sont réalisés par l’équipe collaboratrice du laboratoire 

SMMiL-E. Ces dispositifs sont composés d’une plaque de polydimethylsiloxane (PDMS) 

avec un canal intégré collé sur un support en verre. La dalle de PDMS est fabriquée en deux 

étapes : fabrication du moule par photolithographie et moulage du PDMS sur les structures 

fabriquées. Le moule est composé de deux couches de SU8 déposées et structurées sur 

une plaquette de silicium. La première couche, d'une épaisseur de 1,5 à 2,5 μm, a été créée 

pour modeler les piliers de support. Le SU8 2002 a été déposé par centrifugation à 3500 

rpm pendant 30 secondes sur une tranche de 7 centimètres et exposé avec un système de 

lithographie sans masque (100 mJ cm-2 avec un laser de 375 nm, Heidelberg MLA-150) 

après une cuisson douce de 2 minutes à 110°C. La deuxième couche, composée de SU8 

3010, a été centrifugée à 3000 rpm pendant 30 secondes afin d’obtenir une hauteur de 12 

à 14 μm pour capturer les petites cellules. Après une cuisson douce de 1 minute à 70°C 

suivie de 5 minutes à 110°C, le SU8 photo-résistant a été modelé (220 mJ cm-2). Enfin, la 

tranche de silicium a été développée dans une solution de révélateur SU8 et cuite au four à 

150°C pendant 15 minutes. Comme dernière étape, une fine couche de Téflon a été 

déposée avec une machine RIE (100 W, C4F6, 30 Sec, Oxford PlasmaPro80) pour faciliter 

le moulage de la dalle de PDMS. Le PDMS (élastomère de silicone, SYLGARDTM), dont le 

rapport substrat/agent de durcissement est de 10:1, a été versé sur la tranche de silicium 

avec les structures SU8 après un mélange et un dégazage appropriés. L'épaisseur de la 

plaque de PDMS a été maintenue à environ 1 mm afin de conserver les réservoirs d'entrée 

à un volume raisonnable pour l'injection rapide des suspensions cellulaires et autres 

solutions requises. Le dispositif a été polymérisé à 70°C pendant 5 heures. Le PDMS 

solidifié a ensuite été décollé et les dispositifs individuels ont été découpés dans des tailles 

appropriées. Les entrées et la sortie ont été créées à l'aide de poinçons à biopsie (1,5 mm 

de diamètre pour les entrées d'injection et 0,5 mm de diamètre pour la sortie à connecter 

aux pompes). La surface inférieure du dispositif a été activée avec un nettoyeur à plasma 

(Harrick, Hi-level) pendant 5min, collée à une lamelle de verre (0,17 mm d'épaisseur) et 

cuite à 90°C pendant 30 minutes. La surface supérieure du dispositif a été protégée par du 

ruban adhésif pendant l'exposition au plasma afin de protéger les propriétés hydrophobes 

de la surface.  

 

5.2 Préparation des dispositifs pour l’injection des cellules de patients 

Les expériences ont été réalisées sur la platine du microscope inversé (Nikon Eclipse 

Ti2-E) dans un environnement contrôlé (37°C). Le dispositif de microfluidique est connecté 
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à une pompe à pression (Fluigent, LineUpTM Push-Pull). Avant les expériences, la surface 

du dispositif de microfluidique a été traitée pour éviter les fixations non spécifiques en 

injectant 50 mg mL-1 de solution d’acide pluronique (F-127) par la sortie à l'aide d'une pompe 

à seringue (Kd Scientific) avec un débit initial de 25 μL min-1 pendant 3 minutes, suivi d’un 

débit de 5 μL min-1 pendant 7 minutes. Ensuite, le dispositif a été lavé avec de l'eau dé-

ionisée à un débit de 25 μL min-1 pendant 5 minutes. Après l'étape de traitement de surface, 

le dispositif a été placé sur la platine du microscope. Les connexions microfluidiques 

appropriées ont été réalisées et les entrées d'injection ont été scellées à l'aide de minces 

pièces de PDMS séparées. Le dispositif est donc prêt pour l’expérience et la suspension 

d’intérêt préparée à une densité déterminée pourra être injectée dans le système afin de 

réaliser l’analyse fonctionnelle des canaux calciques SOC grâce à un poste d’imagerie 

dédié. 

 

5.3 Étude de l’homéostasie calcique de cellules isolées en imagerie 

calcique 

Afin d’analyser fonctionnellement l’activité des canaux calciques SOCs, les cellules sont 

préalablement marquées à la sonde calcique fluorescente et ratiométrique Fura-2AM 

(Interchim). Le groupement AM permet à la sonde Fura-2 de diffuser à travers la membrane 

plasmique. Elle est ensuite retenue dans la cellule suite à l’hydrolyse du groupement par 

les estérases endogènes. La sonde est séquentiellement excitée à 340 et 380 nm. Sa forme 

liée au calcium est excitable à 340 nm, tandis que sa forme libre est excitable à 380 nm. 

L’émission de fluorescence se fait dans les deux cas à 510 nm. Le rapport des intensités 

de fluorescences obtenues après excitation à 340 nm et 380 nm (ratio 340/380) permet 

d’estimer la variation de la concentration calcique au sein de la cellule. Les cellules sont 

chargées pendant 45 minutes à 37°C et à l’obscurité dans du milieu de culture RPMI sans 

sérum (phenol red-free, Gibco) avec la sonde à une concentration finale de 2 μM. Les 

cellules ont ensuite été rincées dans une solution extracellulaire de composition suivante 

(en mM) : 140 NaCl, 5 KCl, 10 HEPES (à pH 7,4 ajusté avec du NaOH), 10 Glucose, 1 

MgCl2 et 0 CaCl2. Les cellules sont ensuite injectées dans le dispositif de microfluidique afin 

d’être capturées. Une fois les cellules capturées, l’imagerie calcique, qui permet de 

visualiser en temps réel la variation de la concentration calcique cytosolique des cellules 

grâce à la sonde calcique Fura2-AM, est réalisée. Les cellules sont constamment perfusées 

avec la solution extracellulaire décrite ci-dessus à une vitesse constante de 2 μL min-1. 

Ensuite, une cinétique est réalisée en imagerie calcique. Durant les 200 premières 

secondes, la concentration basale de calcium des cellules est enregistrée, puis les cellules 
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sont perfusées avec une solution extracellulaire contenant 2 μM de thapsigargine, un 

inhibiteur des pompes SERCA. La thapsigargine entraîne la vidange des stocks calciques 

réticulaires qui est visualisée pendant 400s. Ensuite, à 600s d’acquisition, les cellules sont 

perfusées avec une solution extracellulaire contenant 2 mM de calcium afin de visualiser 

l’activité des canaux SOC induite par la vidange du réticulum endoplasmique. En fin 

d’enregistrement, 10 μM du ionophore calcique ionomycine (Invivogen) sont ajoutés afin de 

réaliser un contrôle positif permettant de s’assurer de la viabilité des cellules. Le synta66, 

inhibiteur des canaux calciques SOC ORAI1, a été utilisé à une concentration de 10 μM 

pour confirmer l'implication de ces canaux calciques dans l'entrée capacitive de Ca2+ induite 

par la thapsigargine. 

 

5.4 Étude de la réponse calcique des cellules suite à la formation de la 

synapse immunologique 

Pour l’analyse de la synapse immunologique entre un LT CD8+ et une cellule leucémique, 

les LT CD8+ sont chargés avec la sonde ratiométrique Fura2-AM comme expliqué 

précédemment et sont également incubés avec 1 μg ml-1 d'un cocktail de superantigènes 

(SEA et Tsst-1, Sigma-Aldrich) pendant 45 min à 37°C. 

Les cellules leucémiques, quant à elles, ont dans un premier temps été marquées au DiI 

(Vybrant DiI cell-labeling solution, Invitrogen), une sonde lipophile fluorescente aux 

longueurs d’ondes d’excitation et d’émission respectivement de 550 et 564nm. Cette sonde 

est retenue dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire des cellules leucémiques 

et permet de les discriminer des LT. Cependant, dans le but de permettre l’étude simultanée 

de la variation calcique cytosolique des deux types cellulaires, les cellules leucémiques ont 

ensuite été chargées avec la sonde calcique fluorescente Rhod4 ayant des longueurs 

d’ondes d’excitation et d’émission respectivement de 523 et 551nm (Abcam) et n’interférant 

pas avec le signal de la sonde Fura2-AM. L’efficacité de cette sonde calcique Rhod4 n’étant 

finalement pas adaptée à notre étude de la variation calcique cytosolique des cellules 

leucémiques, il a finalement été décidé d’utiliser la sonde calcique fluorescente Fluo4-AM 

ayant des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission respectivement de 494 et 506nm 

(Invitrogen). Cette sonde est la sonde apportant les meilleurs résultats jusqu’à présent lors 

d’une analyse simultanée avec les LT chargés avec la sonde Fura2-AM. 

Les LT et cellules leucémiques sont incubés simultanément mais séparément avec les 

sondes calciques pendant 30min à 37°C et à l’obscurité dans une solution de composition 

suivante (en mM) : 140 NaCl, 5 KCl, 10 HEPES, 10 Glucose, 1 MgCl2, et 2 CaCl2. Après 

lavage, les cellules sont comptées puis reprises dans le milieu HBSS avant le début des 
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expérimentations. Les LT sont injectés en premier puis, une fois les puits occupés par les 

LT, leur concentration calcique basale est enregistrée pendant 200s. Les cellules 

leucémiques sont ensuite ajoutées dans le microsystème de microfluidique et 

l’enregistrement est prolongé pendant 30min afin d’observer la formation de synapses 

immunologiques. Les évènements précoces de la formation de la synapse immunologique 

sont observés suite à une réponse calcique de chaque type cellulaire correspondant à une 

variation du ratio d’intensité de fluorescence de leurs sondes calciques respectives. En fin 

d’enregistrement, 10 μM de ionomycine sont ajoutés afin de réaliser un contrôle positif qui 

permet de s’assurer de la viabilité des cellules (Schéma 11). 

 

5.5 Analyses de la réponse calcique des cellules grâce au logiciel 

MetaFluor 

L’acquisition et l’analyse sont réalisées sur le logiciel MetaFluor (Molecular Devices 

Corp.) qui permet d’analyser le ratio d’intensité de fluorescence de la sonde calcique en 

fonction du temps pour chaque cellule capturée au sein du dispositif. Les méthodes 

d’analyses divergent en fonction des expérimentations sur cellules isolées ou sur synapses 

immunologiques. 

Concernant les expérimentations sur cellules isolées, il est question d’analyser 

uniquement la variation de l’intensité de fluorescence de la sonde Fura2-AM. Pour calculer 

le stock calcique du RE, la valeur médiane du niveau basal de Ca2+ a été soustraite à la 

valeur maximale après l'ajout de thapsigargine. Afin de quantifier l’entrée capacitive de Ca2+ 

dans la cellule, la valeur médiane basale de l’intensité de fluorescence avant l’ajout du Ca2+ 

est soustraite à la valeur maximale de l’intensité de fluorescence après l’ajout de Ca2+ 

extracellulaire. 

Les expérimentations de formation de synapses immunologiques permettent de 

discriminer les deux types cellulaires à l’aide de deux sondes calciques. Tout d’abord nous 

collectons les informations visuelles qui sont (i) le nombre de LT capturés et (ii) le nombre 

de paires de cellules formées lorsqu’une cellule leucémique est piégée dans le même puits 

qu’un LT. Ensuite, grâce aux sondes calciques nous observons la réponse calcique à la fois 

au sein des LT et des cellules leucémiques attestant de la formation de la synapse 

immunologique. La valeur d’intérêt est la valeur maximale d'intensité de fluorescence après 

ajout des cellules leucémiques. Les LT étant chargés avec la sonde calcique ratiométrique 

Fura2-AM, le calcul est similaire à celui réalisé au cours des expérimentations sur cellules 

isolées en soustrayant la valeur médiane basale de l’intensité de fluorescence avant l’ajout 

des cellules leucémiques à la valeur maximale de l’intensité de fluorescence après l’ajout 
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des cellules leucémiques. Le même calcul est réalisé pour les cellules leucémiques 

chargées avec la sonde calcique Rhod4 ou Fluo4, à l’exception du fait que ces sondes 

n’étant pas ratiométriques, il est nécessaire d’éliminer le bruit de fond en réalisant le calcul 

F/F0, F0 étant la première intensité de fluorescence enregistrée durant la cinétique. 

 

 

Schéma 11 : Représentation de la capture et de l’enregistrement des cellules lors des 
expérimentations d’imagerie calcique à l’aide de la microfluidique. Le dispositif est 
composé d’une zone d’entrée pour l’injection des cellules/milieux/inhibiteurs, une zone 
composée d’un filtre permettant de retenir les débris cellulaires et séparer les cellules 
agrégées, une zone de capture des cellules afin de suivre leur activité calcique et une zone 
de sortie du flux. La zone de capture est constituée d’environs 150 micropuits permettant 
de piéger les cellules et d’étudier leur mobilisation calcique en temps réel et à l’échelle de 
la cellule unique. Les LT sont injectés en premiers dans le dispositif de microfluidique. Une 
fois tous les pièges remplis par les LT, la concentration calcique basale des LT est 
enregistrée pendant 200 secondes. Ensuite, les cellules leucémiques sont injectées à leur 
tour afin de former des paires de cellules dans les pièges où se trouvent les LT. L’imagerie 
calcique permet alors d’observer une réponse calcique attestant de la formation de la 
synapse immunologique suite à l’entrée en contact des cellules. 
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6. Étude de l’expression des gènes 

Il est question de vérifier la présence des gènes caractéristiques des cellules souches 

humaines MMRN1, LAPTM4B, NYNRIN, KLF4, SOX2, NANOG, DNMT3B, le canal calcique 

ORAI1, le transporteur membranaire ABCB1 et le gène de référence BETA2-

MICROGLOBULIN (B2M) (tous fournis par Applied Biosystems) au sein des cellules 

d’intérêt. 

 

6.1 Extraction des ARN 

Les cellules sont reprises dans un tampon RLT composé de 1mL de tampon RLT et 10µL 

de β-mercaptoethanol puis stockées à -80°C. Les ARN sont extraits à l’aide du RNeasy 

Micro Kit QIAGEN. Après homogénéisation de l’échantillon, les cellules sont lysées dans un 

tampon permettant d’inactiver les RNases. Les lysats sont ensuite précipités et filtrés sur 

des colonnes spécifiques permettant de diminuer leur viscosité et de les séparer des autres 

constituants cellulaires. Un traitement des cellules à l’éthanol froid 70% suivi d’une 

centrifugation à 12000g pendant 10 secondes permet la précipitation de l’ARN sur la 

membrane de la colonne. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 15min à 

température ambiante en présence de DNase (Qiagen, 79254) afin d’éliminer une 

éventuelle contamination par de l’ADN résiduel. Après 2 lavages successifs, l’ARN pur est 

finalement élué dans de l’eau RNase-free. La concentration en acides nucléiques est 

mesurée par spectrophotométrie en utilisant le Nanodrop (ThermoScientific) à 260nm et 

rapportée à la concentration en protéines mesurée à 280nm. Le ratio des densités optiques 

DO260nm/DO280nm permet d’apprécier la pureté des échantillons. 

 

6.2 Rétro transcription (RT) 

Les ARN extraits sont ensuite soumis à une rétro transcription (RT) à l’aide du kit High 

Capacity cDNA, Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) afin d’obtenir de l’ADN 

complémentaire (ADNc). La réaction est amorcée lorsque 1µg des ARN totaux est ajouté 

au MIX composé de tampon 10X, de Random Primers (10X), de dNTP (25mM) et de la 

reverse transcriptase d’ADN polymérase ARN-dépendante. Cette RT-PCR est réalisée par 

l’utilisation du Veriti Thermocycleur avec le programme réalisant l’hybridation à 25°C 

pendant 10min, suivie de l’élongation à 37°C pendant 2 heures, puis d’un arrêt de la réaction 

à 85°C durant 2 minutes afin d’inactiver l’enzyme. Enfin, les échantillons sont conservés à 

4°C. 
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6.3 Polymérase Chain Reaction en temps réel (qPCR) par la technique 

Taqman 

La quantification des ADNc par PCR en temps réel est réalisée en duplex à l’aide de la 

technique Taqman (Thermofisher) afin de discriminer, au sein des échantillons, l’expression 

des gènes d’intérêt associés à la sonde fluorescente FAM par rapport au gène de référence 

associé à la sonde fluorescente VIC. Les échantillons de RT-PCR sont distribués dans les 

puits à une concentration de 10ng/puits avec le MIX contenant l'ADN polymérase (TaqMan 

Gene Expression Master MIX par Applied Biosystems), les amorces sens et anti-sens et de 

l’eau. La réaction se fait selon le protocole d'amplification qui varie en fonction des amorces 

utilisées. Il se décompose en 2 étapes principales : l'étape de maintien (2 minutes à 50°C 

et 10 minutes à 95°C) et l'étape de cycles (15 secondes à 95°C et 1 minutes à 60°C) qui 

est répétée 60 fois. Les résultats sont analysés avec le logiciel StepOne Plus afin de 

normaliser l'expression relative de nos gènes d'intérêt par rapport à notre gène de référence 

B2M utilisé comme contrôle endogène. Le rapport d'expression relative de chaque gène a 

été calculé par la méthode 2-∆∆Ct. Les valeurs calculées représentent le niveau d'expression 

de chaque gène par rapport à l'expression de B2M. L'absence d'expression dénote 

l'absence de détection dans 50 ng d'ADNc. La spécificité des sondes utilisées envers les 

gènes humains a été vérifiée en qPCR. 

 

7. Analyses statistiques 

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM (erreur standard à la 

moyenne). Dans le cas où 3 expériences indépendantes ont pu être réalisées, une 

différence significative a été évaluée par l’application d’un test t de Student ou ANOVA avec, 

le cas échéant (variance significativement différente), une correction de Welch. Les 

données et graphiques ont été analysés et réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

(version 7) en considérant p<0,05 comme étant significatif. Ainsi, les figures sont présentées 

avec la légende suivante :  

* : p<0,05 ** : p<0,01 *** : p<0,001 
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AVANT-PROPOS 
 

Les LT CD8+ étant les cellules effectrices majoritairement impliquées dans la réponse 

immunitaire antitumorale, un dysfonctionnement de cette réponse immunitaire peut mener 

à la progression du cancer et à la rechute. Étudier spécifiquement les interactions 

bidirectionnelles entre le LT CD8+ et la cellule cancéreuse permettrait de mieux comprendre 

la résistance des cellules cancéreuses et le dysfonctionnement des LT CD8+ contre ces 

cellules. 

L’étude des cellules tumorales résiduelles/persistantes est une tâche compliquée étant 

donné la difficulté à détecter, localiser et accéder à ces cellules dans les tumeurs solides. 

Cependant, les hémopathies malignes permettent, au cours de la prise en charge et du suivi 

du patient (prélèvement médullaire et du sang périphérique), d’avoir plus facilement accès 

aux cellules persistantes résidants dans la MO et dans le sang périphérique. La LAM 

représente ainsi une pathologie cancéreuse qui « facilite » l’étude des cellules tumorales 

résiduelles chez le patient, mais également tout au long des différents stades de la maladie 

(diagnostic, MRD, rechute…). 

Très peu d’équipes ont étudié in vitro la formation de la synapse immunologique entre 

des LT et des cellules leucémiques de patients. En 2008, l’équipe de Ramsay et al. a étudié 

la formation de la synapse immunologique de LT CD4+ et CD8+ avec des CPA et des LB 

issus de patients atteints de leucémie lymphocytaire chronique en ayant recours à des tris 

à l’aide de billes magnétiques (Ramsay et al. 2008). En 2009, cette même équipe, cette fois 

représentée par Le Dieu et al., a montré que les LT de patients LAM forment des synapses 

immunologiques dysfonctionnelles (Le Dieu et al. 2009). Bien que cette équipe ait montré 

l’aspect dysfonctionnel de la formation de synapses immunologiques chez des patients 

présentant des hémopathies au stade du diagnostic, l’activité calcique des populations 

lymphocytaires en fonction de leur phénotype ainsi que celui des cellules cibles n’a pas été 

étudiée. Pour ces études ne travaillant pas sur des sous-populations spécifiques, un nombre 

conséquent de cellules a été utilisé.  

L’hétérogénéité des cellules cancéreuses et des LT selon le stade de la maladie, de 

même qu’au sein des sous-populations d’intérêt, fait qu’il est nécessaire de réaliser une 

analyse de la synapse immunologique à l’échelle de la cellule unique. Cette analyse 

permettrait de caractériser une signature spécifique et déterminer quelle sous-population 

de cellules leucémiques est résistante à l’action du système immunitaire et/ou 

potentiellement responsable de la rechute (Khaldoyanidi et al. 2021). 
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Nous avons donc décidé de trier à partir de cellules isolées chez le patient LAM les sous-

populations cellulaires d’intérêt, notamment les CSL et non souches exprimant PD-L1 ou 

non, et les LT CD8+ en fonction de l’expression de PD-1. Le nombre de cellules par sous-

population était de l’ordre de 10 000 à 80 000 cellules selon les patients. 

L’analyse de la signalisation calcique liée à la formation de la synapse immunologique et 

aux évènements cellulaires en découlant (lyse cytotoxique ou résistance, quiescence ou 

prolifération, …) a d’abord été réalisée en utilisant une approche expérimentale 

conventionnelle comme les lames recouvertes de poly-lysine qui permettent d’immobiliser 

les cellules afin d’analyser leur activité calcique en microscopie. Il était question, dans un 

premier temps, d’immobiliser les LT préalablement chargés avec la sonde calcique 

ratiométrique Fura2 afin d’évaluer leur activité calcique. Après un enregistrement de leur 

activité calcique basale pendant 2 minutes, nous ajoutions les cellules leucémiques 

préalablement marquées avec le marqueur membranaire Dii pour les discriminer des LT et 

ainsi observer les cellules leucémiques rentrer en contact avec les LT pour former des 

synapses immunologiques. Cependant, cette technique est uniquement adaptée pour des 

expérimentations avec un nombre conséquent de cellules de l’ordre du million car, lors 

d’expérimentations avec des sous-populations faiblement représentées, et ce même au 

diagnostic, la probabilité de contact entre un LT et une cellule leucémique est trop faible. 

De plus, l’ajout des cellules leucémiques entraîne la plupart du temps le détachement des 

LT à la lame de poly-lysine, ce qui rend l’étude de leur homéostasie calcique difficile (Zhang 

et al. 2016).  

Cette technique n’était donc pas compatible avec l’étude des sous-populations rares 

triées. Il était nécessaire de mettre au point une technique permettant l’étude cellule à cellule 

de la formation de la synapse immunologique tout en étant capable de faire varier les 

conditions expérimentales comme la présence ou absence de molécules pouvant apporter 

des informations importantes sur les interactions entre les cellules. C’est pourquoi notre 

collaboration avec l’équipe de biophysiciens (SMMiL-E) nous a permis de mettre au point 

des dispositifs de microfluidique compatibles avec l’imagerie calcique et la microscopie 

confocale. Les microsystèmes optimisent la capture et le contact de cellules à l’aide de 

pièges sur-mesure, l’ajout de molécules en temps réel et le contact entre un LT et une cellule 

leucémique en fonction des phénotypes des deux types cellulaires et ce, même en faible 

quantité, tout en enregistrant l’activité calcique en temps réel. Ces microsystèmes 

présentent une plus haute efficacité à capturer les cellules et former des paires de cellules 

et un contrôle du flux permet d’étudier les cellules dans un environnement contrôlé et 

surveillé où peuvent être ajoutées diverses molécules d’intérêt.  
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Bien que l’intérêt pour la microfluidique dans l’étude des cellules immunitaires et 

cancéreuses soit grandissant, notamment grâce au niveau de précision apporté pour 

évaluer une multitude de phénomènes biologiques complexes, il existe pour le moment peu 

d’articles sur la technologie microfluidique dans l’étude de la formation de la synapse 

immunologique combinée avec l’étude de l’activité calcique des cellules immunitaires. 

En 2015, Dura et al. ont développé un système de microfluidique pour mettre en contact 

les cellules une à une et analyser les interactions de lymphocytes dans un environnement 

contrôlé. Ce contrôle d’entrée en contact des cellules permet d’étudier les évènements 

précoces de l’activité et la réponse immunitaire des LT CD8+. Ils ont également montré être 

capables d’ajouter des réactifs sans risquer de perdre les cellules comme c’est le cas avec 

les techniques conventionnelles comme la culture sur lames recouvertes de poly-lysine. Ils 

ont ainsi pu étudier comment différentes conditions microenvironnementales impactent les 

cellules et ils ont également évalué l’activité et la réponse immunitaire de LT CD8+ de souris 

à l’échelle de la cellule unique. Dans cette étude, l’activité calcique des cellules est étudiée 

grâce à la sonde calcique ratiométrique Fura-2AM. De plus, la haute efficacité de capture 

des cellules et de formation des paires montre les bénéfices pour les études où les cellules 

ne sont pas en nombre suffisant pour les analyses à l’aide de techniques conventionnelles 

comme la cytométrie en flux (Dura et al. 2015).  

Enfin, en 2016, la même équipe a montré la formation de synapses immunologiques avec 

les lignées cellulaires NK92MI et K562. Les NK92MI sont des cellules natural killer qui sont 

cytotoxiques notamment envers les cellules K562, des lymphoblastes, ce qui permet alors 

d’étudier le phénomène de réponse immunitaire entre ces cellules qui forment une synapse 

immunologique. Ainsi, la technologie de microfluidique leur permet l’étude de plusieurs 

paramètres à la fois comme l’étude de l’activité calcique, la sécrétion d’IFNg et la lyse 

cytotoxique. Cette équipe étudie l’activité calcique de lignées cellulaires humaines et de LT 

CD8+ primaires de souris en simultané avec la formation de la synapse immunologique 

(Dura et al. 2016).  

A partir de ces études, nous avons donc élaboré, à l’aide de l’équipe collaboratrice, une 

méthode qui permettrait d’étudier pour la première fois les évènements précoces liés à la 

formation de la synapse immunologique entre des cellules primaires de patients, notamment 

un LT CD8+ et une cellule leucémique à l’échelle de la cellule unique et au sein de sous-

populations d’intérêt spécifiquement triées, ce qui n’a encore pas été réalisé auparavant. 

Nous avons publié l’article « Pairing cells of different sizes in a microfluidic device for 

immunological synapse monitoring » en 2022 dans le journal Lab Chip en collaboration avec 

les équipes SMMiL-E et U1003 Phycell. Cet article présenté ici valide les expérimentations 
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permettant de mettre en contact deux types cellulaires de tailles et de phénotypes différents, 

et à observer un signal calcique de la part des LT. Grâce à la validation de l’utilisation des 

microdispositifs pour l’analyse fonctionnelle de la formation de synapses immunologiques 

par les cellules d’échantillons de patients, nous avons pu réaliser des tests sur des LT de 

donneurs sains et LAM au diagnostic isolés ou mis en contact avec des cellules 

leucémiques. L’optimisation de capture de paires de cellules a favorisé l’augmentation du 

rythme des expérimentations sur plusieurs échantillons de patients et nous a permis (i) 

d’étudier efficacement la réponse calcique de LT isolés ou de paires de cellules, (ii) de 

favoriser le contact entre un LT et une cellule leucémique en fonction des phénotypes des 

deux types cellulaires, de (ii) réduire considérablement le nombre de cellules nécessaires 

pour la formation de la synapse immunologique et (iv) d’ajouter des drogues afin de mieux 

comprendre les évènements de la signature calcique (lyse, formation de la synapse 

immunologique, signal calcique, …). 

Le défi de notre équipe collaboratrice SMMiL-E a été de mettre au point un dispositif de 

microfluidique capable de capturer deux types cellulaires différents et de tailles différentes. 

Pour valider notre méthode, nous avons utilisé des LT humains primaires de donneurs sains 

et formé des synapses immunologiques avec deux autres types de cellules : les cellules de 

la lignée cellulaire LAM KG1 et des cellules leucémiques humaines primaires obtenues à 

partir de patients atteints de LAM.  

Dans cet article, l’étude de la signalisation calcique a permis de montrer que les cellules 

étaient viables après capture dans le dispositif et que les solutions extracellulaires pouvaient 

être changées en l’espace de quelques secondes, cela en étudiant simultanément la 

réponse calcique des cellules chargées avec la sonde Fura2. 

Cet article montre que les microsystèmes nous permettent d’étudier la réponse calcique 

des cellules en observant (i) le stock calcique réticulaire grâce à la thapsigargine et (ii) 

l’implication des canaux SOCs dans l’entrée capacitive de Ca2+ en ajoutant du Ca2+ 

extracellulaire ou l’inhibiteur des canaux SOCs synta66. Dans leur ensemble, ces 

expériences montrent que ces dispositifs sont compatibles avec les études de systèmes 

biologiques et la modulation pharmacologique.  

Enfin, pour déterminer ces dispositifs comme aptes à capturer les cellules différentes et 

former la synapse immunologique entre les deux types cellulaires, il a été question d’injecter 

un premier type cellulaire, ici les LT de patients chargés avec la sonde calcique 

ratiométrique Fura2, puis les cellules cibles, ici les KG1 ou cellules leucémiques de patients 

marquées avec une sonde membranaire afin de les discriminer des LT. Suite à la formation 

de paires, il a été possible d’observer des variations de concentration calcique cytosolique 
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chez les LT, reflétant l’engagement du TCR dans la voie d’activation du LT CD8+ qui 

engendrera ou non la lyse cytotoxique de la cellule cible.  

Les résultats montrés dans cet article valident donc notre méthode expérimentale d’étude 

en temps réel de la signalisation calcique de cellules isolées ou formant des synapses 

immunologiques à l’échelle de la cellule unique, et ce, pour des populations même 

faiblement représentées et de tailles différentes. Cette méthode permet de déchiffrer les 

mécanismes de formation de la synapse immunologique entre les cellules tumorales et les 

différents types de cellules immunitaires qui jouent un rôle important dans l’élimination des 

cellules tumorales.  

De plus, malgré l'hétérogénéité des interactions entre les cellules immunitaires et 

cancéreuses causée par leurs propriétés spécifiques, notre méthode permet des études 

fonctionnelles détaillées au niveau de la synapse immunologique, reflétant la diversité des 

comportements des cellules immunitaires et des cellules malignes. Le suivi détaillé des 

interactions au niveau d'une seule paire de cellules pourrait permettre de découvrir des 

mécanismes clés pour améliorer l'efficacité de diverses stratégies immunothérapeutiques.  
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Analyzing cell–cell interaction is essential to investigate how immune cells function. Elegant designs have

been demonstrated to study lymphocytes and their interaction partners. However, these devices have been

targeting cells of similar dimensions. T lymphocytes are smaller, more deformable, and more sensitive to

pressure than many cells. This work aims to fill the gap of a method for pairing cells with different

dimensions. The developed method uses hydrodynamic flow focusing in the z-direction for on-site

modulation of effective channel height to capture smaller cells as single cells. Due to immune cells'

sensitivity to pressure, the proposed method provides a stable system without any change in flow

conditions at the analysis area throughout experiments. Paired live cells have their activities analyzed with

calcium imaging at the immunological synapse formed under a controlled environment. The method is

demonstrated with primary human T lymphocytes, acute myeloid leukemia (AML) cell lines, and primary

AML blasts.

Introduction

Cell–cell interaction is crucial in the development and

function of multicellular organisms. Beyond maintaining

tissue homeostasis, understanding how these interactions

work provides insightful information on different

pathological contexts such as cancers,1 genetic diseases,2

immunological responses,3 and bacterial infections.4 They

play an essential role in cell behavior and affect how cells

migrate, proliferate, and differentiate.5

Regarding immunological responses, these interactions

during the formation of immunological synapses (IS) between

immune cells and their partners or target cells could dictate

cell fate diversity and, therefore, regulation of immune

functions.3,6 In cancer, innate and adaptive immune

responses strongly cooperate in fighting against malignant

cells. Among the adaptive immune system, cytotoxic T cells

expressing cell-surface CD8 (cluster of differentiation 8) are

the most potent effectors in the anticancer immune response

and form the backbone of current successful cancer

immunotherapies.7 Nonetheless, dysfunctional immune

responses of the T lymphocytes could lead to cancer

progression.8 Investigating the bi-directional cell–cell

interactions between T lymphocytes and cancer cells would

reveal underlying mechanisms of the (i) resistance of cancer

cells and (ii) the dysfunctions of T lymphocyte activities

against the malignant cells. Heterogeneity of both cancer

cells and immune effectors and their interactions is a

hallmark of malignant diseases. In hematological

malignancies, as in acute myeloid leukemia (AML), the

immune biology is even more complex to study because

leukemia cells share some immunological characteristics of

their normal hematopoietic progenitor counterpart, and

interaction may occur in various environments like the bone

marrow niche or circulating blood.9 Thus, AML is a perfect

model to highlight the importance of IS studies. The fine and

dynamic monitoring of events (e.g., calcium mobilization)

during IS formation highlights key mechanisms ruling cell

fate. IS formation will result in events starting from the

initial contact between T lymphocytes and leukemic cells and

extending over several hours. While these events include
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calcium responses in both cell types, monitoring these

responses remains challenging, especially when dealing with

primary cells obtained from patients. Indeed, these cells are

difficult to obtain in great quantity without adding an extra

burden on the patients. Moreover, the heterogeneity of the T

lymphocytes and leukemic cells with resistive properties,

depending on the stage of the disease, demands IS analysis

at a single pair level to characterize IS signatures. Also,

analyzing specific conditions requires certain subpopulations

of T lymphocytes and leukemic cells, which uses a limited

number of cells from patients for analysis, thus limiting the

use of conventional observation methods such as flow

cytometry.

Conventional methods such as bulk coculture systems10

and poly-L-lysine-coated coverslips11 show significant

limitations. These systems have no control over forming cell

pairs.12 Low efficiency in pairing is inevitable, and single-cell

pairing is only possible by chance. Such systems can provide

information at the population level but will miss crucial

single-cell responses to monitor the heterogeneity among

cells.13 Precise information on the nature of the contact, e.g.,

duration and cells forming the contact, is essential to analyze

the cellular response. In addition, observing the response

under different experimental conditions, e.g., absence or

presence of specific ions or molecules, provides valuable

information to characterize the interaction at an IS. It is clear

that conventional methods are inadequate for a detailed

analysis of the immune response between two cells in

contact, and alternative techniques providing high control on

cell pairing are required.

Microtechnologies, e.g., micro-wells14–16 and droplet-based

systems,17–19 attempted to overcome some of the limitations

the conventional methods. Although these approaches

improved performance over the conventional ones, they still

have significant limitations on the spatial and temporal

control over the contact, making sensitive analysis of early

events unfeasible. The resulting low-throughput format leads

to low spatiotemporal resolution.20 Another impractical point

is the lack of control over the environmental conditions,

which restricts multi-step assays, e.g., staining, washing, and

drug testing. On the other hand, microfluidic systems

provide practical solutions to major limitations. Due to the

better handling capabilities, physical traps define precise

positions of cell pairs,21 and controlling the flow in a

microfluidic channel brings pairs in contact within a given

time interval. Paired cells are monitored in a controlled

environment by exchanging the solution in the channel.

Elegant designs exhibit high efficiency in forming pairs of

single cells by (i) applying a bi-directional flow to fill

surrogate capture sites prior to the pairing step22,23 or (ii)

inducing a lower flow rate for cells positioned at the narrow

entrance of a trap before captured inside with a higher flow

rate.24 A dense trap geometry allows a massive number of

pairs to be formed in parallel without compromising single-

pair monitoring. However, despite all demonstrated

functionalities, these techniques still exhibit a critical

limitation on the dimensions of the cells to pair. When

physical traps are used, efficient pairing performance is

available only for cells with similar dimensions. As a critical

part of IS, T lymphocytes are significantly smaller than many

other cells, e.g., one-third of the size of stem cells.23 Cells

with significant size differences can cause pairs formed with

multiple cells. Developing the channel and trap design for

the larger cell can capture smaller cells, e.g., T lymphocytes,

in doublets or triplets due to the height of the channel and

traps. As a result, an alternative method, which is practical

and efficient enough to work with patient samples, is needed

to pair single cells of different dimensions.

Here, we develop a method to pair non-adherent cells

having different dimensions without compromising the

benefits of microfluidics. We specially designed physical

traps to bring different types of cells in contact. Trap

positions provide the exact locations of pairs formed in a

given time. Continuous monitoring allows real-time

measurements of the early and late events in a controlled

environment. Cell pairing of different sizes is based on on-

site channel height modulation and a 3D trap design

capturing smaller cells only at the channel bottom so that

the higher part of the channel is designed for capturing

larger cells. The on-site channel height modulation ensures

that small cells stay at the bottom of the channel through

hydrodynamic flow focusing in the z-direction. The method

is suitable for analyzing patient samples due to the simple

unidirectional flow protocol reducing required steps after

sample insertion and minimizing possible cross-

contamination. To validate our method, we used primary

human T lymphocytes from healthy donors and formed IS

with two cell types, KG1 and primary human blasts obtained

from acute myeloid leukemia (AML) patients, while

monitoring Ca2+ responses in T lymphocytes.

Experimental

Fabrication

The microfluidic device is a PDMS slab with embedded

channels bonded on a glass coverslip. The PDMS slab is

fabricated in two steps: fabrication of the mold by SU8

photolithography and PDMS molding on the fabricated

structures.

The mold had three SU8 layers deposited and patterned

on a silicon wafer. The first layer having 1.5–2.5 μm of

thickness was created to pattern supporting pillars. SU8 2002

was spin-coated at 3500 rpm for 30 s on a 3 inch wafer and

exposed with a maskless lithography system (100 mJ cm−2

with a 375 nm laser, Heidelberg MLA-150) after a soft bake of

2 minutes at 95 °C. The wafer was then post-baked for 2

minutes at 95 °C. The second layer, SU8 2005, was spun at

600 rpm for 30 s to have 4–6 μm of height for capturing small

cells. After a soft bake of 1 minute at 65 °C followed by 2

minutes at 95 °C, the photoresist was patterned (120 mJ

cm−2). The exposed wafer was baked for 1 minute at 65 °C

followed by 2 minutes at 95 °C. The last layer was 12–14 μm
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of height. SU8 3010 photoresist was spun at 3000 rpm for 30

s, baked for 1 minute at 65 °C followed by 10 minutes at 95

°C, and exposed to UV light of 220 mJ cm−2. Following the

third layer exposure, the wafer was post-baked at 1 minute at

65 °C followed by 5 minutes at 95 °C, developed in a SU8

developer solution and hard-baked at 150 °C for 15 minutes.

As the last step, a thin layer of Teflon was deposited with an

RIE machine (100 W, C4F8, 30 mTorr, 30 s, Oxford

PlasmaPro80) for easy molding of the PDMS slab.

PDMS, having a 10 : 1 ratio for base elastomer : curing

agent, was poured on the silicon wafer with SU8 structures

after adequate mixing and degassing. The thickness of the

PDMS slab was around 1 mm to keep the inlet reservoirs at a

reasonable volume for rapid injection of the cell suspensions

and other required solutions. The device was cured at 70 °C

for 5 hours. The solidified PDMS was then peeled off, and

individual devices were cut into proper dimensions. The

inlets and the outlet were created using biopsy punchers (1.5

mm diameter for primary inlets and 0.5 mm diameter for the

auxiliary inlet and the outlet to connect to pumps). The

bottom surface of the PDMS slab was activated with a plasma

cleaner (Harrick, Hi-level, 5 minutes), bonded to a glass

coverslip (0.17 mm thickness), and baked at 90 °C for 30

minutes. The top surface of the device was covered with tape

during the plasma exposure to protect the hydrophobic

surface properties.

Setup and protocol

Experiments were performed on an inverted microscope stage

(Nikon Eclipse Ti2-E) in a controlled environment (i.e., 37

°C). A confocal microscope (ZEISS LSM 880) was used for

monitoring side views of cell pairs. The microfluidic device

was connected to a pressure pump (Fluigent, LineUp™

Push–Pull) with two control units. One of the controllers was

connected to the outlet and the other to the auxiliary inlet.

Each controller had a dedicated flow sensor (Fluigent, FLU-

M-D), allowing precise control of the flow rates of the

injected and withdrawn liquid.

Prior to experiments, the microfluidic device surface was

treated to avoid non-specific attachments by injecting 50 mg

ml−1 pluronic (F-127) solution from the outlet using a syringe

pump (Kd Scientific) with an initial flow rate of 25 μl min−1

for 3 min, followed by 5 μl min−1 for 7 min. Then, the device

was washed with deionized (DI) water. Water was inserted via

the primary inlets while the outlet pump was working in the

withdraw mode at 25 μl min−1 for 5 min. Finally, the device

channels were filled with culture medium injected via

primary inlets while being withdrawn at 25 μl min−1 for 5

min. The washing step with water was essential to prevent

aggregate/crystal formation when pluronic solution and

media were mixed. While performing this surface treatment

step, we used a surrogate PDMS layer (thin layer with 1.2 mm

diameter openings) aligned with the primary inlets to keep

the hydrophobic surface properties of the device's top

surface. This step was crucial for efficient sample solution

injection at the inlets during the experiments by preventing

spread on the surface. After the surface treatment step, the

device was placed on the microscope stage, proper

microfluidic connections were made, and injection inlets

were sealed with separate thin PDMS pieces.

The first step of the experiments was to capture cell type 1

(smaller cells), i.e., T lymphocytes. After removing the seal over

primary inlet 1, 5 μl T lymphocyte suspension was dropped at the

inlet 1 while the outlet flow was set to −2 μl min−1 and the

auxiliary inlet flow to 1 μl min−1. Depending on the patient

sample conditions, the flow rates were decreased to −1 μl min−1

and 0.5 μl min−1, respectively when cells were smaller or softer.

The auxiliary inlet pushed T lymphocytes down to the channel

bottom and provided single-cell capturing at the specifically

designed trap layer, i.e., layer 1. After 5 minutes of flow, we

increased the auxiliary inlet flow to 2.5 μl min−1 to prevent cell

arrival at the trapping area and clean the channel without

changing the flow conditions on the trapped cells. Then, the seal

of primary inlet 2 was removed, and the primary inlet 1 was

sealed. Similar to the first step, 5 μl of cell type 2 (KG1 cell lines)

were dropped on inlet 2, and the auxiliary inlet was turned OFF

due to the larger size of these cells. As the row and column

spacing were designed according to cell type 2, these cells showed

higher efficiency in capturing. Over 80% of the cells were paired

after 3 minutes of flow. For long monitoring sessions, the

auxiliary inlet can be turned ON (2.5 μl min−1) to seal the

trapping area, or the flow can continue in the case of patient

samples as such cases might not have the expected concentration

levels. The trapping area was monitored with Ca2+ imaging

protocol using the Fura 2 ratiometric calcium dye throughout the

experiment. If post-pairing actions were required, the seal of

primary inlet 3 was removed, and primary inlet 2 was sealed

while the auxiliary flow was at 2.5 μl min−1. Paired cells could be

exposed to any drugs or other solutions injected via primary inlet

3 after stopping the auxiliary flow. A demonstration was

performed to stain the cytoskeleton after pairing.

Finite element fluidic modeling

The finite element method (FEM) was used to model and

optimize the device. The microchannel geometry was drawn

on COMSOL Multiphysics v.5.5 platform. The geometry used

for the simulations was identical to the actual device. The

user-defined proper meshing was optimized to reduce the

simulation error and minimize the simulation time. Coarse

or extremely coarse meshing introduces error in the results,

while extremely fine meshing takes long simulation time and

memory. The geometry-dependent selective meshing

(position dependent) helps to improve the result in a time-

efficient manner. The fluid velocity fields were simulated

using the Navier–Stokes equation for an incompressible

Newtonian fluid,

ρ
∂v

∂t
þ v·∇ð Þv

! "

¼ −∇pþ μ∇
2v (1)
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∇·v = 0 (2)

where v is the velocity (m s−1), p is the is pressure (Pa), ρ is

the density (kg m−3), μ is the viscosity (kg m−1 s−1), and t is

the time (s). The device wall boundaries had no-slip

conditions, and all the velocity conditions followed the

experimental protocols.

Channel height modulation was verified using the

transport of the dilute species module and the Laminar flow

module for the fluid velocity profile simulation. Primary inlet

and auxiliary inlet solutions were simulated as fluids

containing different concentrations. The parametric sweep

study condition was chosen for auxiliary and outlet to alter

the flow condition, thus different flow ratio (r) as in Table 1.

The species concentration was monitored inside the

microfluidic channel using convection–diffusion equation,

∂c

∂t
¼ D∇

2
c − u·∇c (3)

where c is the concentration (mol m−3) and D is the diffusion

coefficient (m2 s−1). The auxiliary inlet and the primary inlet

fluid concentrations were set to 0 and 1 mol m−3. The

diffusion concentration was chosen as 10−9 m2 s−1. Water was

the working fluid for all the simulations.

Cell culture and preparations

KG1 acute myeloid leukemia cell line was purchased from

ATCC® (CCL-246™). This cell line was cultured at 37 °C

in a humidified atmosphere with 5% CO2 in RPMI 1640

medium (Gibco) supplemented with 1% penicillin

streptomycin antibiotic cocktail (Gibco) and 10% of fetal

bovine serum (FBS) (Gibco). Healthy T lymphocytes and AML

blasts were obtained from peripheral blood samples prepared

by the French National Blood transfusion service (France)

and Lille Hospital, respectively. PBMC were separated by

Ficoll–Hypaque density gradient centrifugation, and CD8+ T

cells were negatively selected using the EasySep Human CD8+

T Cell Isolation Kit and magnetic separation columns (Stem

Cell Technology). AML blasts were isolated from peripheral

blood after Ficoll separation and after lymphocyte depletion

using immunomagnetic negative selection (CD3 for T-, and

CD20 for B-lymphocytes). For microfluidic assays, samples

were treated with DNase (50 U ml−1) to prevent long DNA

segments from sticking in the device. Before injecting into

the device, the cells were filtered through nylon mesh with 30

μm pore size (MACS® SmartStrainers) to eliminate any

remaining aggregates. Cells were stained with membrane

dyes DiI and DiO (Life Technologies) for pairing efficiency

experiments following the manufacturer's instructions. The

local ethics committee approved all studies, and all healthy

and leukemia suffering patients signed an informed consent

(EFS, CHRU de Lille, Tumorothèque du C2RC, approval

numbers CSTMT079 and PLER/2021/005).

Cell stimulation protocols

Ionomycin stimulation was performed by perfusing

ionomycin (Invivogen) at 10 μM final concentration.

Antibody stimulations were performed by pairing CD8+ T

cells with anti-CD3/CD28-coated microbeads (Thermofischer

Scientific). For SOC channels activity experiments,

thapsigargin (focus biomolecules) was added at 2 μM final

concentration, and then a 2 mM Ca2+ solution was

subsequently injected 6 minutes later. Calcium channel

inhibitors Synta66 (Sigma Aldrich) and BTP2 (Abcam) were

added at a final concentration of 10 μM to assess the

implication of SOC calcium channels in the thapsigargin-

induced calcium entry.

For the cell pairing experiments, first, allogenic healthy

CD8+ T lymphocytes were activated by anti-CD3/CD28 beads

at a 1 : 1 ratio for 3 days and cultured 7 days with 30 U ml−1

of human recombinant IL-2. Activated allogenic healthy CD8+

T lymphocytes were subsequently pulsed with or without 1 μg

ml−1 of a cocktail of superantigens (SEA and Tsst-1; Sigma-

Aldrich) for 30 min at 37 °C and AML blast cell was stained

with membrane dye DiI (Thermo Fischer Scientific) before

cell–cell pairing experiments.

Calcium imaging

Ratiometric dye Fura-2/AM (Interchim) was used as a Ca2+

indicator. Cells were loaded in serum-free RPMI 1640 (phenol

red-free; Gibco) at 37 °C and 5% CO2 for 45 min. Cells were

washed in RPMI 1640 by centrifugation and then

resuspended in an extracellular solution containing (in mM):

140 NaCl, 5KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10 glucose, 10 Hepes (pH

7.4 adjusted with NaOH). A similar solution devoid of

calcium (0 Ca2+) was used during the imaging experiments,

as indicated in the text and figures. All experiments were

conducted at 37 °C in microfluidic devices installed on a

microscope stage (Nikon Eclipse Ti2-E). Every 10 seconds,

fluorescence was alternatively excited at 340 and 380 nm with

an Optoscan monochromator (Roper Scientific) and captured

at 510 nm by a CMOS camera (photometrics). Acquisition

and analysis were performed with the MetaFluor software

(Molecular Devices Corp.).

On-chip actin staining and imaging

Actin filament staining was performed on the chip by

adapting the manufacturer's protocols. After washing with

PBS, cell pairs were fixed in 10% neutral buffered formalin

Table 1 Flow conditions for the channel height modulation simulation

Auxiliary flow Outlet flow Flow ratio (r)

(μl min−1) (μl min−1) (Auxiliary : outlet)

0 2 0
0.5 2 0.25
1 2 0.5
1.5 2 0.75
2 2 1
2.5 2 1.25
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for 10 min, rewashed with PBS, and then permeabilized with

0.1% Triton X-100 for an additional 10 min. Cells were

rewashed with PBS before adding phalloidin-488 dye solution

for actin filaments staining. Cells were imaged at

corresponding wavelengths with an inverted fluorescence

microscope.

Results and discussion
Device design and optimization

Microfluidic systems provide practical solutions to investigate

early signaling events of heterogeneous cell–cell interaction

of single-cell pairs. These solutions allow analysis in a

Fig. 1 Overall view of the proposed method. a) The device has three areas: inlet area for cells/drugs injection and channel height modulation,

trapping area for cell pairing and activity monitoring, and outlet area for flow control. A multi-layer PDMS device captures T lymphocytes (layer 1)

and leukemic cells (layer 2) at the pairing sites. First, T lymphocytes are injected via primary inlet 1 and captured using auxiliary and outlet flows at

the trap site. Then, primary inlet 2 is turned ON (others OFF), allowing layer 2 walls to guide leukemic cells to form pairs as demonstrated

schematically. b) A side view of the device schematics demonstrates three layers: layer 0 for helping T lymphocytes capture at layer 1, and layer 2

walls directing leukemic cells to a pairing site. c) Brightfield image (left) and SEM images (right) show the trapping area and a close-up view of a

trap with two layers on the PDMS device. d) The auxiliary inlet provides three flow conditions: (i) for channel height modulation, auxiliary flow is

lower than the outlet flow allowing single-cell capturing of smaller cells. (ii) For separating the trapping area from the inlet area, auxiliary flow is

set to a value higher than the outlet flow. This condition is used when changing the inlet in use. (iii) For allowing larger-cell capturing, the auxiliary

flow is set to zero. The outlet flow, and thus, the flow condition in the trapping area, is set to a constant value throughout the experiments to

minimize the mechanical stimulation of cells.
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controlled environment with remarkable spatial and

temporal controls. The critical requirement for such practical

solutions is having complete control over the cell handling

process. Cells must be positioned at predefined locations,

and pairs must be formed within a limited time. These steps

must be observed in real-time to measure cellular activity,

e.g., monitoring intracellular Ca2+ concentrations using

ratiometric dyes with fluorescence microscopy. Therefore, the

proposed design uses specially designed physical traps on a

glass coverslip to pair cells while monitoring fluorescence

throughout an experiment.

The microfluidic device is a fabricated PDMS slab placed

on a coverslip. The device has three parts (Fig. 1a): an inlet

area, an outlet area, and a trapping area. Inlet and outlet

areas are used for cell handling by injecting a cell suspension

in the channel and controlling the flow. The trapping area is

crucial because both cell pairing and the activity

measurements are performed in this area.

The inlet area has three primary inlets for cells or drugs

injection and an auxiliary inlet for on-site channel height

modulation. Two primary inlets are assigned to the two types

of cells to pair. The remaining primary inlet is required when

post-pairing actions are taken, e.g., setting specific

environmental conditions, staining, and drug insertion.

These inlets are not connected to any pumps and allow direct

injection of solutions into the channel to improve the

practicality and provide rapid responses. The inlets are sealed

to prevent cross-contamination and opened only during

sample insertion (Fig. S1†). The auxiliary inlet is connected

to a pressure pump with precise control of the induced flow.

The sub-channels of primary inlets merge into the main

channel before reaching the auxiliary inlet. An essential

element of the inlet area is the filter site. Each cell-injection

primary inlet has a cell-size specific filter area before the

main channel (Fig. 1a and S2†). This filter prevents cell or

debris aggregates from reaching the trapping area and

clogging the channel.

The outlet area connects the main channel to a pressure

pump to control the flow. The pump is first used to fill the

channel prior to the experiments. After surface treatment, the

channel is filled with a buffer solution (or media) until all air

bubbles are removed from the channel using the “injection”

mode (positive pressure). The second use of the pump is to

control the flow in the “withdrawn” mode (negative pressure)

to provide a unidirectional flow. Flow sensors connected to

pumps provide precise monitoring and control of the

constant unidirectional flow applied throughout the

experiment.

The trapping area is the most critical part of the device,

where cells are paired and monitored for analysis. An array of

3D traps is fabricated in the PDMS structure with dedicated

layers for each cell type. There exist three layers (Fig. 1b). The

first one (layer 0) at the bottom has a 2 μm height without

any structures except for several columns maintaining

structural integrity. The next layer (layer 1) captures cell type

1 (smaller cells) during the unidirectional flow from the

primary inlet 1 to the outlet. Layer 1 structure starts from 2

μm until 8 μm above the bottom surface for capturing T

lymphocytes. Traps are formed of two parts on each side of a

narrow opening (Fig. 1b and c) to provide a flow path for cell

capture. A second cell following the first one is forced to take

another flow path as the narrow opening was blocked

(demonstrated with velocity profile simulations; Fig. S3†).

The channel height modulation is critical for cell type 1

(smaller cells) to be kept at the bottom surface for avoiding

multiple cells captured on top of each other because the

height of the trap can accommodate multiple cells (Fig. 1d).

The last layer (layer 2) is designed as a wall from 8 μm height

to 20 μm height to affect only cell type 2 (larger cells)

(Fig. 1d). The wall is designed to have an angle (45°) with the

initial flow direction to direct larger cells specifically to the

pairing positions (Fig. 1a and S4†). The angle is reversed for

the later part of the assay to improve the capture rate, which

results in a >shaped array (Fig. S4†). Due to its small size,

cell type 1 is not affected by layer 2 and can move under the

wall structures, while the auxiliary flow is used for height

modulation. The formed pair has a contact plane

perpendicular to the visualization plane, allowing

fluorescence imaging of each cell.

The trapping array is formed with specific spacing

between each row and column. The array must be designed

according to the size of larger cells, i.e., cell type 2, to prevent

clogging. As a trade-off, the capturing efficiency of the

smaller cells, i.e., cell type 1, decreases due to trap-site

density being scarce for the size of cell type 1. Experimental

evaluation showed that an optimum row spacing corresponds

to ∼2 times and the column spacing to ∼1.4 times the cell

diameter (cell type 2) (Fig. S5†). In the demonstrations, we

used primary human CD8+ T lymphocytes (5–8 μm in

diameter) and KG1 AML cell line (12–18 μm in diameter).

Thus, the row and column spacings were chosen as 30 μm

and 20 μm, respectively.

On-site channel height modulation

On-site channel height modulation is essential for providing

pairs of single cells from each cell type. As the device must

be designed with a height suitable for the larger cells (cell

type 2) to avoid clogging, active on-site control is needed for

adjusting the channel height for smaller cells (cell type 1) to

sustain single-cell pairing without compromising practicality.

We integrate the auxiliary-inlet 3D hydrodynamic focusing

flow25 with the outlet cell handling flow when channel height

is modulated. Positioned between primary inlets and the

trapping area, the flow introduced at the auxiliary inlet forms

a laminar flow pushing the injected type 1 cells (via inlet 1)

to the bottom surface for trapping at the capture sites

(Fig. 1d-i). This effective channel height can be modulated by

collective control of the auxiliary inlet and outlet flow (Fig. 2a

and S6†).

The relation between the auxiliary inlet flow and the outlet

flow plays a critical role in single-cell capturing for cell type 1
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(smaller cells). We demonstrated the effect of on-site channel

height modulation with primary human CD8+ T lymphocytes

from healthy donors. When we did not use any auxiliary flow,

only ∼30% of the trap sites were occupied with single T

lymphocytes. The vast majority of the traps (∼70%) had

multiple cells because the channel was too high for these

small cells to capture as single cells. While keeping the outlet

flow constant, increasing the auxiliary flow rate improved the

single-cell capturing percentage. The auxiliary flow being half

of the outlet flow (flow ratio, r = 0.5) provided the optimum

condition with a single cell trapping rate being >80% and a

multiple-cell trapping rate being ∼10%. Further increase in

the auxiliary flow decreased the effective channel height

preventing T lymphocytes from reaching the trapping area,

resulting in fewer single-cells captured and increased empty

traps (reaching ∼90% for r = 1). Therefore, for the given

channel configuration, T lymphocyte experiments used half

of the (withdrawn) outlet flow as the (injected) auxiliary flow

(Fig. 2b).

Besides the single-cell capturing capability, the auxiliary

flow could practically separate the trapping area from the

inlet area. This separation helped stability when switching

from using one primary inlet to another. Among three

primary inlets, we used only one of them at once to provide

practicality and prevent cross-contamination between inlet

channels. Therefore, we sealed injection inlets with PDMS

pieces when they were not used. Physically opening and

sealing the primary inlets caused pressure fluctuations which

could remove the captured cells from the traps. The auxiliary

flow prevented any pressure fluctuation at the inlet area

affecting the trapping area and separated them by making

effective channel height zero (auxiliary inlet flow ≥ outlet

flow, i.e., r ≥ 1, Fig. 1d-ii and S6†). As the outlet flow, and

thus, the flow at the trapping area did not change, the

captured cell condition stayed constant throughout the

experiment.

Single-cell capturing

Cell pairing was performed between two cell types which

required independent single-cell capturing of two different

cell types at specific positions. Small type 1 cells were

captured using the outlet and auxiliary flows, while type 2

cells were captured only with the outlet flow (Fig. 1d).

Single-cell capturing of the smaller cells was demonstrated

with primary human CD8+ T lymphocytes obtained from

healthy donors. T lymphocytes with a concentration of

150 000 cells ml−1 were injected into a fabricated device. The

effect of the channel height modulation on single-cell

capturing was investigated by comparing different pump

configurations. An outlet flow rate of 2 μl min−1 was applied on

the microfluidic device using a syringe pump (Kd Scientific)

and a pressure pump (Fluigent, LineUp™ Push–Pull). These

conditions were compared with a combined auxiliary and

outlet flow case with 1 μl min−1 auxiliary and 2 μl min−1

outlet flow rates (flow ratio, r = 0.5 for auxiliary : outlet flows

to stay in the optimum range). The results showed a clear

improvement over the no auxiliary conditions after a 5

minute flow (Fig. 3a). Both syringe and pressure pumps

showed similar results: only ∼25% of the traps were occupied

with single cells, and double, triple, and quadruple

occupations were all >20%. The auxiliary flow use improved

the single-cell occupancy rate above 80%. Multiple-cell

occupancy rates were <10%, where most of the multiple- cell

occupancies were because of the arrival of cell aggregates

rather than multiple single-cells being captured separately.

Fig. 2 Single-cell capturing requires optimized flow conditions. a) Simulations show that solutions injected at the primary inlets can (i) cover all

the trapping area (r = 0), (ii) flow only at a limited height above the surface (0 < r < 1), or (iii) be blocked at the auxiliary inlet (r = 1) by selecting

auxiliary and outlet flows appropriately. b) Low auxiliary flow condition (r = ∼0) results in multiple T lymphocytes being captured in a single trap.

On the other hand, high auxiliary flow (r = ∼1) prevents cells from moving to the trapping area and causes the vast majority of the trap sites to

stay unoccupied. The auxiliary flow being around half of the outlet flow (r = ∼0.5) is optimum, resulting in >80% of the trap sites being filled with

single T lymphocytes.
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Essential parameters to obtain optimum capturing

performance were the auxiliary and outlet flow rates. We used

the optimum flow rate ratio, i.e., 0.5, to test different flow

conditions. Higher flow rates brought more cells and, thus,

filled the trap sites in a shorter time. However, on the one

hand, high flow rates provided higher drag forces on the cells

that could cause cells to be compressed at the flow layer (the

2 μm layer at the bottom of the channel) and to slip away.

We prefer minimizing mechanical stimulations as the

pressure can activate signaling pathways and ion channels.

On the other hand, lower flow rates did not exhibit notable

mechanical effects but took longer to fill the trap sites.

Injecting T lymphocytes (150 000 cells ml−1) in the device with

flow rates of 4 μl min−1 auxiliary and 8 μl min−1 outlet flows

filled 80% of the traps with single cells in 2 minutes while

flow rates of 0.5 μl min−1 auxiliary and 1 μl min−1 outlet flows

took 10 minutes to reach >80% occupancy for single cells.

We considered 5 minutes acceptable for >80% single-cell

occupancy and chose 1 μl min−1 auxiliary and 2 μl min−1

outlet flows (Fig. 3b). However, when handling primary

human CD8+ T lymphocytes from AML patients (not shown

here) we observed a higher variation of the cells' size (and

possibly stiffness). We had to use lower flow rates for some

experiments to prevent cells from slipping away from the

capture site.

Similar experiments were performed to capture larger

cells, i.e., single KG1 cells, using only the outlet flow.

Although an 80% single-cell capture rate was achieved in 2

minutes with 4 μl min−1 outlet flow, we decided to use 2 μl

min−1 outlet flow to keep the same flow rate throughout the

experiments while minimizing the potential mechanical

stimulation of cells. According to the results, an 80% single-

cell capture rate is achieved in 3 minutes of outlet flow

(Fig. 3c).

The size difference between the two types of cells resulted

in a decrease in the capturing efficiency of T lymphocytes.

The row and column spacings were decided according to the

KG1 cells to avoid clogging. Their diameters were 1.5–3 times

larger than T lymphocytes. Consequently, there were large

gaps between the T lymphocyte capture sites. We considered

>80% of a single-cell trap occupancy as a sufficient level. The

experimental results showed that around 30% of the T

lymphocytes injected in the channel could be captured to

reach this occupancy level in 5 minutes of combined

auxiliary/outlet flow (Fig. S7a†). In contrast, >50% of the

injected KG1 cells were captured in 3 minutes of outlet flow

to reach >80% of a single-cell trap occupancy (Fig. S7b†).

Single-cell analysis: SOC monitoring

The previous sections demonstrated the single-cell capturing

performance of the proposed method. A crucial step is to

validate the functionality of the captured cells before

applying for cell–cell interactions at an IS. We took this

opportunity to perform a single-cell analysis of early signaling

and functional responses of non-adherent cells. We

performed experiments using cells loaded with the

ratiometric Fura 2 calcium dye to validate cell viability and

drug responsiveness. Cells were captured in our device while

monitoring over time calcium concentrations [Ca2+]i in the

cytoplasm with a dedicated calcium imaging rig. We used

Fig. 3 Single-cell capturing requires optimized flow conditions. a)

Using auxiliary flow improves the capture of a single T lymphocyte

drastically. b) Keeping the auxiliary to outlet flow ratio at 0.5, different

flow rates show different trap occupancy characteristics. Obtaining

80% single-cell occupancy in 5 minutes is chosen as an acceptable

condition (1 μl min−1 auxiliary and 2 μl min−1 outlet flow) to keep

mechanical stimulation at low levels. c) KG1 cells are captured with

only the outlet flow. Over 80% single-cell occupancy was achieved in

3 minutes with the same outlet flow (2 μl ml−1) due to the trap array

design being better suited for the size of KG1 cells than T lymphocytes.
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two representative cell types: primary human CD8+ T

lymphocytes isolated from healthy donors and the KG1 AML

cell line as proof of principle.

The calcium response of CD8+ T-lymphocytes was

monitored at 37 °C after being captured in the device

(Fig. 4a). We first used the calcium ionophore ionomycin as a

positive control to determine whether captured cell remained

alive. The application of 2 μM ionomycin in the presence of 2

mM calcium in the extracellular solution elicited a rapid

increase in [Ca2+]i expressed here as a ratio of fluorescence

(F340/F380). This experiment showed that (i) cells remained

viable in the device, and (ii) the extracellular solution around

the cells could be exchanged within seconds.

We then evaluated cells' capacity to respond to a

commonly used drug, namely thapsigargin, to further

validate the potential application of our device to

pharmacological studies. Thapsigargin is an inhibitor of

SERCA (sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase)

pumps. Application of this drug induces a calcium release

from the endoplasmic reticulum (ER), leading to the

activation of store-operated calcium (SOC) channels in the

plasma membrane and the resulting capacitative calcium

entry. SOCs represent the main calcium entry pathway in

non-excitable cells, and their activation and roles are well

documented in T cells and leukemia cells.26,27 We thus

decided to use SOC channels as a readout for our device's

practical applications to biological studies. Application of 2

μM thapsigargin at t = 3.5 min elicited a transient increase in

[Ca2+]i corresponding to the ER calcium stores release

(Fig. 4b and c). Subsequent application of 2 mM extracellular

calcium at t = 10 min allowed us to determine SOC activity in

both cell types. SOC activity resulted in a calcium entry into

the cells, leading to an increase in [Ca2+]i visualized through

an increase in the fluorescence ratio of the calcium dye Fura

2. Experiments were repeated in the presence of 10 μM BTP2

or 10 μM Synta66 (added with thapsigargin at t = 3.5 min),

two well-known inhibitors of SOC channels, to further

validate our ability to apply pharmacological modulators in

our device. The perfusion of T lymphocytes and KG1 cells in

separate devices with both compounds led to the expected

inhibition of SOC activity. Indeed, in the presence of BTP2

and Synta66, extracellular calcium application only resulted

in a slight increase in [Ca2+]i as shown by the reduced

fluorescence variations compared to respective control

conditions (Fig. 4b and c). Overall, these experiments show

that this new device is compatible with biological systems

studies.

Cell pairing and cellular activity monitoring

Investigating an immunological synapse requires a controlled

cell pairing process between two cells, e.g., T lymphocytes

and leukemic cells. We used primary human CD8+ T

lymphocytes and KG1 AML cell lines for cell pairing

demonstrations. As explained in the methods section, we first

injected T lymphocytes via primary inlet 1 and captured them

at the trapping area in the presence of an auxiliary flow.

Then, the active primary inlet was changed from 1 to 2 while

the auxiliary flow was separating the inlet area from the

trapping area. KG1 cells were injected via inlet 2 and

captured after stopping the auxiliary flow. The outlet flow

was kept constant throughout the experiment to minimize

mechanical stimulation of the cells. We considered >80%

single-cell occupancy acceptable for both T lymphocytes and

Fig. 4 Calcium response of CD8+ T-lymphocytes and KG1 cells. a)

Time course of T-lymphocytes calcium responses to the application of

the calcium ionophore ionomycin. b) Time courses of T-lymphocytes

responses to thapsigargin, either alone (control) or combined with

Synta66 or BTP2, two inhibitors of SOC channels. c) The same

experiment as (b), but with KG1 cells. n corresponds to the number of

analyzed cells.
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KG1 cells and performed cell pairing by operating the pump

with the chosen flow parameters. The results showed that

single T lymphocytes and single KG1 cells formed pairs at

∼70% of trap sites (Fig. 5a). An additional ∼10% of the sites

were single-to-doublet cell pairs. Most of these multi-cell

pairs (Fig. 5a and b) were formed by cells arriving in the

trapping area as aggregates rather than being captured as

two separate cells.

Cell–cell interaction studies benefit from observing late

events and the early ones. For monitoring late events, pairs

must stay at each trap site they were captured until the end

of the observation. We tested our protocol with two different

designs for a 4 hour observation period under constant outlet

flow at 37 °C. Slower flows, e.g., 0.02 μl min−1, resulted in

losing pairs (<15%) mainly due to Brownian motion

separating KG1 away, while faster flows resulted in losing

pairs mainly due to T lymphocytes being slipped away

through the narrow opening of the trap or the flow layer

(layer 0) at the bottom. The narrow opening design affected

the ratio of lost pairs. Continuous flow caused many pairs to

slip away in a straight narrow opening design (80% at 4 μl

min−1). Tilting the narrow opening at an angle of 45°

increased the fluidic resistivity and decreased the adverse

effects significantly. The lost pairs were only at ∼15% at 4 μl

min−1 outlet flow in an angled narrow opening device. For

long observation sessions, the optimum flow rate was

obtained as 0.3 μl min−1, at which rate only <3% of the pairs

were lost at the end of a 4 hour observation (Fig. S8†). The

number of lost pairs did not change after 0.5 hours, which

suggested that much longer observation was possible (Fig.

S8†).

The ability to monitor cell–cell interactions from initial

contact to an extended time opens a unique opportunity to

perform single-cell analysis of the resulting early signaling

and functional responses. We studied the early events that

occurred during an IS formation between an effector immune

cell with its target cell to validate the principle for our

device's practical applications. We monitored early activation

of the immune cell in real-time, reflected by the calcium

mobilization at 37 °C. Here, the IS was formed by the

interaction between one KG1 cell and one CD8+ T lymphocyte

cell. Using our device coupled to a calcium imaging rig, we

Fig. 5 Cell pairing and monitoring their activities. a) The proposed method formed pairs of single primary human T lymphocytes and single KG1

cells captured at 70% of the trap sites. b) (i) A view of paired T lymphocytes (green) and KG1 cells (red). Most of the multi-cell pairs were captured

as doublets. (ii) Imaging a pair with confocal microscopy. c) Ca2+ imaging experiments showing T cell activity following IS formation. Cell pairs

were formed at t = 1 min. d) An allogenic condition was obtained by pairing primary human CD8+ T lymphocytes from healthy donors and primary

AML blasts.
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monitored in real-time basal [Ca2+]i, and [Ca2+]i variations, a

rapid and sensitive readout of T cell receptor (TCR)

engagement following IS formation between superantigen

pulsed primary human CD8+ T lymphocytes and KG1. The

results showed the induced calcium responses in T

lymphocytes loaded with Fura2 calcium dye due to the pairs

formed between CD8+ T lymphocytes and KG1 (Fig. 5c and

S9a†). A similar unidirectional flow protocol was applied to

pair CD8+ T lymphocytes and primary human leukemic blasts

(Fig. 5d and S9b†). Positive control was performed by adding

ionomycin at the end of all experiments to check T cells

viability and responsiveness to stimuli (Fig. S9c†). Our results

proved that the proposed method enables real-time analysis

of cellular activities on pairs of single cells, even for size

differences reaching three times.

The third primary inlet allows the proposed method to

perform some post-pairing actions. After the formation of the

IS and the assay period, the auxiliary inlet separates the inlet

and the trapping areas without compromising the constant

flow conditions at the trap sites. In this condition, the second

primary inlet is sealed, and the third primary inlet is opened

to inject solutions into the channel. We demonstrated the

feasibility of our method to assay the early molecular events

during lymphocyte activation. As actin filaments are

reorganized during synapse formation, we stained them to

monitor whether they were polarized at the cell contact point.

We first fixed and then permeabilized the cells to perform

staining. As the last step, we injected phalloidin-488 to

finalize actin filaments fluorescent staining (Fig. S10†).

Discussion

The presented method provided pairs of non-adherent cells

having different sizes to investigate early and late cellular

activities at IS. Techniques such as droplet microfluidics

could potentially bring cells of different sizes nearby but still

cannot study early signaling dynamics and their correlation

to subsequent functional behaviors.24 Demonstrated

microfluidic channels show excellent performance in

investigating early signaling and high efficiency in forming

pairs of similar-sized cells.23 2D design changes on such

systems could capture cells with different dimensions.

However, when the smaller cell is as small as half of the

larger cell, multiple cell capturing is inevitable in the

z-direction. Therefore, we introduced a practical channel

height modulation to provide pairs formed by single cells

despite their size differences. Hydrodynamic flow focusing in

the z-direction allowed us to flow the smaller cells by the

bottom surface and capture them at the trap sites positioned

at that level. As discussed below, this flow, named auxiliary

flow, showed several other advantages.

Pairing cells of different sizes required a device designed

according to the larger cells. The channel height, trap

density, and trap position were decided accordingly. Although

we could overcome the channel height effect on smaller cells

with an auxiliary flow, the trap density and positioning could

not be designed according to the smaller cells. Consequently,

such cells showed a lower capturing rate and efficiency. The

overall capture efficiency can be improved by repeating the

>shaped trap sites. This paper demonstrated the method

with primary human samples after several sorting steps,

which resulted in a limited number of cells. Moreover, to

achieve sensitive Ca2+ imaging, we used relatively higher

magnification (20×), limiting our observation area. As a

result, we did not push higher efficiency rates but focused on

pairs of single cells.

Pressure can activate the signaling pathways of a cell. It

can also induce ATP release from the cells, activating SOC

channels of the same and surrounding cells.27 T cells are not

only sensitive to pressure28 but also smaller and more

deformable than many other cells, e.g., cardiac myocytes28

and stem cells.23 As we monitor TCR with Ca2+ imaging to

investigate cellular activities, stable and reliable protocols

minimizing the pressure fluctuations applied on cells are

crucial. A unidirectional flow format and single-step trapping

minimize the disturbance to the captured cells, unlike other

examples requiring bidirectional flows with consecutive two-

trap-site capturing23 or multi-step trapping through physical

constraints with different flow rates.24 Compressing cells

(reaching 50%) during capturing24 may lead to unexpected

cellular responses in addition to the ones due to

immunological responses. The auxiliary inlet completely

separates the inlet area from the trapping area without

changing the flow conditions in the latter. Therefore, the

auxiliary inlet flow and single-step cell capturing provide

constant flow conditions at trap sites throughout the

experiments minimizing potential external effects on cellular

activity during actions taken at the front end of the device.

The proposed three primary inlet geometry may seem

intricate; however, it minimizes washing steps and cross-

channel contamination as only one inlet works at a time.

When we increase the auxiliary flow rate above the outlet flow

rate (flow ratio, r > 1) right before changing from inlet 1 to

inlet 2, we induce a flow towards inlet 1 which cleans the

main channel. The new cells injected in inlet 2 flow along

the main channel without contamination from inlet 1. As a

result, the auxiliary flow separating the inlet and trapping

areas makes the system much more stable during the

injection of new cells or solutions in the channel by

preventing any flow fluctuation in the trapping area while

cleaning the main channel simultaneously.

Conclusions

Studies on cell–cell interactions attracted many researchers,

particularly cancer immunology, to develop cell pairing

devices to investigate early events. Although some designs

were demonstrated for analyzing pairs with similar-sized

cells, these devices show difficulties maintaining pairs of

single cells when the dimension of cells differs. We filled this

gap by introducing 3D hydrodynamic flow focusing on

changing the effective channel height while pairing cells with
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different dimensions. We used physical traps having different

geometries to capture different cell types. Ca2+ imaging was

performed in real-time to monitor early events at an

immunological synapse formed by paired cells at specific

trap sites. We demonstrated the method using primary

human T lymphocytes, KG1 AML cell lines, and primary AML

blasts. As T lymphocytes are sensitive to pressure, our

method provided minimal disturbance to the cells and pairs

by keeping the flow conditions at the trapping area constant

throughout the experiments, including both cell capturing

steps. The results showed that the proposed method could

pair primary human cells having different dimensions

forming an IS in a controlled environment.

To sum up, the proposed method leads to deciphering

mechanisms of IS formation between tumor cells and

different types of immune cells (e.g., T and natural killer),

which play a significant role in cancer immunology. In

addition, despite the heterogeneity of immune-cancer cells

interactions caused by their specific properties, our method

allows detailed functional studies at the IS level reflecting the

diversity of immune cells and malignant cells behaviors. The

detailed tracking of immune–cancer cell interactions at the

single pair level helps uncover key mechanisms to improve

the efficiency of various immunotherapeutic strategies.
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Fig. S1 The inlet flow conditions for three different actions. a) T lymphocytes had dimensions significantly smaller 
than the channel, and thus, the channel height had to be modified. Hence, T lymphocytes were injected via the 

primary inlet 1 while keeping auxiliary inlet ON to push cells towards layer 1 for single-cell capturing. b) 

Leukemic cells fit well with the channel height; thus, no channel height modulation was required. As a result, the 

primary inlet 2 was used for cell injection while turning the auxiliary inlet OFF. c) The post-pairing actions 

required additional solutions to be injected. A cell-free inlet, the primary inlet 3, was used to minimize cellular 

contamination while keeping the auxiliary inlet OFF. d) A summary of the inlet conditions shows the required 

settings for each case. 
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Fig. S2 A view of the device showing the main parts. 

 

 

 

 
 

Fig. S3 a) COMSOL simulations show the flow profile around a capture site at layer 1 for small cells. A captured 

cell blocks the narrow opening and prevents more cells from being captured. The following cell flows around the 

capture site. b) Similar simulations demonstrate the effect of a large cell captured at layer 2. 
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Fig. S4 a) Cell type 1 is trapped at layer 1. b) Cell type 2 follows the >-shaped walls fabricated at layer 2. c) A 

general view of the trapping area shows both layers as the >-shaped array of pairing traps. 

 

 

 

 

 

Fig. S5 Different designs were tested experimentally to optimize the pairing site array geometry. a) The row 

spacing was chosen as 20 µm and b) the column spacing as 30 µm. c) Brightfield images show how the trapping 

area geometry and larger cells (KG1) compared to each other. 
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Fig. S6 Simulations show the effect of the auxiliary and outlet flow ratio (r). For r = 0, the trap area receives the 

exact solution injected at the primary inlet. Increasing the flow ratio (r) results in a decreased height of the injected 

solution. When r reaches 1, the channel is blocked, and the injected solution cannot reach the trapping area. For r 

> 1, the auxiliary flow pushes the injected solution back. In this case, the trapping area is separated from the inlet 

area, and the active sub-channel is cleaned. 

 

 

 

 

Fig. S7 a) The captured cell efficiency (captured cells per all cells injected in the channel) of T lymphocytes is 

relatively lower as the trap design was done according to the larger cells, e.g., KG1 and blasts. Around 30% of the 

T lymphocytes could be captured to reach a single-cell trap occupancy level of 80% in 5 minutes. b) As the trap 

geometry in the array was designed according to KG1, a higher cell capturing efficiency (>50%) was obtained 

when compared with T lymphocytes to reach a single-cell trap occupancy level of 80% in a shorter time (3 minutes). 
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Fig. S8 a) Long incubation performance of the method was demonstrated with the remaining cell pair ratio (i.e., 

the number of cell pairs at time t by the number of cell pairs at t = 0) for (b) two different trap geometry. The 

performance was tested at t = 0.5, 1, 1.5, 2, 3, and 4 h for an opening angle of (c) 0˚ and (d) 45˚. 
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Fig. S9 Other demonstrations of the Ca2+ imaging experiments showed in Figure 5. (a) corresponds to T 

lymphocytes - KG1 pairs and (b) corresponds to pairs of T lymphocytes and AML blasts from healthy donors. 

Error bars correspond to the standard error. c) An allogenic condition was obtained by pairing primary human 

CD8+ T lymphocytes from healthy donors and primary AML blasts. Positive control was performed by adding 
ionomycin at the end of the experiment to check T cells viability and responsiveness to stimuli. 
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Fig. S10 A demonstration of post-pairing actions where cells were fixed, permeabilized, and had actin filaments 

stained with Phalloidin-488. 
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RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES 
 

 

1. Collecte des cellules leucémiques et LT de patients 

LAM et donneurs sains et immunophénotypage 

Les expérimentations sont réalisées à partir d’échantillons de donneurs sains fournis par 

l’Établissement Français du Sang ainsi qu’à partir d’échantillons prélevés chez des patients 

au stade du diagnostic de la LAM (tableau 8). Ces échantillons sanguins ont été prélevés 

au niveau du sang périphérique et une purification des PBMC a été réalisée. 

N° de 
patient 

Sexe Age au 
diagnostic 

FAB  ELN Mutations 

LAM#1 
 

F 
 

47 LAM 5 N.D FLT3-ITD, FLT3-TKD, NPM1, 
DNMT3a, SMC1a 

LAM#2 
 

M 
 

69 LAM 4 N.D MLL ; IDH2 ; WT1 
t(7 ;21) impliquant le gène 

RUNX1 
LAM#3 

 
M 19 LAM 4 N.D FLT3-ITD,BCO2, RUNX1 sur 

WT1 
LAM#4 

 
M 
 

74 N.D Adverse LAM post SMD, TP53  

LAM#5 
 

M 
 

50 LAM 4 N.D Inv(16), BCORL1, FLT3-TKD, 
Kit, NRAS 

LAM#6 
 

F 
 

30 LAM 3 N.D T (15;17) 
PML-RARa 

LAM#7 
 

M 
 

34 LAM 4 N.D FLT3-ITD+, RUNX1, WT1 

LAM#8 
 

M 
 

50 LAM 1 N.D caryotype 46,XY[20], DNMT3A, 
IDH2 et NPM1 

LAM#9 
 

M 62 LAM5a N.D caryotype : t(9 ;11) (p22,q23) de 
valeur pronostique 

intermédiaire, trisomie 8 et un 
isochromosome 9p, fusion MLL 

LAM#10 
 

F 73 N.D Adverse FLT3, IDH2, NPM1, SRbF2 

LAM#11 
 

F 56 Inclassable N.D N.D 

LAM#12 
 

M 
 

35 LAM 4 N.D Inv(16)(p13q22) / CBFB-MYH11 
; FLT3-TKD(domain TKD1) 

LAM#13 
 

F 
 

56 N.D Adverse TP53, DNMT3a, JAK2, Tet2, 
SA2B3 

LAM#14 
 

F 67 N.D Inclassable Monosomie 7, FLT3-ITD, IDH2 

Tableau 8 : Caractéristiques des patients LAM au diagnostic. 

Avant d’étudier la formation de la synapse immunologique entre les différents types 

cellulaires, le phénotypage des cellules leucémiques et LT de chaque patient LAM a été 

réalisé, de même que l’étude du statut de différenciation des LT sains et LAM. 
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1.1 Immunophénotypage des cellules leucémiques 

La caractérisation des différentes sous-populations des cellules leucémiques (cellules 

souches, cellules non souches, cellules exprimant PD-L1 ou non, ...) a nécessité le 

marquage des PBMC de patients atteints de LAM au diagnostic avec des anticorps couplés 

à des fluorochromes. Selon la méthode utilisée par Haubner et son équipe (Haubner et al. 

2019), les cellules leucémiques sont phénotypées et triées simultanément en fonction de 

l’expression des marqueurs membranaires suivants : CD34, CD38, CD33, HLA-DR, TIM-3 

et PD-L1 afin d’affiner la sélection des sous-populations d’intérêt. 

À l’aide de la cytométrie en flux, nous avons donc analysé le profil d’expression des 

antigènes de surface des cellules leucémiques des échantillons primaires de patients LAM 

au moment du diagnostic (n=14). 

La figure 1A montre des graphes bi-paramétriques reflétant la différence d’expression de 

CD33 et CD34 chez deux patients LAM au diagnostic. On observe que la proportion de 

population CD33+ CD34+ varie entre les patients LAM. En effet, le patient LAM#12 montre 

une population CD33+ CD34+ représentée à 51,1% tandis que chez le patient LAM#13, la 

sous-population CD33+ CD34+ représente un pourcentage de 13,3%. 

Les figures 1B et C montrent, quant à elles, la différence d’expression de CD34 et CD38 

dans la population CD33+ (B) et CD33- (C) chez le même patient LAM. Dans la population 

CD33+, la population CD34+ CD38- est présente à 0,11%, tandis que dans la population 

CD33-, elle est présente à 0,32%.  

Pour les 14 patients LAM nous avons, dans un premier temps, quantifié l’expression des 

marqueurs membranaires CD33, CD34 et CD38 et on observe que la population CSL CD33+ 

CD34+ CD38- est minoritaire car elle représente 2,6±1,8% de la population totale des 

cellules leucémiques, tandis que la population CD33+ CD34+ représente 19,2±6,4% de la 

population totale. La population cellules non souches CD33+ CD34-, quant à elle, représente 

33,6±8,2% de la population totale (figure 1D). 
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Figure 1 : Analyse par cytométrie en flux des 
marqueurs extracellulaires des cellules leucémiques 
de patients LAM au diagnostic. (A) Graphes bi-
paramétriques de l’intensité de fluorescence des cellules 
leucémiques marquées à l’aide des anticorps anti-CD33 et 
anti-CD34 couplés aux fluorochromes PECy7 et APC, 
respectivement pour deux patients différents (rouge). 
Graphes bi-paramétriques de l’intensité de fluorescence 
des cellules leucémiques marquées à l’aide des anticorps 
anti-CD34 et anti-CD38 couplés aux fluorochromes APC et 
BV421 respectivement au sein de la population CD33+ (B) 
ou CD33- (C) (rouge). Les seuils de positivité de cytométrie 
ont été déterminés en fonction des isotypes de chaque 
anticorps (bleu). (D) Pourcentage des sous-populations 
indiquées au sein des cellules leucémiques de patients 
LAM au diagnostic. Chaque point représente un échantillon 
de patient (n=14). Les valeurs p sont issues de tests 
ANOVA univariés comparant les différentes moyennes ** 
p<0,01. 

D 

Patient LAM#11 Patient LAM#11 

CD38-BV421 CD38-BV421 
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Nous avons ensuite analysé l’expression de PD-L1 en cytométrie en flux. La figure 2 

montre un exemple de graphes bi-paramétriques montrant la différence d’expression de 

CD33 et PD-L1 chez deux patients LAM différents. Chez le patient LAM#12, la population 

CD33+ PD-L1+ est présente à 0,18%, tandis que chez le patient LAM#13 elle est de 0,41%. 

En outre, nous observons qu’au sein de la population leucémique des patients LAM 

(n=14), la sous-population CD33+ PD-L1- représente 51±9,1% comparée à la sous-

population CD33+ PD-L1+ qui, elle, ne représente que 1,7±1,4% (figure 3B). 

Nous avons ensuite traité les cellules de patients LAM à l’IFNg afin de mimer leur 

interaction avec les LT qui, lorsqu’ils sécrètent cette cytokine à proximité des cellules 

leucémiques permettent, entre autre, l’augmentation de l’expression de PD-L1 par ces 

cellules (Payne et al. 2016). La figure 3A montre un exemple de différence d’expression de 

PD-L1 en condition contrôle (26,4%, rouge) comparée à la condition après traitement à 

l’IFNg (35,9%, bleu) pour un patient LAM. Effectivement, nous avons pu observer que, 

comme attendu, un traitement de 24h à l’IFNg (25ng/mL) sur les cellules leucémiques de 

patients LAM (n=5) induit une diminution de la population CD33+ PD-L1- qui représente 

28±11% et une augmentation de la population CD33+ PD-L1+ (7,4±5%) (figure 3B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Patient LAM#13 

C
D

3
3

-P
E

-C
y7

 

PD-L1-PerCP-Cy5.5 

Patient LAM#12 

C
D

3
3

-P
E

-C
y7

 

PD-L1-PerCP-Cy5.5 

Figure 2 : Analyse par cytométrie en flux des marqueurs extracellulaires CD33 et 
PD-L1 des cellules leucémiques de patients LAM au diagnostic. Graphes bi-
paramétriques de l’intensité de fluorescence des cellules leucémiques marquées à 
l’aide des anticorps anti-CD33 et anti-PD-L1 couplés respectivement aux fluorochromes 
PECy7 et PerCP-Cy5.5 pour deux patients différents (rouge). Les seuils de positivité 
de cytométrie ont été déterminés en fonction des isotypes de chaque anticorps (bleu). 
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D’autre part, lorsque l’on analyse à l’aide du ratio d’intensité moyenne de fluorescence 

(ratio IMF) la présence des marqueurs de surface PD-L1, CD33, HLA-DR et TIM-3 au sein 

de la population totale (figure 4A) et de la population CD34+ CD38- (figure 4B), on observe 

une plus faible expression de ces marqueurs au sein de la population CD34+ CD38- 

comparée à leur expression au sein de la population totale.  

De plus, lorsque l’on rapporte le niveau d’expression de ces mêmes marqueurs 

(ratio « relatif » d’IMF) au sein des populations CD34+ CD38- (figure 4C) et CD34+ (figure 

4D) en fonction de l’expression des marqueurs de surface au sein de la population non 

souche CD34-, on observe une plus forte expression de PD-L1, CD33, HLA-DR et TIM-3 

par les cellules leucémiques non souches.  

 

On observe une hétérogénéité inter-patients pour les populations CD33+ CD34+ et 

CD33+ PD-L1+ et, de même, la population CSL CD34+ CD38- varie au sein des 

populations CD33+ et CD33- d’un même patient. 
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Figure 3 : Analyse par cytométrie en flux des marqueurs extracellulaires CD33 et PD-
L1 des cellules leucémiques de patients LAM au diagnostic après traitement à l’IFNg. 
(A) Le marqueur de surface PD-L1 est détecté à l’aide de l’anticorps couplé au 
fluorochrome PerCP-Cy5.5 en condition contrôle (26,4%, rouge) ou après un traitement de 
24h à l’IFNγ (35,9%, bleu) pour un patient LAM. Le seuil de positivité de l’anticorps 
déterminé par l’isotype est représenté par la barre noire. (B) Pourcentage des sous-
populations indiquées au sein des cellules leucémiques de patients LAM au diagnostic. 
Chaque point représente un échantillon de patient en condition contrôle (n=14) ou après 
un traitement de 24h à l’IFNγ (25ng/mL) (n=5). Les valeurs p sont issues de tests ANOVA 
univariés comparant les différentes moyennes *** p<0,001. 
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Un immunophénotypage des cellules leucémiques de patients montre que la 

population CSL CD34+ CD38- est minoritaire par rapport aux populations CD34+ et 

CD34-. 

La population CD33+ PD-L1+ est minoritaire par rapport à la population CD33+ PD-

L1-, mais un traitement à l’IFNg (25ng/mL) augmente la population CD33+ PD-L1+ et 

diminue la population CD33+ PD-L1-.  

Les sous-populations CD34+ CD38-, CD34+ et CD34- expriment différemment PD-

L1, CD33, HLA-DR et TIM-3 comparées à la population totale, ce qui valide 

l’importance d’étudier ces sous-populations et notamment de comparer les statuts 

souche et non souche des cellules leucémiques.  
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Figure 4 : Analyse par cytométrie en flux des marqueurs extracellulaires des cellules 
leucémiques de patients LAM au diagnostic. Ratio d’intensité moyenne de fluorescence 
(IMF) reflétant la présence des marqueurs de surface (A) de la population totale et (B) des 
CSL CD34+ CD38- en fonction du seuil de positivité de 1,5 déterminé par les isotypes et 
représenté par la ligne en pointillés. Ratio d’IMF reflétant la présence des marqueurs de 
surface des cellules non souches CD34- relative à leur présence au sein des populations 
CD34+ CD38- (C) et CD34+ (D) représentées par une barre à 1. Chaque point représente 
un échantillon de patient (n=14). Les valeurs p sont issues de tests ANOVA univariés 
comparant les différentes moyennes ** p<0,01. 
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1.2 Immunophénotypage des LT sains et de patients LAM 

Afin de caractériser les différentes sous-populations des LT et déterminer leur stade de 

différenciation (activés, mémoires, exprimant PD-1 ou non, ...), nous avons utilisé des 

anticorps couplés à des fluorochromes se liant aux marqueurs membranaires suivants : 

CD3, CD8, PD-1, CD69, CD25, CD57, CD28, CD45RA et CD27. Le phénotypage des LT à 

l’aide de ces anticorps nous permet ainsi de mieux sélectionner les sous-populations 

d’intérêt. 

 

i. Discrimination des LT CD3+ CD8+ selon leur expression de PD-1 

Le profil d’expression des marqueurs de surface des LT de donneurs sains et LAM au 

diagnostic a été étudié à l’aide de la cytométrie en flux. Les LT sont avant tout phénotypés 

en fonction de l’expression des marqueurs membranaires CD3+ CD8+ et PD-1+ ou PD-1- 

afin de discriminer les cellules en fonction de PD-1. La figure 5 montre un exemple 

d’immunophénotypage de CD8 et PD-1 au sein de la population CD3+ chez des PBMC de 

patient LAM ou d’individu sain. À titre d’exemple, la population CD3+ CD8+ PD-1+ est 

présente à 1,43% chez le patient LAM#6, tandis qu’elle est de 0,34% chez un donneur sain 

(figure 5A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 5 : Analyse par cytométrie en flux des marqueurs extracellulaires CD8 et 
PD-1 des LT. Graphes bi-paramétriques de l’intensité de fluorescence des cellules (A) 
de patient LAM au diagnostic et (B) de donneur sain marquées à l’aide des anticorps 
anti-CD8 et anti-PD-1 couplés respectivement aux fluorochromes BV421 et PE pour 
deux patients différents (rouge). Les seuils de positivité de cytométrie ont été déterminés 
en fonction des isotypes de chaque anticorps (bleu). 
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Concernant l’ensemble des patients LAM étudiés, la proportion de LT LAM CD3+ CD8+ 

PD1+ est de 1,3±0,6% comparée à la proportion CD3+ CD8+ PD1- qui est de 1,9±0,8% 

(n=14). Une activation de 3 jours aux billes CD3/CD28 et à l’IL-2 (0,1µg/mL) et de 4 jours 

supplémentaires à l’IL-2 après le retrait des billes a permis d’augmenter la population CD3+ 

CD8+ PD1+ de 4,4±3,3% et de diminuer la population CD3+ CD8+ PD1- de 1,6±0,7% (n=3) 

(figure 6A). 

Nous avons également phénotypé des LT de donneurs sains (n=10) afin de comparer 

l’expression des marqueurs de surface CD3, CD8 et PD-1 avec les LT de patients LAM. 

Sans activation, la proportion de LT sains CD3+ CD8+ PD1+ est de 15,4±8,9% comparée à 

la proportion CD3+ CD8+ PD1- qui est de 21,2±7,2%. 

La même activation de 3 jours avec des billes CD3/CD28 et de l’IL-2, suivie de 4 jours 

supplémentaires à l’IL-2 après le retrait des billes permet d’obtenir une population CD3+ 

CD8+ PD1+ de 24±6,6% et PD1- de 27,5±8,8% (n=11) (figure 6B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Les statuts de différenciation des LT 

Nous avons ensuite analysé le statut de différenciation des LT issus de donneurs sains 

et LAM au sein des populations CD3+ CD8+ et PD-1+ ou PD-1-. Pour cela, basés sur l’étude 

de Le Dieu et al. (Le Dieu et al. 2009), les anticorps couplés aux fluorochromes suivants ont 

été utilisés en cytométrie en flux dans le but de discriminer les 5 statuts de différenciation 

suivants :  

- Activés CD25+ CD69+ 
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Figure 6 : Analyse par cytométrie en flux du marqueur de surface PD-1 au sein des 
LT CD3+ CD8+. Pourcentage des sous-populations PD-1+ et PD-1- avant et après 
activation des LT (A) leucémiques de patients LAM au diagnostic (n=14 et n=3 après 
activation) et (B) de donneurs sains (n=10 pour les deux conditions). Chaque point 
représente un échantillon de patient. 

A B 



 180 

- Naïfs CD45RAhigh CD27+ 

- Mémoires CD45RAlow CD27+ 

- Effecteurs CD45RAhigh CD27- 

- Effecteurs mémoires CD45RA- CD27- 

 

Au sein des populations CD3+ CD8+ PD1+ et PD1- des LT de patients LAM, il y a 

respectivement 5,1% vs 16,1% de LT effecteurs, 7,7% vs 36,6% de LT naïfs, 2,5% vs 1,9% 

de LT mémoires et 84,7% vs 45,5% de LT effecteurs mémoires (figure 7A). On observe 

également 6% vs 0,5% de LT activés (n=11). 

Concernant les LT sains (n=9), au sein des populations CD3+ CD8+ PD1+ et PD1-, il y a 

respectivement 17,6% vs 32,7% de LT effecteurs, 1,9% vs 44,1% de LT naïfs, 0,3% vs 2,7% 

de LT mémoires et 80,2% vs 32,4% de LT effecteurs mémoires (figure 7B). Les LT activés 

sont représentés à 0,03% et 0,001% au sein des populations PD-1+ et PD-1-, 

respectivement.  

 

Les lymphocytes T des patients LAM présentent une proportion de LT CD3+ CD8+ 

PD-1+ plus faible que la proportion de PD-1- mais elle est augmentée après une 

activation in vitro à l’aide de billes CD3/CD28 et d’IL-2. Les lymphocytes T CD8+ de 

donneurs sains présentent une population PD-1+ également inférieure à la population 

PD-1- avec ou sans activation. 

L’activation in vitro des LT de patients LAM et donneurs sains semble donc 

augmenter l’expression de PD-1.  

La proportion de la population de LT PD-1+ est plus importante chez les LT sains 

que chez les LT de patients LAM. 

Après un phénotypage du statut de différenciation des LT, on observe qu’il y a 

une forte proportion de LT effecteurs au sein des LT CD8+ PD-1- de patients LAM et 

de donneurs sains. Il existe une majorité de LT naïfs au sein de la population LT CD8+ 

PD-1- chez les donneurs sains et patients LAM. Les LT CD8+ PD-1+ de donneurs sains 

et de patients LAM présentent une majorité de LT effecteurs mémoires avec une très 

faible représentation de LT naïfs. 
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2. Étude de l’activité calcique des cellules isolées en 

imagerie calcique à l’aide de la microfluidique 

 

 

 

 

PD-1
+

 PD-1
-

 

LAM 

Sains 

A 

B 

Figure 7 : Analyse par cytométrie en flux des marqueurs extracellulaires des LT. 
Pourcentage des sous-populations indiquées au sein des LT (A) de patients LAM au 
diagnostic et (B) de donneurs sains au sein des populations PD-1+ ou PD-1-. Chaque point 
représente un échantillon de patient (n=14 pour les patients LAM et n=9 pour les donneurs 
sains). Les valeurs p sont issues de tests ANOVA univariés comparant les différentes 
moyennes * p<0,5 ** p<0,1 *** p<0,001. 
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Les LT de donneurs sains subissent un tri magnétique afin d’isoler les LT CD8+ et sont 

ensuite activés avec de l’IL-2 et des billes CD3/CD28 pendant 3 jours puis avec de l’IL-2 

seul pendant 4 jours supplémentaires après retrait des billes. Les LT de patients LAM, quant 

à eux, sont triés à l’aide du trieur FACS ARIA en fonction de l’expression des marqueurs 

membranaires CD3+ CD8+ et PD-1 afin de discriminer les cellules en fonction de PD-1. 

Ce panel de tri ne comporte pas les anticorps couplés à des fluorochromes permettant 

de discriminer les LT selon leur statut de différenciation car nous avons observé, grâce au 

phénotypage des échantillons primaires de patients LAM au diagnostic, que les LT CD3+ 

CD8+ représentent une population très minoritaire. De ce fait, à l’issue des tris cellulaires, 

nous obtenons parfois trop peu de cellules pour réaliser les expériences en imagerie 

calcique. De même, la présence en faible quantité des sous-populations PD-1- et surtout 

PD-1+ ne permet pas systématiquement de discriminer ces deux sous-populations et, selon 

les patients, nous avons parfois été contraints de trier uniquement les LT CD3+ CD8+. 

Nous avons, dans un premier temps, étudié la signalisation calcique des LT isolés en 

microfluidique en l’absence de formation de synapse immunologique. Il s’agit de capturer 

uniquement des LT de donneurs sains ou de LAM triés dans les microsystèmes de 

microfluidique et de les observer en microscopie après qu’ils aient été chargés avec la 

sonde Fura2-AM pour analyser leur homéostasie calcique et ainsi comparer l’activité des 

canaux calciques des LT sains à celle des LT de patients LAM.  

L’analyse fonctionnelle de l’activité des canaux SOCs permet d’étudier l’homéostasie 

calcique des LT isolés. À l’aide de la sonde Fura2-AM, une cinétique de 13 minutes est 

réalisée au cours de laquelle sont ajoutés de la thapsigargine au bout de 2 minutes, puis du 

Ca2+ extracellulaire au bout de 9 minutes. La thapsigargine est un inhibiteur des pompes 

SERCA et permet l’augmentation du calcium intracellulaire par déplétion des stocks 

calciques réticulaires. L’ajout de calcium extracellulaire permet, quant à lui, l’évaluation de 

l’entrée capacitive de calcium par différents canaux membranaires, notamment les SOCs.  

 

2.1 Étude de l’implication des canaux SOCs dans l’entrée capacitive 

de Ca2+ de LT CD8+ de donneurs sains et de patients LAM 

L’homéostasie calcique des LT isolés a été étudiée en présence ou en l’absence de 

l’agent inhibiteur synta66 ciblant les canaux calciques membranaires SOCs. 

En présence de l’inhibiteur synta66, un plus faible stock calcique réticulaire (0,2±0,04 vs 

0,3±0,05 en condition contrôle, figure 8A) ainsi qu’une plus faible entrée capacitive de Ca2+ 

(0,1±0,07 vs 0,7±0,2 en condition contrôle, figure 8B et C) sont observés chez les LT sains. 
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Concernant les LT de patients LAM, le stock calcique réticulaire semble être augmenté 

après un traitement au synta66 (0,3±0,1 vs 0,1±0,02 en condition contrôle, figure 8D), tandis 

que l’entrée capacitive de Ca2+ semble être diminuée (0,2±0,1 vs 0,3±0,1 en condition 

contrôle, figure 8E et F).   
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Figure 8 : Analyse de l’activité des canaux SOCs dans l’homéostasie calcique de 
LT isolés en imagerie calcique. (A et D) Le rapport F340/F380 (valeur maximale post-
thapsigargine - valeur médiane basale) reflète le stock calcique réticulaire au sein de LT 
CD3+ CD8+ de donneurs sains et LAM respectivement en réponse à l’application de 
thapsigargine (2 µM). (B et E) Le rapport F340/F380 (valeur maximale post-Ca2+- valeur 
médiane basale post-thapsigargine) reflète l’entrée capacitive de Ca2+ au sein de LT 
CD3+ CD8+ de donneurs sains et LAM respectivement en réponse à l’application de Ca2+ 

extracellulaire (2 mM). (C et F) Cinétiques de la concentration cytosolique de Ca2+ de LT 
de donneurs sains et LAM respectivement. Les valeurs représentent la moyenne de 
l’intensité de fluorescence +/- SEM d’au moins 50 cellules. Les cellules ont été traitées 
pendant 24h à l’agent inhibiteur des canaux SOCs synta66 (n=12 pour les LT sains et 
n=10 pour les LT LAM, couleur rouge) ou ont été incubées avec un milieu contrôle (n=23 
pour les LT sains et n=5 pour les LT LAM, couleur bleue). Pour les figures A, B, D et E, 
chaque point représente un échantillon de patient. Les valeurs p sont issues de tests t 
de Student comparant les différentes moyennes *** p<0,001, * p<0,5. 
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L’inhibiteur des canaux calciques synta66 induit une diminution du stock calcique 

réticulaire des LT sains mais induit une augmentation de ce stock calcique pour les 

LT de patients LAM. Cette variation entre les LT sains et LT de patients LAM semble 

montrer un rôle différent du Ca2+ dans l’homéostasie calcique des LT sains et LAM.  

Par ailleurs, le traitement semble induire une plus faible entrée capacitive de Ca2+ 

pour les LT sains et de patients LAM, ce qui montre bien une implication des canaux 

SOCs dans l’entrée capacitive de Ca2+. Cette diminution semble tout de même moins 

marquée chez les LT LAM que les LT sains, ce qui laisse supposer une possible 

implication d’autres canaux que les canaux SOCs. 

 

2.2 Activité des canaux SOCs de LT CD8+ de donneurs sains et de 

patients LAM 

Lorsque l’on compare l’activité des canaux calciques des LT sains vs les LT de patients 

LAM, on observe que le stock calcique réticulaire est diminué chez les cellules de patients 

LAM (0,1±0,02 (n=5)) comparées aux cellules de donneurs sains (0,3±0,05 (n=23)) (figure 

9A). Concernant l’entrée capacitive de Ca2+, elle se trouve également diminuée chez les 

cellules de patients LAM comparées aux cellules de donneurs sains (0,3±0,1 vs 0,7±0,2, 

respectivement) (figure 9B). 

Le stock calcique et l’entrée capacitive de Ca2+ des LT LAM CD3+ CD8+ PD1+ et PD1- 

ont également été analysés et, bien que non significatifs à cause d’un nombre insuffisant 

d’échantillons de patients LAM testés à ce jour, on remarque que le stock calcique est de 

0,2 vs 0,1 pour les LT LAM PD1+ et PD1- respectivement (figure 10A), tandis que l’entrée 

capacitive de Ca2+ est de 0,2 vs 2,3 respectivement (figure 10B et C). 
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On observe que le stock calcique réticulaire et l’entrée capacitive de Ca2+ sont 

diminués chez les LT de patients LAM comparés aux LT de donneurs sains. Il 

Figure 9 : Analyse de l’activité des canaux SOCs dans l’homéostasie calcique de 
LT isolés en imagerie calcique. Le rapport F340/F380 reflète (A) le stock calcique 
réticulaire (valeur maximale post-thapsigargine - valeur médiane basale) et (B) l’entrée 
capacitive de Ca2+ 

(valeur maximale post-Ca2+- valeur médiane basale post-
thapsigargine) au sein de LT CD3+ CD8+ de donneurs sains (n=23, bleu) et LAM (n=5, 
rouge) en réponse à l’application de thapsigargine (2 μM) suivie de Ca2+ 

extracellulaire 
(2 mM). Chaque point des figures A et B représente un échantillon de patient. 
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Figure 10 : Analyse de l’activité des canaux SOCs dans l’homéostasie calcique de 
LT isolés en imagerie calcique. Le rapport F340/F380 reflète (A) le stock calcique 
réticulaire (valeur maximale post-thapsigargine - valeur médiane basale) et (B) l’entrée 
capacitive de Ca2+ 

(valeur maximale post-Ca2+ - valeur médiane basale post-thapsigargine) 
au sein de LT CD3+ CD8+ de patients LAM PD-1+ (n=2, vert foncé) et PD-1- (n=1, vert clair) 
au diagnostic en réponse à l’application de thapsigargine (2 μM) suivie de Ca2+ 

extracellulaire (2 mM). Chaque point représente un échantillon de patient. (C) Cinétique de 
la concentration cytosolique de Ca2+. Les valeurs représentent la moyenne de l’intensité 
de fluorescence +/- SEM d’au moins 50 cellules. 
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semblerait donc que l’activité des canaux calciques SOCs soit diminuée chez les LT 

de patients LAM comparée à celle de LT de donneurs sains. 

Concernant les LT de patients LAM, on remarque que le stock calcique réticulaire 

est plus élevé pour les PD-1+ mais que l’entrée capacitive de Ca2+ est plus élevée chez 

les LT LAM PD-1-, ce qui laisse supposer une activité des canaux SOCs amoindrie 

mais un niveau calcique basal plus élevé chez les LT LAM PD-1+.  

 

2.3 Résultats préliminaires sur l’activité des canaux SOCs des 

cellules leucémiques isolées 

Nous avons évalué l’activité calcique des canaux SOCs de cellules leucémiques de 

patients LAM au diagnostic en condition contrôle comparée à un traitement au synta66. En 

condition contrôle, le stock calcique et l’entrée capacitive de Ca2+ des cellules leucémiques 

sont de 0,2±0,02 et 0,8±0,08 (n=58 cellules) respectivement, tandis qu’un traitement au 

synta66 induit un stock calcique réticulaire et une entrée capacitive de Ca2+ de 0,1±0,03 et 

0,5±0,03 respectivement (n=33 cellules) (figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De la même manière que pour les LT, les canaux SOCs semblent également être 

impliqués dans l’entrée capacitive de Ca2+ des cellules leucémiques.  

 

3. Étude de l’activité calcique des cellules leucémiques et 

LT de patients LAM et de LT de donneurs sains après la 
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Figure 11 : Analyse de l’activité des 
canaux SOCs dans l’homéostasie 
calcique de cellules leucémiques 
isolées en imagerie calcique. 
Cinétique de la concentration 
cytosolique de Ca2+. Les valeurs 
représentent la moyenne de 
l’intensité de fluorescence +/- SEM 
d’au moins 50 cellules. Les cellules 
ont été traitées pendant 24h à l’agent 
inhibiteur des canaux SOCs synta66 
(rouge) ou ont été incubées avec un 
milieu contrôle (bleu). 
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formation de synapses immunologiques en imagerie 

calcique à l’aide de la microfluidique 

3.1 Réponse calcique des LT suite à la formation de synapses 

immunologiques avec des cellules leucémiques  

Afin d’évaluer la réponse calcique au cours de la formation de la synapse immunologique, 

les LT CD8+ (après tri ou activation) ont été préalablement chargés avec la sonde calcique 

ratiométrique Fura-2AM et également avec des superantigènes afin de favoriser la 

formation de la synapse immunologique avec les cellules leucémiques. Les cellules 

leucémiques, quant à elles, ont été triées avec un panel similaire à celui utilisé pour leur 

phénotypage en cytométrie en flux. Cependant, à l’instar du tri des LT, pour certaines 

expérimentations les sous-populations d’intérêt des cellules leucémiques étaient trop 

faiblement représentées. Même si la technologie de microfluidique nous permet d’étudier 

des sous-populations rares avec peu de cellules, obtenir moins de 10 000 cellules à l’issue 

du tri entrave la réalisation des expérimentations de formation de la synapse 

immunologique. En effet, suite au tri, les cellules subissent une succession de 

centrifugations, lavages et marquages pour l’analyse fonctionnelle de leur activité. Une 

perte significative de cellules complique la réalisation de tests fonctionnels avec certaines 

populations rares. Il était donc parfois nécessaire de trier les cellules leucémiques avec un 

nombre réduit de marqueurs extracellulaires, et ceci de manière patient-dépendant. Les 

sous-populations sont donc parfois moins bien discriminées selon le patient.  

Après avoir trié les cellules leucémiques et LT de patients LAM et activé les LT de 

donneurs sains, il est question de former des synapses immunologiques avec, soit des LT 

CD8+ de donneurs sains activés (condition allogénique), soit des LT du même patient LAM 

(condition autologue) triés à l’aide du trieur. Les cellules leucémiques ont été marquées 

avec la sonde membranaire DiI afin de les discriminer des LT lors de l’analyse des images 

enregistrées en temps réel pendant la formation de la synapse immunologique. 

Les cellules sont ensuite injectées dans le dispositif de microfluidique qui permet de 

mettre en contact les LT CD8+ avec les cellules leucémiques. Nous nous assurons qu’il y 

ait bien un LT CD8+ en contact avec une cellule leucémique dans un même piège afin de 

déterminer le nombre de paires de cellules pour une expérimentation donnée. Un contact 

entre les deux cellules peut induire la formation d’une synapse immunologique afin de 

permettre au LT CD8+ de lyser la cellule leucémique. Les évènements précoces de la 

formation de la synapse immunologique induisent une activité des canaux SOCs du LT et 
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c’est pourquoi étudier l’homéostasie calcique des LT nous permet de valider la formation de 

la synapse immunologique.  

Nous monitorons donc pendant une vingtaine de minutes le contact entre les deux 

cellules afin de valider la formation de la synapse immunologique par une augmentation de 

l’intensité de fluorescence de la sonde calcique Fura-2AM qui reflète l’augmentation de 

concentration calcique cytosolique par les canaux SOCs chez le LT.  

 

i. Les LT forment des synapses immunologiques avec les cellules 

leucémiques 

Au sein des dispositifs de microfluidique, nous décidons donc de mettre en contact, soit 

en condition allogénique des LT de donneurs sains avec des cellules leucémiques, soit en 

condition autologue des LT LAM avec des cellules leucémiques du même patient afin de 

comparer l’activité calcique des LT suite à la formation de la synapse immunologique. 

Après la mise en contact des LT CD8+ sains et des LT CD8+ LAM avec des cellules 

leucémiques, le pourcentage de formation de paires de cellules et de synapses 

immunologiques avec des LT sains est de 50,8±6,7% (n=18) et 15,7±2,3% (n=22) 

respectivement contre 55,7±9% et 29±9,2% respectivement avec des LT LAM (n=13) (figure 

12A). 

De plus, bien que cela soit non significatif à cause du nombre réduit d’échantillons de 

patients testés à ce jour, nos résultats préliminaires semblent montrer de plus faibles 

pourcentages de formation de paires de cellules et de synapses immunologiques avec des 

LT LAM PD1+ (20,5% et 11,5% respectivement) comparés aux pourcentages de formation 

de paires de cellules et de synapses immunologiques avec des LT LAM PD1- (76,2% et 

65,6% respectivement). 

 

ii. Activité calcique des LT suite à la formation de synapses immunologiques 

La réponse calcique suite à la formation de la synapse immunologique est de 1,5±0,3 

pour les LT LAM (n=13) vs 1,8±0,2 pour les LT sains (n=13) (figure 12B et C). 

Bien que ce soit non significatif à cause d’un nombre insuffisant d’échantillons de patients 

testés à ce jour, il semblerait que la réponse calcique soit plus faible pour les LT LAM PD1+ 

(1±0,3 (n=2)) comparée à celle des LT LAM PD1- (1,7). 
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Les LT de patients LAM forment plus de synapses immunologiques comparés aux 

LT de donneurs sains. Par contre, la réponse calcique semble diminuée au sein des 

LT de patients LAM comparée à celle des LT de donneurs sains.  

La formation de synapses immunologiques reste plus faible avec les LT LAM PD-

1+ comparée à celle des LT LAM PD-1-. Aussi, il semble que la réponse calcique soit 

plus faible au sein des LT qui expriment PD-1. 

 

3.2 Impact d’un traitement à l’Ara-C des cellules leucémiques sur la 

formation de synapses immunologiques et la réponse calcique 

des LT 

Nous avons ensuite évalué la capacité des LT de donneurs sains à former une synapse 

immunologique effective avec des cellules leucémiques isolées de patients LAM au 

diagnostic ayant subi un traitement in vitro à l’Ara-C 0,1µM pendant 72h. 
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Figure 12 : Formation de la synapse immunologique et 
réponse calcique. (A) Pourcentage de formation de 
synapses immunologiques entre des LT de patients LAM ou 
LT sains et des cellules leucémiques. (B) Rapport F340/F380 
qui reflète l’entrée capacitive de Ca2+ (valeur maximale post-
injection des cellules leucémiques - valeur basale avant 
injection des cellules leucémiques) au sein de LT de patients 
LAM ou donneurs sains en réponse à la formation de la 
synapse immunologique avec des cellules leucémiques. (C) 
Cinétique de la concentration calcique cytosolique de Ca2+ 

des LT de donneurs sains (bleu) ou LAM (rouge) suite l’ajout 
de cellules leucémiques pour la formation de synapses 
immunologiques. Les valeurs représentent la moyenne de 
l’intensité de fluorescence +/- SEM. Chaque point représente 
un échantillon de patient LAM (n=13) ou de donneur sain 
(n=13). 
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En effet, les cellules ayant résisté à ce traitement pendant 72h sont considérées comme 

des cellules leucémiques résistantes et nous permettent ainsi d’étudier la formation de la 

synapse immunologique et la réponse calcique des LT face à des cellules plus persistantes 

comparées à des cellules non traitées considérées comme non persistantes. 

 

i. L’Ara-C diminue la formation de synapses immunologiques actives 

En condition contrôle, les pourcentages de paires de cellules et de synapses 

immunologiques formées sont de 51,6±8,2% et 17,8±4,2% respectivement (n=11). 

Suite à un traitement à l’Ara-C 0,1µM, les pourcentages de paires de cellules et de 

synapses immunologiques formées sont de 39,5±9,2% et 11,1±2,2% respectivement (n=8) 

(figure 13A). 

 

ii. Les cellules leucémiques traitées à l’Ara-C induisent une réponse calcique 

différente de la part des LT 

La réponse calcique représentée par la variation de l’intensité de fluorescence de la 

sonde ratiométrique Fura-2AM des LT de donneurs sains est de 1,3±0,2 lorsqu’ils sont mis 

en contact avec des cellules leucémiques non traitées à l’Ara-C (n=11). Après un traitement 

des cellules leucémiques à l’Ara-C 0,1µM, la réponse calcique des LT sains mis en contact 

avec ces cellules leucémiques est de 2±0,4 (n=7) (figure 13B et C). 

 

Il y a moins de synapses immunologiques formées suite à un traitement à l’Ara-C 

0,1µM qu’en condition contrôle. Cependant, on observe une plus forte réponse 

calcique de la part des LT sains lorsqu’ils sont mis en contact avec des cellules 

leucémiques traitées à l’Ara-C. Il y a donc une différence de réponse calcique en 

fonction des cellules leucémiques traitées ou non à l’agent chimiothérapeutique Ara-

C, et donc en fonction des cellules persistantes ou non. 
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3.3 Résultats préliminaires sur la réponse calcique des cellules 

leucémiques traitées à l’Ara-C durant la formation de la synapse 

immunologique 

Nos premières expérimentations consistaient à étudier l’homéostasie calcique des LT 

avec la sonde ratiométrique Fura-2AM tout en discriminant les cellules leucémiques avec le 

marqueur membranaire DiI qui ne nous permettait toutefois pas d’étudier leur homéostasie 

calcique simultanément. 

Nous avons donc voulu améliorer notre technique d’étude de la synapse immunologique 

en imagerie calcique à l’aide de la microfluidique en utilisant 2 sondes calciques avec 2 

fluorescences différentes afin d’étudier simultanément l’homéostasie calcique des 2 types 

cellulaires. Il était donc nécessaire de trouver une sonde calcique compatible avec la sonde 

Fura-2AM actuellement utilisée pour les LT et nous permettant de discriminer les deux types 

cellulaires. 

Nous avons d’abord testé la sonde calcique Rhod4 mais sa constante de dissociation 

était finalement trop élevée et ne permettait pas de détecter les changements subtiles de 

concentration calcique intracellulaire des cellules leucémiques. Nous avons donc finalement 

testé la sonde Fluo4 qui a une constante de dissociation plus faible et qui permet ainsi de 

détecter plus finement les changements de concentration calcique. 

La sonde Fluo4 est non ratiométrique et est donc moins précise que la sonde Fura-2AM. 

La variation de l’intensité de fluorescence de cette sonde, qui représente la variation de 

l’activité calcique cytosolique des cellules leucémiques, doit être divisée par le bruit de fond 
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Figure 13 : Impact de l’Ara-C sur la formation de la 
synapse immunologique et la réponse calcique des LT. (A) 
Pourcentage de formation de synapses immunologiques entre 
des LT de donneurs sains et des cellules leucémiques. (B) 
Rapport F340/F380 qui reflète l’entrée capacitive de Ca2+ 
(valeur maximale post-injection des cellules leucémiques - 
valeur basale avant injection des cellules leucémiques) au sein 
de LT de donneurs sains en réponse à la formation de la 
synapse immunologique avec des cellules leucémiques. (C) 
Cinétique de la concentration calcique cytosolique de Ca2+ 

des 
LT de donneurs sains suite l’ajout de cellules leucémiques 
contrôles (bleu, n=11) ou traitées (beige, n=8) pour la 
formation de synapses immunologiques. Les valeurs 
représentent la moyenne de l’intensité de fluorescence +/- 
SEM. Les cellules leucémiques ont été traitées pendant 72h à 
l’Ara-C 0,1µM ou avec un milieu contrôle. Chaque point 
représente un échantillon de patient pour les figures A et B. 

B 
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de l’enregistrement représenté par la première seconde d’enregistrement. De ce fait, un 

ratio est obtenu comme pour la sonde Fura-2AM. 

Pour 3 expérimentations différentes, nous avons pu enregistrer l’activité calcique 

cytosolique des LT de donneurs sains et des cellules leucémiques en simultané. 

Comme pour les expérimentations précédentes, les pourcentages de paires de cellules 

et de synapses immunologiques formées sont respectivement de 74,7±12,4% et 25,7±5% 

en condition contrôle et 41,1±20,7% et 9,6±5,3% en condition de traitement à l’Ara-C 0,1µM 

des cellules leucémiques (n=3 pour chaque conditions) (figure 14A). 

La réponse calcique, qui correspond à la valeur maximale d’intensité de fluorescence 

après ajout des cellules leucémiques, est de 1±0,2 en condition contrôle pour les LT de 

donneurs sains (figure 14B) et de 8,4±3,9 pour les cellules leucémiques (figure 14C). 

Après un traitement à l’Ara-C 0,1µM des cellules leucémiques, la réponse calcique est 

de 2,3±1 pour les LT de donneurs sains (figure 14B et D) et de 32,6±28,1 pour les cellules 

leucémiques traitées (figure 14C et E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C T L C y t 0 .1 C

0

1 0

2 0

3 0

4 0

S
y

n
a

p
s

e
s

 i
m

m
u

n
o

lo
g

iq
u

e
s

fo
r
m

é
e

s
 (

%
)

 

C T L C y t 0 .1 C

0

1

2

3

4

D
iR

 F
3

4
0
/F

3
8

0

 

C
T

L

C
y
t 

0
.1
µ

M

C
y
t 

1

0

2 0

4 0

6 0

8 0
D

iR
 F

/F
0

 

0 5 0 0 1 0 0 0

0

1

2

3

T e m p s  (s )

R
a

t
io

 F
3

4
0
/F

3
8

0

A jo u t  d e  c e llu le s  le u c é m iq u e s

 

0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0

0

2 0

4 0

6 0

T e m p s  (s )

F
/F

0

A jo u t  d e  c e llu le s  le u c é m iq u e s

A B C 

E D 
 



 193 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On observe plus de synapses immunologiques formées en condition contrôle où 

les cellules leucémiques n’ont pas été traitées à l’agent chimiothérapeutique Ara-C 

0,1µM. 

Nous avons pu montrer la même tendance d’activité calcique entre les LT de 

donneurs sains et les cellules leucémiques avec deux stratégies différentes de 

détection de la variation de concentration de Ca2+ cytosolique à l’aide des sondes 

Fura-2AM et Fluo4. Un traitement à l’Ara-C 0,1µM semble induire une plus grande 

entrée de calcium dans la cellule. 

 

4. Étude de la lyse cytotoxique et de la sécrétion d’IFNg par 

les LT lors de la formation de synapses immunologiques 

avec les cellules leucémiques de patients LAM au 

diagnostic 

L’analyse des évènements cellulaires qui suivent la mobilisation calcique suite à la 

formation de la synapse immunologique tels que la lyse cytotoxique et la sécrétion de 

cytokines par les LT n’a pas été mise au point à ce jour pour être étudiée simultanément 

avec la signalisation calcique au sein des dispositifs de microfluidique en imagerie calcique. 

Nous avons donc réalisé des expériences de formation de la synapse immunologique 

pour étudier en parallèle en cytométrie en flux la lyse cytotoxique et, à l’aide d’ELISA, la 

sécrétion de cytokines. 

 

Figure 14 : Impact de l’Ara-C sur la formation de la synapse immunologique et la 
réponse calcique des cellules leucémiques. (A) Pourcentage de formation de synapses 
immunologiques entre des LT de donneurs sains et des cellules leucémiques. Rapport 
F340/F380 (B) ou F/F0 (C) qui reflète l’entrée capacitive de Ca2+ (valeur maximale post-
injection des cellules leucémiques - valeur basale avant injection des cellules leucémiques) 
au sein des LT de donneurs sains ou des cellules leucémiques de patients LAM 
respectivement en réponse à la formation de la synapse immunologique. Cinétique de la 
concentration calcique cytosolique de Ca2+ 

des LT de donneurs sains (D) ou des cellules 
leucémiques (E) suite l’ajout de cellules leucémiques contrôles (bleu n=11) ou traitées (orange 
pour la figure D et rouge pour la figure E, n=8) pour la formation de synapses immunologiques. 
Les valeurs représentent la moyenne de l’intensité de fluorescence +/- SEM. Les cellules 
leucémiques ont été traitées pendant 24h à l’Ara-C 0,1µM ou avec un milieu contrôle. Chaque 
point représente un échantillon de patient (n=3) pour les figures A, B et C. 
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4.1 Les LT de donneurs sains et LAM induisent une lyse cytotoxique 

Les cellules leucémiques ont préalablement été incubées avec un marqueur 

membranaire dans le but de les discriminer des LT. Les LT et cellules leucémiques ont 

ensuite été mis en contact au ratio 5 :1 par centrifugation et incubés pendant 1h à 37°C 

avec la sonde P2D2/Pantoxilux qui émet de la fluorescence lorsqu’elle est métabolisée par 

les granzymes B et caspases sécrétées par les LT CD8+ lors de la lyse cytotoxique. 

Grâce à la cytométrie en flux, une sélection a été réalisée sur les cellules leucémiques 

en fonction de leur marqueur membranaire et l’activation du phénomène de lyse cytotoxique 

a été observée au sein des cellules leucémiques grâce à la sonde Pantoxilux. 

La lyse cytotoxique de LT sains est de 69%, 65%, 54,8% et 88,6% selon les conditions 

LT non activés ou activés pendant 3 jours, 7 jours et 14 jours respectivement (tableau 9). 

Pour ce qui est des LT de patients LAM, la lyse cytotoxique est réalisée à 63,9% ou 

54,7% pour les LT PD1+ et PD1- respectivement (tableau 10). 

 

Les LT de donneurs sains ont une efficacité de lyse similaire pour les conditions 

non activés ou activés durant 3 jours avec des billes CD3/CD28 et de l’IL-2. Les LT de 

donneurs sains activés pendant 7 jours semblent être ceux réalisant une lyse moins 

efficace comparés aux LT activés pendant 14 jours qui semblent être les LT réalisant 

une meilleure lyse. 

 Concernant les LT de patients LAM, il semble qu’il n’y ait pas de différence de 

capacité de lyse entre les LT LAM PD-1+ et PD-1-.  

 

4.2 Évaluation de la sécrétion d’IFNg par les LT CD8+ de donneurs 

sains et LAM 

i. Les LT de donneurs sains 

Le surnageant des LT sains a été collecté avant et après leur activation afin d’étudier la 

différence de sécrétion d’IFNg. 

On observe que le pic de sécrétion d’IFNg est atteint chez des LT sains activés pendant 

7 jours (6,1 pg/mL), soit le protocole que nous utilisons actuellement pour réaliser nos 

expérimentations en imagerie calcique. La plus faible sécrétion d’IFNg est cependant 

obtenue après 14 jours d’activation (1,5 pg/mL), ce qui est presque équivalent à la sécrétion 

d’IFNg par des LT non activés (1,6 pg/mL). La sécrétion d’IFNg par les LT activés pendant 

3 et 10 jours est cependant identique (2,5 pg/mL) (tableau 9). 
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ii. Les LT de patients LAM au diagnostic 

Le surnageant des LT de patients LAM au diagnostic a été collecté après tri ou après 

activation. La sécrétion la plus importante d’IFNg est réalisée par les LT de patients LAM 

activés (2,6 pg/mL), contrairement aux LT de patients LAM non activés et LT CD3+ CD8+ 

PD1+ qui ne sécrètent que 0,8 et 1 pg/mL d’IFNg respectivement (tableau 10). 

 

iii. Sécrétion de cytokines durant la formation de la synapse immunologique et de la 

lyse cytotoxique 

Le surnageant a également été collecté après la lyse cytotoxique entre des cellules 

leucémiques et des LT de donneurs sains et de LAM CD3+ CD8+ PD-1+ et PD-1-. La 

sécrétion d’IFNg est plus forte lors de la lyse cytotoxique avec des LT de patient LAM CD3+ 

CD8+ PD-1+ (6,9 pg/mL) et plus faible lors de la lyse cytotoxique avec des LT de donneurs 

sains activés ou non (0,4 pg/mL pour les deux conditions) (tableau 11). 

 

LT sains Non activés J3 J7 J10 J14 

% lyse 69 65 54,8 N.D 88,6 

IFNg (pg/mL) 1,6 2,5 6,1 2,5 1,5 

Tableau 9 : Pourcentage de lyse cytotoxique (%) et de sécrétion d’IFNg (pg/mL) par les LT 
de donneurs sains. 
 

LT LAM PD-1+ PD-1- Activés Non activés 

% lyse 63,9 54,7 N.D N.D 

IFNg (pg/mL) 1 N.D 2,6 0,8 

Tableau 10 : Pourcentage de lyse cytotoxique (%) et de sécrétion d’IFNg (pg/mL) par les 
LT de patients LAM au diagnostic. 
 

Pendant la lyse PD-1+ PD-1- LT sains non activés LT sains activés 

IFNg (pg/mL) 6,9 2,9 0,4 0,4 

Tableau 11 : Sécrétion d’IFNg (pg/mL) par les LT de patients LAM au diagnostic et donneurs 
sains suite à la lyse cytotoxique. 
 

On observe que les LT de donneurs sains activés pendant 7 jours et les LT LAM 

activés sont les LT qui sécrètent le plus d’IFNg en condition normale.  

Pendant la lyse cytotoxique, ce sont les LT LAM PD1+ qui semblent sécréter le plus 

d’IFNg. 
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AVANT-PROPOS 
 

Il avait été montré précédemment que l’activité et l’expression de la protéine ATP binding 

cassette subfamily B-member 1 (ABCB1) étaient liés à un mauvais pronostic et à la 

proportion du compartiment des CSL dans les LAM. 

Bien que l’importance du rôle du calcium dans les dysfonctionnements liés au cancer soit 

connue, les mécanismes sont, eux, à ce jour peu compris et notamment dans les LAM 

(Boyer et al. 2019). La principale voie de signalisation permettant l’entrée de calcium dans 

la cellule est le SOCE qui est modulé par les canaux SOCs ORAI. Il avait d’ailleurs été 

montré auparavant que ORAI1 modulait le SOCE dans les lignées cellulaires cancéreuses 

et jouait un rôle dans la prolifération et la chimiorésistance (Park et al. 2009). 

Des études ont aussi montré une variation de l’expression de NFAT, acteur clé de la voie 

de signalisation principale modulée par le calcium, dans les cellules primaires de LAM selon 

leur stade de différenciation et la progression de la maladie : NFAT semble être surexprimé 

dans les cellules leucémiques primaires lors de la rechute comparée au diagnostic (Li et al. 

2016). 

Nous avons publié l’article « Involvement of ORAI1/SOCE in Human AML Cell Lines and 

Primary Cells According to ABCB1 Activity, LSC Compartment and Potential Resistance to 

Ara-C Exposure » en mai 2022 dans le journal International Journal of Molecular Sciences. 

Cet article, présenté ici, démontre l’implication du canal calcique ORAI1 dans l’entrée 

capacitive de calcium au sein de lignées cellulaires humaines de LAM et des cellules 

primaires de patients LAM selon le statut de différenciation, l’activité ABCB1 et la proportion 

du compartiment des CSL. La contribution de ORAI1 dans l’engagement du cycle cellulaire 

des cellules de patients LAM et leur résistance à l’apoptose contre le traitement à l’Ara-C 

est également mise en évidence. 

Cette étude a permis de démontrer que les gènes ORAI1 et ABCB1 sont surexprimés 

dans les PBMC de patients LAM comparés à des cellules de donneurs sains. Un 

séquençage à haut débit de l’ARN réalisé par l’équipe de Tyner et al. sur une cohorte 

d’échantillons de patients LAM au diagnostic (n=439) disponible dans une banque de 

données publiques (https://www.cbioportal.org) (Tyner et al. 2018) a été utilisé pour 

analyser l’expression des gènes d’intérêt. Notre analyse a montré (i) une augmentation de 

l’expression de ORAI1 et, à contrario, une expression diminuée de ABCB1 associées aux 

stades tardifs de la maladie et (ii) une diminution de l’expression de ORAI1 et une 

augmentation de l’expression de ABCB1 dans la classification risques pronostics 

défavorables de la maladie.  
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L’analyse de l’expression de gènes liés à la différenciation des LAM (CD33) et la 

régulation du cycle cellulaire (CDK4 responsable de la transition G0/G1) a ensuite été 

réalisée. Chez des cellules de patients LAM ORAI1low et ABCB1high, on observe une plus 

faible expression de CD33 et CDK4, tandis que chez les échantillons de patients LAM 

exprimant faiblement ABCB1, on observe une surexpression de plusieurs marqueurs de 

cellules souches leucémiques et une sous-expression de ORAI1.  

Cet article montre donc qu’il existerait un lien entre une forte expression de ABCB1 et 

une sous expression de ORAI1 avec (i) un stade indifférencié de la LAM, (ii) une plus faible 

expression de gènes régulateurs de la transition du stade G0 au stade G1 du cycle 

cellulaire, (iii) une plus forte expression de gènes liés au phénotype cellule souche 

leucémique et (iv) un mauvais pronostic pour les patients.  

 

Dans un autre temps, cette étude met en évidence le rôle de ORAI1 dans le SOCE des 

cellules leucémiques présentant une forte activité ABCB1 et/ou un enrichissement en 

marqueurs de cellules souches en ayant recours aux lignées cellulaires humaines de LAM 

KG1 et U937 présentant des caractéristiques opposées concernant (i) le stade de 

différenciation, (ii) l’expression de ABCB1 et (iii) la taille du compartiment des CSL. 

Il a été montré par qPCR et cytométrie en flux que la lignée cellulaire LAM immature KG1 

surexprime les gènes associés aux CSL et ABCB1 et est constituée d’une sous-population 

de CSL CD34+ CD38- importante, contrairement à la lignée cellulaire monocytaire 

différenciée U937 qui montre une sous-expression des marqueurs de CSL, une diminution 

de l’expression du gène ABCB1 et une faible population CD34+ CD38-. 

Nous avons montré que les cellules présentant une forte activité des pompes ABCB1 

(Rho123low) ont une absence ou faible expression de la protéine nucléaire Ki67 exprimée 

durant le cycle cellulaire, ce qui est donc associé à une quiescence ou un cycle ralenti de 

ces cellules. 

Il a également été mis en évidence un enrichissement en gènes marqueurs de cellules 

souches chez les cellules Rho123low des deux lignées cellulaires, dont le gène ABCB1. De 

même, il existe un enrichissement en marqueurs de surface caractéristiques du phénotype 

de cellules souches CD34+ CD38- dans le compartiment Rho123low des deux lignées 

cellulaires. Le compartiment cellulaire Rho123low reflète donc des caractéristiques 

communes concernant l’activité ABCB1 et le phénotype CSL.  

La contribution de ORAI1 dans le SOCE a été validée par cytométrie en flux chez les 

lignées cellulaires KG1 et U937 chargées avec la sonde calcique ratiométrique Indo-AM et, 

soit traitées au synta66 (un inhibiteur des canaux SOCs), soit transfectées avec un siRNA 
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dirigé contre ORAI1 montrant une diminution de l’entrée capacitive de calcium dans la 

cellule. De plus, il a été observé que le niveau d’expression du canal calcique ORAI1 se 

trouve diminué chez les cellules Rho123low des deux lignées, ce qui est corrélé avec une 

plus faible entrée capacitive de calcium.  

 

La cytarabine est l’agent chimiothérapeutique utilisé en clinique pour le traitement des 

LAM et nous avons testé son impact sur les lignées U937 et KG1 et cellules primaires afin 

de déterminer le rôle et la contribution de l’activité de ABCB1 et de la proportion des CSL 

dans la réponse à ce traitement.  

Un traitement de 24h à l’Ara-C inhibe la prolifération des cellules U937 et KG1 de manière 

dose-dépendante, cependant les cellules KG1, qui présentent une plus forte activité ABCB1 

et une plus grosse proportion de CSL, semblent être moins sensibles que les cellules U937 

en présentant une accumulation en phase G1 du cycle cellulaire et une faible augmentation 

de la mort cellulaire.  

Le traitement à l’Ara-C augmente la proportion de cellules Rho123low et diminue la 

proportion de cellules Rho123high de manière dose-dépendante au sein de la lignée U937 

mais pas dans la lignée KG1. Les cellules engagées dans la mort cellulaire sont donc celles 

présentant une faible activité ABCB1, tandis que les cellules CD34+ CD38- et Rh123low sont 

plus résistantes à l’Ara-C.  

Chez les cellules chimiorésistantes KG1 Rho123low, un traitement à l’Ara-C induit une 

augmentation de l’expression du gène ORAI1 et de l’entrée capacitive de calcium de 

manière dose-dépendante. Les cellules chimiosensibles U937 Rho123high montrent une 

diminution de l’expression du gène ORAI1 ainsi qu’une diminution plus marquée du SOCE. 

L’augmentation de l’activité des SOCs pourrait donc être liée à des mécanismes de 

résistance chez les cellules de patients LAM. 

Du fait de son lien avec la signalisation calcique, la localisation de NFAT a également été 

étudiée. NFAT est cytoplasmique au sein des KG1 et l’Ara-C induit la translocation de NFAT 

au noyau, tandis que parmi les U937 NFAT est majoritairement nucléaire mais montre une 

prédominance cytoplasmique après un traitement à l’Ara-C. 

De manière intéressante, les résultats et différences que nous avons observés entre les 

lignées KG1 et U937 au niveau de (i) la modulation de l’expression de ORAI1 et de l’activité 

du SOCE et (ii) la localisation de NFAT ont également été observés au sein de cellules 

primaires de patients LAM au diagnostic présentant les mêmes caractéristiques que les 

cellules KG1 ou U937. 
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Dans cette étude, nous présentons de nouvelles données soutenant que les canaux 

calciques ORAI1 interviennent dans l’entrée capacitive de calcium chez les lignées 

cellulaires LAM humaines et les cellules primaires de patients. Nous montrons 

qu'ORAI1/SOCE joue un rôle dans la prolifération des cellules de LAM et dans l'engagement 

du cycle cellulaire G0–G1 selon le phénotype CSL. 

Nous démontrons également un lien entre l'expression et/ou l'activité d'ORAI1 et le stade 

de différenciation des cellules de LAM, l'activité ABCB1 et le compartiment des CSL. De 

plus, nos données suggèrent que le traitement à l’Ara-C module le SOCE dans les lignées 

cellulaires de LAM et les cellules primaires via la régulation de l'expression de ORAI1. 
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Abstract: Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological malignancy with a high risk of relapse.

This issue is associated with the development of mechanisms leading to drug resistance that are

not yet fully understood. In this context, we previously showed the clinical significance of the

ATP binding cassette subfamily B-member 1 (ABCB1) in AML patients, namely its association with

stemness markers and an overall worth prognosis. Calcium signaling dysregulations affect numerous

cellular functions and are associated with the development of the hallmarks of cancer. However, in

AML, calcium-dependent signaling pathways remain poorly investigated. With this study, we show

the involvement of the ORAI1 calcium channel in store-operated calcium entry (SOCE), the main
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1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a complex hematological malignancy characterized
by defective maturation of myeloid primitive cells (blasts). Because AML disease displays
genetic, epigenetic and subclonal heterogeneity, it leads to high phenotypic variability,
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decreasing therapeutic efficiency. Current intensive chemotherapy combining cytarabine
(Ara-C) with anthracycline molecules induces complete remission (<5% blasts in the bone
marrow) in 70% of patients. Moreover, patients can now benefit (i) from targeted therapies,
as well as in cases of unfavorable prognostic factors or even refractory disease, and (ii) from
allogeneic hematopoietic stem cell (HSC) transplants or donor lymphocyte transfusion.
Despite these tremendous efforts to improve therapeutic efficiency, AML related to relapse
leading to death still occurs in more than 50% of cases within 5 years, and these numbers
increase up to 80% for subjects over 80 years of age [1]. Mechanisms of anti-leukemia
drug resistance that could explain treatment failures have, however, not yet been fully
elucidated.

We have previously shown the clinical significance of ATP binding cassette subfamily
B-member 1 (ABCB1), also known as permeability glycoprotein and multidrug resistance
(P-gp or MDR1), in a cohort of patients with de novo AML [2]. ABCB1 activity and ex-
pression were linked to a worse prognosis and leukemic stem cell (LSC) compartment
proportion. However, we showed that ABCB1 does not directly mediate chemotherapy
resistance and can represent a bystander effect related to other chemoresistance mecha-
nisms [2]. Deciphering these mechanisms related to the ABCB1 phenotype and underlying
chemoresistance in AML is crucial to better eradicate disease relapse, which is particularly
frequent in this hematological malignancy.

Dysregulation in calcium signaling and/or homeostasis affects numerous cellular
functions and has been shown to be involved in cancer initiation and progression. Altered
calcium signaling can lead to cancer development via its impact on various processes,
including gene transcription, regulation of cell cycle engagement, proliferation, differentia-
tion and apoptosis, all of which potentially contribute to the development of resistance to
cancer therapies [3].

One of the main calcium entry pathways into cells is store-operated Ca2+ entry (SOCE),
also known as capacitative calcium entry, mediated by store-operated channels (SOCs).
SOCE involves the activation of plasma membrane ORAI calcium channels [4]. We and
others have previously shown that ORAI1 mediates SOCE in cancer cell lines and plays a
role in proliferation and chemoresistance [5–7].

Alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers [3].
In hematological malignancies such as myeloid leukemia, few studies have reported data
regarding dysregulation in calcium signaling pathways and the associated cellular func-
tions [8]. In AML, the roles of ORAI calcium channels have rarely been investigated [8], in
contrast to the calcium/calcineurin/Nuclear factor of Activated T cells (NFAT) pathway,
one of the main signaling pathways activated by calcium [9]. It has been reported that pri-
mary AML cells exhibit variable NFAT expression according to the stage of differentiation
and disease progression [9]. Indeed, NFAT was shown to be overexpressed in primary
leukemic blasts at disease relapse compared with diagnosis [10]. Interestingly, inhibition of
NFAT nuclear translocation increased the sensitivity of AML cells to chemotherapy drugs
from patients bearing the internal tandem duplication of the FLT3 receptor (FLT3ITD), a
frequent and disease driver mutation, thus emphasizing a potential link between calcium
signaling and chemoresistance [11].

Here, we demonstrate for the first time, to our knowledge, the involvement of ORAI1
in SOCE in human AML cell lines and primary cells according to their differentiation status,
ABCB1 activity and LSC compartment proportion. We also show the contribution of ORAI1
(i) to AML cell cycle engagement and (ii) to apoptosis resistance against Ara-C treatment.

2. Results

2.1. ORAI1 and ABCB1 Gene Expression Varies in AML Patients at Diagnosis According to the
Differentiation Stage and Prognosis of the Disease

2.1.1. ORAI1 and ABCB1 Are Overexpressed in Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) Isolated from AML Patients

We first analyzed ORAI1 and ABCB1 gene expression by RT–qPCR in PBMCs isolated
from nine AML patients (Table S1) at the time of initial diagnosis (>80% of leukemic cells)
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compared with PBMCs from healthy donors. We found that ORAI1 gene expression was
increased in leukemic cells compared with normal cells (normal PBMCs 2−∆∆Ct = 1.4 vs.
3.91 for leukemic cells, p = 0.032) (Figure 1a). In the same manner, ABCB1 gene expression
was also significantly increased in leukemic blasts compared with normal PBMCs (normal
PBMCs 2−∆∆Ct = 1.14 vs. 3.86 for leukemic cells, p = 0.0063) (Figure 1b).

Figure 1. Expression of ORAI1 and ABCB1 in human AML primary cells compared with healthy

primary PBMCs. qRT–PCR detection of ORAI1 (a) and ABCB1 (b) gene expression in AML primary

cells isolated from 9 patients at disease diagnosis compared with normal primary PBMCs isolated

from 5 healthy donors. The expression levels of ORAI1 and ABCB1 relative to beta-2 microglobulin

(B2M) for each sample were normalized to the ORAI1 and ABCB1 levels in healthy PBMCs. The

relative expression ratio for each gene was calculated by the 2−∆∆Ct method. * p < 0.05, ** p < 0.01

compared with healthy PBMCs.

2.1.2. ORAI1 and ABCB1 Gene Expression Varies with the Stage of AML Differentiation
and Prognostic Classification

In addition to the fresh AML primary samples collected by our laboratory, we ana-
lyzed RNA-seq datasets from a cohort of human AML samples at diagnosis (n = 439, [12])
available in the public domain (https://www.cbioportal.org) for ORAI1 and ABCB1 gene
expression. We first compared AML patient samples according to the stage of leukemic
cell differentiation (French–American–British (FAB) classification), i.e., from the M0 un-
differentiated stage to the M5 monocytic differentiated stage. We observed an increase in
ORAI1 expression associated with late stages of AML differentiation (one-way ANOVA
(F(5.79) = 18.07, p < 0.0001) (Figure 2a), while in an opposite manner, ABCB1 expression was
downregulated in a more advanced stage of differentiation (one-way ANOVA (F(5.76) = 4.2,
p = 0.002) (Figure 2b).

AML patients were then classified as favorable (n =117), intermediate (n = 143) and
adverse risk (n = 157) based on the 2017 European Leukemia Net (ELN) risk stratifica-
tion (Figure 2c). We analyzed ORAI1 and ABCB1 gene expression in these three ELN
classes, and we observed a significant increase in ABCB1 in AML patient samples with
adverse risk (one-way ANOVA (F(2.414) = 21.16, p < 0.0001)), while ORAI1 gene expression
was downregulated in this ELN class (one-way ANOVA (F(2.414) = 7.547, p = 0.0006))
(Figure 2d,e).
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Figure 2. Differential expression patterns of ORAI1 and ABCB1 in AML primary cells isolated

from patients at the time of disease diagnosis, according to the FAB classification and ELN 2017

risk stratification. (a–e) RNA-seq data were generated by Tyner et al. [12] from samples derived

from patients with AML at disease diagnosis. RNA-Seq data were obtained from public domain

AML datasets (https://www.cbioportal.org, accessed on 15 March 2022). Data were extracted as

described by [13,14] for ORAI1 and ABCB1 expression in AML primary cells according to the FAB

classification (a,b). Overall survival of 439 adult patients with de novo AML according to ELN2017

risk stratification (favorable, intermediate, adverse). The p value is based on the log rank test. (c). Data

were extracted for ORAI1 (d) and ABCB1 (e) expression according to ELN2017 risk stratification.

Normalized expression values are presented as CPM; p values are from one-way ANOVA tests

comparing the different means (** p < 0.01; **** p < 0.0001).

2.1.3. AML with High ABCB1 and Low ORAI1 Gene Expression Shows Reduced
Expression of CD33 (Differentiation Marker) and CDK4/CDK6 (G0–G1 Transition
Phase Regulators)

We next analyzed the expression of genes related to AML differentiation (CD33) and
to cell cycle regulation, more specifically to G0–G1 transition phase regulators (CDK4
and CDK6), in AML patient samples discriminated by their level of expression of ORAI1
(ORAI1low and ORAI1high, n = 219 and n = 220, respectively) (Figure 3a) or ABCB1 (ABCB1low

and ABCB1high, n = 220 and n = 219, respectively) (Figure 3e) genes. We found that
both ABCB1high and ORAI1low AML were associated with lower expression of CD33
(Log (2) = 6.661 vs. 5.761, p < 0.0001 and Log (2) = 6.436 vs. 6.003, p = 0.0007, respec-
tively) and CDK4 (Log (2) = 5.658 vs. 5.464, p = 0.0211 and Log (2) = 5.698 vs. 5.424,
p = 0.0011, respectively) genes (Figure 3). Regarding the CDK6 gene, only ORAI1low AML
displayed lower expression than ORAI1high AML (Figure 3d,h). Interestingly, ABCB1high

AML samples displayed an overexpression of several leukemic stem cell markers previ-
ously identified and established as the 17-gene stemness signature [15] (Table S2) and
underexpression of the ORAI1 calcium channel gene (Log (2) = 3.471 vs. 3.741, p < 0.001)
(Figure 3i).
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Figure 3. Expression of CD33, CDK4 and CDK6 in primary AML cells isolated from patients at the

time of diagnosis, according to ABCB1 and ORAI gene expression. (a–i) RNA-seq data were generated

by Tyner et al. [12] from samples derived from patients with AML. RNA-Seq data were obtained

from public domain AML datasets (https://www.cbioportal.org). Data were extracted as described

in [13,14] for ORAI1 and ABCB1 expression, and 2 groups (n = 220 and n = 219) of AML patients were

discriminated according to high or low levels of ORAI1 (a) and ABCB1 (e) expression. Data were

extracted for CD33, CDK4 and CDK6 gene expression in the ORAI1low and ORAI1high AML and in the

ABCB1low and ABCB1high AML patient subgroups. Normalized expression values are presented as

CPM; p values were obtained from Student’s t tests between means (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001).

Collectively, these data point out a possible link between the high gene expression
of ABCB1 and the low expression of ORAI1 with (i) an undifferentiated stage of AML,
(ii) lower expression of G0–G1 transition phase regulators, (iii) higher expression of genes
related to the leukemic stem cell phenotype and (iv) an overall worse prognosis for patients.

2.2. Involvement of ORAI1 in SOCE in AML Cell Lines According to ABCB1 Activity, Stem Cell
Phenotype and Cell Cycle Engagement

2.2.1. ABCB1 Activity Reflects Stemness Markers and Cell Cycle Engagement in AML Cells

We have previously shown in numerous cohorts of AML patients that ABCB1 gene
expression is strongly linked to ABCB1 activity, the LSC proportion and a worse disease
prognosis [2]. Consequently, we next questioned the role of ORAI1 in SOCE in leukemic
cells with higher ABCB1 activity and/or an enrichment in stemness markers.

Therefore, we investigated whether ORAI1 contributes to SOCE in two representative
AML human cell lines, KG1 and U937, which display opposite features regarding (i) stage
of differentiation, (ii) ABCB1 expression and (iii) LSC size compartment [16,17]. We first
analyzed the CD34 + CD38− (i.e., LSC) subpopulation in the KG1 and U937 AML cell
lines by qRT–PCR, LSC-associated and ABCB1 gene expression and flow cytometry. As
previously reported, the immature KG1 acute myeloid leukemia cell line overexpressed LSC-
associated and ABCB1 genes and made up an important CD34 + CD38− LSC subpopulation
(10.4%). In contrast, the U937 monocytic differentiated leukemia cell line exhibited a
downregulation of LSC markers and a decrease in ABCB1 gene expression (Table 1).
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Table 1. Relative expression of LSC genes, ABCB1 and LSC compartment proportion in KG1 and

U937 AML cell lines. RT–qPCR was performed to analyze the relative expression of the indicated

genes as described in the Materials and Methods section. The percentage of LSCs (CD34 + CD38−)

was also analyzed by flow cytometry. * p < 0.05; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.

AML
Cell Lines

«LSC» Gene Expression
MDR Gene
Expression

Percent of «LSC»

LAPTMB4 NYNRIN MMRN1 DNMT3B ABCB1 CD34+/CD38−
KG1 1 1 1 1 1 10.4 ± 0.8 ***
U937 Not expressed Not expressed 0.05 ± 0.01 *** 0.37 ± 0.3 * 0.001± 0.0002 **** 0.04 ± 0.01

We next evaluated ABCB1 activity in both AML cell lines using the functional Rho-
damine 123 (Rh123) exclusion assay. The exclusion rate of the Rh123 fluorescent probe
was assessed by flow cytometry. With this method, we characterized two distinct cell
populations among U937 and KG1 cells (Figure 4a). Cells displaying a high fluorescence
intensity (i.e., cells that did not exclude the Rh123 probe) were considered Rh123high cells,
reflecting lower ABCB1 activity. Cells with a lower fluorescence intensity, noted Rh123low,
excluded the probe, reflecting higher ABCB1 activity. A discrete population of Rh123low

cells was identified among the differentiated U937 cell line (2.9 ± 0.8%), while a majority of
the immature KG1 cells were characterized as Rh123low (99.9 ±0.05%) (Figure 4a).

Figure 4. Flow cytometry identification of Rh123low (ABCB1high) populations enriched with quiescent

cells and stem cell markers in KG1 and U937 AML cell lines. (a) KG1 and U937 leukemic cells were

incubated with 0.1 µg/mL Rh123 probe for 20 min. After 60 min of exclusion of the Rh123 probe,

the Rh123low cell subpopulation appeared/is highlighted. (b) Ki67 (Alexa Fluor 488, green) and

nuclear (Hoechst, blue) staining was then performed on cells sorted by FACS based on Rh123 probe

exclusion. Ki67-negative or Ki67-low-expressing cells were considered quiescent cells or slow-cycling

cells, respectively. White arrows indicate quiescent cells in the Rh123low compartment and cycling

cells in the Rh123high cell compartment. (c) Stemness-associated gene expression was analyzed by

RT–qPCR and is shown in the Rh123low cells relative to the expression of the corresponding genes

in Rh123high cells. The relative expression ratio for each gene was calculated by the 2−∆∆Ct method.

The calculated values represent the expression level of each gene relative to the expression of B2M

used herein as an endogenous control. Histograms present the mean results from three independent

experiments.
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We and others have previously identified an enrichment of stem-like characteristics
(e.g., quiescence and overexpression of stemness genes) in normal hematopoietic cells,
tumor cell lines and primary cancer cells using the Rhodamine (Rh123) functional exclusion
assay [18,19].

Rh123low and Rh123high U937 and KG1 sorted cells were then subjected to immunos-
taining and qPCR. Immunocytochemistry revealed a significant difference in the expression
level of the nuclear protein Ki67, which is expressed during the cell cycle, between the
Rh123low and Rh123high populations in both leukemia cell lines (Figure 4b). The absence
or the low fluorescence intensity of the Ki67 protein observed in Rh123low cells was as-
sociated with quiescence or slow cycling, respectively. An enrichment of stemness char-
acteristics within KG1 and U937 Rh123low cells was further confirmed by qPCR analysis,
which showed a higher expression level of the stemness genes KFL4, SOX2 and NANOG
(Figure 4c). As expected, ABCB1 gene expression was highly increased in KG1 and U937
Rh123low cells (Figure 4c).

In addition, we performed flow cytometry immunophenotyping of the Rh123low and
Rh123high populations in both cell lines with regard to CD34 and CD38 surface marker
expression (Table 2). We observed an enrichment of the CD34 + CD38− stem-cell-like
phenotype in the Rh123low cell compartment (a 34-fold and 5-fold increase in U937 and
KG1 cells, respectively).

Table 2. LSC compartment identified by CD34 + CD38− phenotype combined with the Rh123 exclu-

sion assay in KG1 and U937 AML cell lines. Percentage of Rh123low and Rh123high cell compartments

associated with or without CD34 and CD38 surface markers analyzed by flow cytometry. Means

were compared between KG1 and U937 cells. ** p ≤ 0.01.

AML
Cell Lines

Rh123high Rh123low CD34+/CD38−
Rh123high

CD34+/CD38−
Rh123low

CD34+/CD38−

KG1 0.09 ± 0.05 ** 99.9 ± 0.05 ** 10.4 ± 0.8 ** 0.0025 ± 0.02 10.4 ± 0.8 **
U937 97.1 ± 0.8 2.9 ± 0.8 0.04 ± 0.01 0.02 ± 0.003 0.02 ± 0.003

Collectively, these results showed that the Rh123low cell compartment in both cell
lines reflected common characteristics regarding ABCB1 activity or the LSC phenotype.
Importantly, despite all the common features between the Rh123low compartment, we
observed a marked difference between the proportions of quiescent Ki67-negative cells,
which were more pronounced in the U937 Rh123low population, while the number of
slow-cycling cells (Ki67low) was increased in KG1 Rh123low cells (Figure 4).

2.2.2. The Involvement of ORAI1 in SOCE in AML Cell Lines Depends on ABCB1 Activity
and LSC Status

We first assessed the contribution of ORAI1 to SOCE in the U937 and KG1 leukemia
cell lines. Both cell lines were either treated with Synta66 (SOC inhibitor) or transfected
with siORAI1 (100 nM, 48 h) or siCTL and were then loaded with the fluorescent ratiometric
Indo-AM calcium dye. The 13 min kinetics were monitored by flow cytometry, during
which thapsigargin (1 µM), an inhibitor of SERCA pumps, was added after 2 min in the
absence of extracellular calcium followed by the addition of extracellular Ca2+ (2 mM) after
9 min. This protocol with thapsigargin induces depletion of the endoplasmic reticulum
(ER) calcium stores and activation of SOCE visualized at the time when calcium is added to
the extracellular calcium. As shown in Figures S1 and S2, we monitored over time the ratio
of F400/F475 fluorescence intensity reflecting cytosolic calcium levels in both cell lines.
Application of the SOC channel inhibitor Synta66 (10 µM) and ORAI1 silencing in KG1
and U937 cells elicited a marked decrease in SOCE (Figure S1 and S2), thus confirming the
involvement of the ORAI1 channel in SOCE in AML cell lines.

We next evaluated the level of expression of the ORAI1 calcium channel in the sorted
Rh123low and Rh123high populations. As shown in Figure 5a,b, KG1 and U937 Rh123low
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cells, which displayed high ABCB1 expression and activity, exhibited lower levels of ORAI1
expression and activity.

Figure 5. SOCE is downregulated in the KG1 and U937 Rh123low cell subpopulations. (a) Relative

ORAI1 expression in KG1 and U937 Rh123low and Rh123high cell subpopulations determined by

RT–qPCR. ORAI1 relative expression was calculated by the 2−∆∆Ct method. * p < 0.05. (b) [Ca2+]i was

monitored by flow cytometry, and the F400/F475 ratio reflected calcium capacitive entry in KG1 and

U937 Rh123low and Rh123high cell subpopulations. The graphs represent the means of 3 independent

experiments. * p ≤ 0.05.

The advantage of the multiparameter flow cytometry technique is the possibility of
performing a functional assay of rhodamine exclusion while simultaneously monitoring
intracellular calcium levels without unnecessary additional sorting experiments. As shown
in Figure 5b, we observed a slight decrease in SOCE in KG1 and U937 Rh123low cells
compared with Rh123high cells. Application of the SOC channel inhibitor Synta66 (10 µM)
led to a dramatic decrease in SOCE amplitude in KG1 and U937 Rh123low and Rh123high

compartments. Interestingly, the inhibition elicited by Synta66 was similar in both com-
partments, indicating similar SOCE properties in the Rh123low and Rh123high populations
(Figure S3).

2.2.3. ORAI Is Involved in AML Cell Line Proliferation and Cell Cycle Engagement

While it has been described that SOC inhibitors can induce proliferation defects in
cancer cell lines [20], the involvement of SOC channels in AML cell proliferation remains
largely unknown [8]. However, the role of [Ca2+]i and associated signaling pathways
in cell cycle engagement and/or proliferation of AML primary cells and cell lines has
been investigated [8]. Using the SOC channel inhibitor Synta66, we observed a small but
significant decrease in KG1 and U937 proliferation after a 24 h treatment compared with
control cells (Figure 6a,b) without any significant cell death engagement. Similar to Synta66
application, siRNA against ORAI1 also induced a decrease in proliferation in both AML
cell lines (Figure 6c).

SOC inhibition by Synta66 or with the abolition of ORAI1 expression (siRNA) did not
induce any significant change in ABCB1 activity (% of Rh123low cells) or the proportion of
CD34 + CD38− leukemic stem cells in either AML cell line (Table S3). We then stained the
cells for Ki67/PI simultaneously with CD34 and CD38 surface markers to check cell cycle
engagement, particularly the size of the LSC compartment, after treatment with Synta66.
Interestingly, we observed a significant increase in the proportion of quiescent CD34 +
CD38− leukemic stem cells in the U937 cell line (Figure 6d). In the CD34 + CD38− KG1
cell compartment, the number of Ki67-negative cells was decreased (Figure 6d) due to an
accumulation in the G1 phase of the cell cycle (data not shown).
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Figure 6. SOCs/ORAI1 are involved in proliferation of KG1 and U937 cells and in the quiescence

state of LSC. KG1 (a) and U937 (c) viability (Trypan blue) under control conditions or after 24 h of

treatment with synta66 (10 µM). (b) Proliferation rate of KG1 and U937 cells transfected with control

or ORAI1 siRNA. (d) Percentage of Ki67neg cells in CD34 + CD38− LSCs treated or not treated for

24 h with synta66 (10 µM). For each experiment, three independent experiments were performed.

*** p ≤ 0.001. * p ≤ 0.05.

2.3. Cytarabine (Ara-C) Has an Impact on SOCE in AML Cell Lines and Primary Cells Depending
on ABCB1 Activity, the LSC Proportion and/or Cell Cycle Engagement

We next evaluated the impact of cytarabine (Ara-C), a chemotherapeutic agent cur-
rently used in the treatment of AML, on KG1 and U937 cell lines and primary cells to
determine the role and contribution of ABCB1 activity or LSC proportion in the response to
this drug.

2.3.1. Effect of Ara-C on the AML Cell Cycle and LSC Proportion

As expected, a 24 h treatment with Ara-C inhibited U937 and KG1 cell proliferation
in a dose-dependent manner. U937 cells were more sensitive to the treatment than KG1
cells, with the latter displaying higher ABCB1 activity and a higher proportion of LSCs
(Figure S4). We also performed a cell cycle analysis by flow cytometry (Ki67/PI double
staining) and observed that KG1 cells accumulated in the G1 phase (46.2% ± 2.1 vs. 65.8%
±1.4, CTL and 1 µM Ara-C, respectively) with a slight increase in cell death (2.6% ± 0.3
vs. 6.3% ± 0.8 of cells in subG1 with 1 µM Ara-C) (Figure 7 and Figure S5). U937 cells
showed a more significant increase in cell death than KG1 cells after cytarabine treatment
(16.9% ± 2.5 of cells in subG1 at 1 µM Ara-C compared to 6.3% ± 0.8 for U937 and KG1,
respectively). Moreover, we did not observe any change in the percentage of cells in the G0
phase of the cycle after treatment with Ara-C for either cell line (Figure 7 and Figure S5).
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Figure 7. Effect of Ara-C on the KG1 and U937 cell cycle. Cell cycle analysis by flow cytometry of

KG1 and U937 AML cell lines with KI67/PI double staining. Cells were either in a control condition

or treated with Ara-C at the indicated concentrations for 24 h. Three independent experiments were

performed. * p ≤ 0.05.

Ara-C treatment increased the Rh123low cells and decreased the Rh123high cell com-
partments in a dose-dependent manner for U937 cells but not for KG1 cells (Table S5).
However, the proportion of CD34+ CD38− KG1 cells increased in a dose-dependent man-
ner with this treatment (Table S5). As expected, our cell cycle results (% of cells in SubG1)
showed that cells undergoing cell death were cells with low ABCB1 activity (Rh123high),
while CD34+ CD38− and Rh123low cells were more resistant to Ara-C.

2.3.2. Effect of Ara-C on SOCE in AML Leukemic Cells

The Effect of Ara-C on SOCE in AML Cell Lines Depends on ABCB1 Activity and the
LSC Phenotype

Considering the difference in chemosensitivity and LSC compartment size between
KG1 and U937 cells and the potential role of SOC activity in these features, our next goal
was to functionally study the impact of Ara-C on SOCE in both cell lines according to
ABCB1 activity. To assess SOCE in viable cells only, we measured SOCE by flow cytometry
in cells treated or not with Ara-C and stained with a viability dye.

In the more chemoresistant KG1 Rh123low cells (high ABCB1 activity), Ara-C exposure
induced a slight increase in capacitative calcium entry in a dose-dependent manner, without
any significant impact on the basal calcium level (Figure 8 and Figure S6). In contrast,
the more chemosensitive U937 Rh123high cells (low ABCB1 activity) displayed a marked
decrease in SOCE with a slight increase in basal calcium levels after Ara-C treatment.
Increased SOC activity could therefore be linked to resistance mechanisms mobilized by
AML leukemic cells. Surprisingly, when we assessed SOC activity in the minority cell
compartment among KG1 and U937 cells regarding the ABCB1 activity level (i.e., KG1
Rh123high and U937 Rh123low cells), these cells displayed either no change (KG1) or a
decrease (U937) in SOCE following Ara-C treatment (Figure 8 and Figure S6).

We next evaluated ORAI1 gene expression in KG1 and U937 cells following Ara-
C exposure. We observed a significant increase in ORAI1 expression in KG1 cells and
a significant decrease in U937 cells (Figure 9), in agreement with the observed Ara-C
functional effects on SOCE in both leukemia cell lines.

Because the calcineurin–NFAT signaling pathway is closely associated with SOCE and
ORAI channels in several models, we next evaluated NFAT localization in both KG1 and
U937 AML cell lines treated or not treated with Ara-C for 24 h. Under control conditions,
NFAT was predominantly localized in KG1 cytoplasm and in U937 nuclei, as shown in
Figure 9. After Ara-C exposure, KG1 exhibited a translocation of NFAT to the nucleus
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(Figure 9). Conversely, U937 cells treated with Ara-C displayed a predominant cytoplasmic
distribution of NFAT (Figure 9).

Figure 8. Effect of Ara-C on SOCE in Rh123high and Rh123low KG1 and U937 cell subpopulations.

Cells were treated for 24 h with Ara-C at the indicated concentrations. For each condition, three

independent experiments were performed. Flow cytometric analysis of the impact of Ara-C on SOC

channel activity in the Rh123high (a,c) and Rh123low (b,d) KG1 and U937 cell subpopulations. The

delta of the F400/F475 ratio reflects the capacitative Ca2+ entry in the Rh123high and Rh123low cell

subpopulations. * p ≤ 0.05; *** p < 0.001.

Figure 9. Effect of Ara-C on ORAI1 expression and NFAT localization. Relative expression of the

calcium channel ORAI1 in KG1 (a) and U937 (b) leukemic cell lines. ORAI1 expression was analyzed

by RT–qPCR. The relative expression ratio for ORAI1 was calculated by the 2−∆∆Ct method. * p < 0.05;

** p < 0.01; *** p < 0.001. Confocal microscopy showing NFAT expression and localization (Alexa

Fluor 488, red) and nuclei (Hoechst, blue) in control and Ara-C-treated (5 µM) KG1 (c) or U937 (d)

cells. The scale bar is indicated.
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Ara-C Affects SOCE in Primary AML Cells from Patients According to ABCB1 Activity
and LSC Phenotype

We first performed a Rh123 exclusion assay and CD34 + CD38− immunophenotyping
in AML primary cells from nine patients (Table S1) to screen their ABCB1 activity and LSC
compartment proportion. We next evaluated the Ara-C effect on high ABCB1 activity and
LSC-enriched AML primary cells (AML patient #1) compared with lower ABCB1 activity
and poorly LSC-enriched AML cells (AML patient #2) (Table S6).

As expected, Ara-C exposure induced a slight decrease in AML#1 primary cell viability
and a more pronounced decrease in AML#2 cells (Figure S7). Similarly, cell death was
significantly higher in AML#2 Ara-C-treated cells than in AML#1 cells (48 vs. 20% of subG1,
respectively) (Figure S7).

In the more chemoresistant and LSC-enriched AML#1 Rh123low cells (high ABCB1
activity), Ara-C treatment provoked a slight increase in capacitive calcium entry (Figure 10).
Conversely, the more chemosensitive AML#2 cells (low ABCB1 activity) displayed a signifi-
cant decrease in SOCE subsequent to Ara-C treatment (Figure 10).

We then evaluated ORAI1 gene expression in AML#1 and AML#2 primary cells
following Ara-C exposure, and we observed, in agreement with the Ara-C effect on SOCE,
a significant increase in AML#1 cells with high ABCB1 activity and a significant decrease
in AML#2 primary cells (Figure 10).

Interestingly, we observed similar SOCE and ORAI1 expression modulation in primary
cells and KG1/U937 cell lines according to their respective ABCB1 activity, LSC status and
differentiation stage.

To verify NFAT localization, we performed immunocytochemistry staining, and we
observed results similar to those obtained with KG1 and U937 cell lines, namely, a predom-
inant redistribution of NFAT in the nucleus of AML#1 cells and in the cytoplasm of AML#2
cells after Ara-C treatment, as shown in Figure S8.

Figure 10. Effect of Ara-C on SOCE and ORAI1 expression in AML#1 and AML#2 primary cells

according to ABCB1 activity. Cells were treated or not for 24 h with 5 µM Ara-C. Three independent

experiments were performed. Time course of [Ca2+]i analyzed by flow cytometry (Indo-AM) upon

SOC activation in AML#1 and AML#2 Rh123high (a,d,c) and Rh123low (b,d) primary cells. Each

point represents the mean of 3 independent experiments including between 1000 and 10,000 cells.

Relative expression of ORAI1 in AML patient #1 and #2 cells (e,f). ORAI1 expression was analyzed

by RT–qPCR. The relative expression ratio was calculated by the 2−∆∆Ct method. * p < 0.05.



 213 

  

 

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5555 13 of 20

3. Discussion

In this study, we present new data supporting that ORAI1 calcium channels me-
diate SOCE in human AML cell lines and primary cells from patients. We show that
ORAI1/SOCE plays a role in AML cell proliferation and in G0–G1 cell cycle engagement
according to the LSC phenotype. We also demonstrate a link between ORAI1 expression
and/or activity and AML cell differentiation stage, ABCB1 activity and the LSC compart-
ment. Furthermore, our data suggest that Ara-C treatment modulates SOCE in AML cell
lines and primary cells via ORAI1 expression regulation. Using KG1 and U937 AML cell
lines, two models with distinct ABCB1 activity and LSC compartment proportions, we
observed opposite responses to Ara-C treatment with regard to ORAI1 expression and
SOCE modulation. The more chemoresistant ABCB1high and LSC-enriched KG1 AML cells
displayed an increase in SOCE and ORAI1 expression following Ara-C treatment, while
the chemosensitive ABCB1low and poorly LSC-enriched U937 cells exhibited the opposite
responses. Interestingly, we observed similar behaviors in primary AML cells obtained
from patients at the time of diagnosis and presenting the same opposite features.

We have previously shown the clinical significance of ABCB1 in a cohort of patients
with de novo AML and highlighted the link between ABCB1 expression and activity with
LSC gene expression and risk stratification [2]. However, ABCB1 was not directly linked to
drug resistance, prompting us to propose a bystander effect of these particular MDRs in
chemoresistance mechanisms. Interestingly, in this study, we present new data obtained
from public datasets [12], corresponding to the RNA-Seq analyses of a cohort of 439 AML
patients at diagnosis, linking high ABCB1 expression and low ORAI1 expression with (i)
an undifferentiated stage of AML, (ii) a lower expression of CDK4 and CDK6 (i.e., G0–G1
transition phase regulators), (iii) a higher expression of genes related to the LSC phenotype
and (iv) an overall worse prognosis of the disease. In addition, we analyzed the genetic
phenotypes associated to the different ABCB1 and ORAI1 expression levels. We observed
in the ABCB1high group a significant increase in AML subgroups bearing RUNX1, TP53
and GATA2 mutations, and a decrease in AML patients presenting NPM1 and FLT3-ITD
mutations. In the ORAI1low group, NPM1 and FLT3-ITD mutations were seldom observed,
while AML bearing the RUNX1 mutation was over-represented. These observations were in
agreement with ELN 2017 risk stratification: FLT3-ITD and NPM1 mutations are associated
with good prognosis, while TP53, GATA2 and RUNX1 are correlated with an adverse risk.

We functionally confirmed these observations not only in the two representative AML
cell lines KG1 and U937 but also in primary cells (AML#1 and AML#2) isolated from
leukemia patients at the time of diagnosis based on their expression levels of ABCB1 and
LSC-associated markers. In agreement with our results obtained by screening a public
dataset, the slow-cycling immature KG1 AML and AML#1 primary cells displayed high
ABCB1 activity and an enrichment of their LSC compartment while underexpressing
ORAI1. In contrast, fast-cycling differentiated U937 and AML#2 primary cells exhibited
lower ABCB1 activity and a discrete number of LSCs while overexpressing ORAI1.

More precisely, we identified two distinct cell subpopulations among KG1 and U937
cells in regard to ABCB1 activity, namely, the Rh123low and Rh123high populations. The
Rh123low cell compartment in each cell line shared common characteristics regarding
ABCB1 activity and the LSC phenotype characterized herein by expression markers (e.g.,
SOX2, KLF4, NANOG), surface markers (CD34 + CD38-) and Ki67 expression levels. In-
terestingly, we observed that ORAI1 expression was downregulated in Rh123low cells
compared with their Rh123high counterparts. Emerging roles of Ca2+ in cancer stem cell
(CSC) population maintenance and stemness have been reported, and some studies have
proposed a link between ORAI1 and the regulation of the CSC compartment [21]. For
instance, it has been shown that ORAI1 and SOCE, through NFAT activation, promote
stemness in oral/oropharyngeal squamous cell carcinoma. Specifically, the ALDHhigh

CSC population expressed more ORAI1 proteins, and a study showed that ectopic expres-
sion of ORAI1 in nontumorigenic immortalized oral epithelial cells resulted in increased
proliferation, self-renewal, and tumor-initiating capacities [22]. These data therefore con-
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tradict our observations in the Rh123low population, which was enriched in LSCs and
expressed less ORAI1. However, similar to our results, it has been reported that SOCE
inhibition triggers glioblastoma stem cells to adopt a quiescent state, suggesting that the
transition from proliferation to quiescence involves the remodeling of Ca2+ signaling [23].
In our study, while the proportion of LSCs was not altered by SOCE modulation through
ORAI1 silencing, LSCs were more engaged in quiescence in U937 CD34 + CD38− LSC
stem cells. In hematopoietic stem cells (HSCs), two elegant studies on how intracellular
calcium levels dictate cell fate (i.e., quiescence or cycling state) have shown opposite re-
sults [8]. Bonora et al. demonstrated an increase in the intracellular Ca2+ concentration
during the switch from the G0 to G1 state and that cycling HSCs display active NFAT and
TET2 degradation [24]. Conversely, Fukushima et al. proposed that the intracellular Ca2+

concentration decreases during the G0 to G1 transition, leading to an increase in CDK4/6
activity, and that the calmodulin (CaM)/CaM kinase (CaMK) pathway is involved in HSC
quiescence [25]. These apparently contradictory results could be explained by the difficulty
in discriminating between different stages of “activation” of normal and cancer stem cells.
In addition, symmetric and asymmetric CSC divisions could also increase the level of
complexity to understand the regulation of CSCs/LSCs by calcium signaling. Combined
with the heterogeneity of responses observed in different organs and tissues, these reports
emphasize the need to better understand calcium remodeling during the transition between
the different activation stages of LSCs.

While alterations in calcium signaling have been extensively studied in solid cancers,
only a few studies have explored the dysregulation of calcium-dependent signaling path-
ways in AML, and none have investigated calcium-dependent resistance mechanisms [8].
Regarding the molecular nature of SOCE in AML, to our knowledge, only one study has
proposed that ORAI1 and ORAI2 mediate SOCE in the HL60 AML cell line while demon-
strating their role in proliferation and migration [26]. In the present study, we are the
first group to provide evidence of the involvement of ORAI1 in AML cell lines and in
primary cells according to the AML differentiation state, ABCB1 activity and LSC compart-
ment. Moreover, our results reveal the upregulation of ORAI1 and SOCE in chemoresistant
ABCB1high KG1 AML cells and in ABCB1high AML primary cells after Ara-C exposure.
However, Ara-C had the opposite effect in chemosensitive ABCB1low U937 cells and
ABCB1low AML primary cells by inducing the downregulation of ORAI1 and SOCE. Sev-
eral hypotheses can be formulated to explain these apparently contradictory results. First,
the cell cycle engagement state of the two Rh123low cell compartments from the KG1 and
U937 cell lines is different. As previously mentioned, we observed a marked difference
between the proportions of quiescent Ki67-negative cells, which were more pronounced
in the U937 Rh123low population, while the number of slow-cycling cells (Ki67low) was
increased in KG1 Rh123low cells. The difference in proportion in “true” quiescent G0 cells
could explain the different behaviors in regard to SOCE modulation in response to Ara-C
treatment. Moreover, the difference in basal ORAI1 expression levels between the two cell
lines (significantly lower in KG1 than in U937 cells) may also explain the opposite response
to Ara-C exposure regarding SOCE modulation. Nevertheless, further investigations are
needed to better understand these differences between the two cell lines.

In a recent work, Borella et al. showed that lercanidipine, a CaV1.2 calcium channel
inhibitor, combined with the chemotherapeutic agent Ara-C significantly decreased AML
growth in a preclinical model, and that this effect was far more robust than when each
molecule was applied separately [27]. These data emphasize the possible clinical value
of calcium channel inhibition to increase AML chemosensitivity. However, based on our
results, the basal level of ORAI1 channel expression, LSC size compartment, G0 quiescent
state and ABCB1 activity could represent additional mechanisms of chemoresistance in
AML that should also be considered when studying this issue.

The data presented herein clearly demonstrate that ORAI1 is expressed in both AML
cell lines and in primary cells isolated from AML patients. We have shown the overex-
pression of ORAI1 in these leukemic cells compared with normal primary cells (PBMCs)
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isolated from healthy patients. These results suggest that AML cells, through ORAI1 up-
regulation, may acquire additional characteristics, such as apoptosis resistance. Previous
studies have reported contradictory roles for SOCE and ORAI1 in apoptosis regulation.
While it has been shown that SOCE and ORAI1 contribute to apoptosis induction by di-
verse stress-associated stimuli [6,28], other studies have demonstrated their prosurvival
and antiapoptotic roles [29]. Our results in AML cells are, however, similar to our previ-
ous observations in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cells, where ORAI1 also
mediates SOCE and exhibits prosurvival and antiapoptotic roles in cell lines exposed to
chemotherapy drugs. In this study on PDAC, we also demonstrated that drugs used in
clinics (5-FU, gemcitabine) increase SOCE via the upregulation of ORAI1 and STIM1 [5].
Our data therefore show that in these two cancer models (i.e., AML and PDAC), the ORAI1
expression level is significantly higher than that in “normal” cells and is modified when
cells are exposed to chemotherapy drugs.

It has been suggested that calcium channels display functional specificity in the
activation of Ca2+-dependent transcription factors and the induction of gene expression. In
this context, numerous studies have associated ORAI1-mediated Ca2+ entry with NFAT
nuclear translocation and NFAT-dependent gene expression [30]. The precise role of
NFAT in AML is still poorly documented. Nevertheless, it has been shown that the
differentiation status of AMLs could impact NFAT expression levels [9]. A study on
leukemic blasts isolated from AML patients was performed to determine the expression
level (RNA-Seq) of NFAT isoforms according to differentiation status (FAB classification).
NFATc2/c3 isoforms were found to be overexpressed at the early stage of differentiation.
Moreover, it has been shown that NFAT inhibition increases the sensitivity to chemotherapy
of primary AML leukemic blasts with an FL3-ITD mutation [11]. Interestingly, NFAT
overexpression was observed in AML primary cells from patients during relapse compared
with samples at the diagnostic stage [9]. While these data point to a possible role of
NFAT in AML chemoresistance and AML progression, a majority of these studies only
described NFAT gene expression without examining NFAT protein levels and intracellular
distribution. In our study, ABCB1high- and LSC-enriched chemoresistant cells (KG1 and
AML#1 cells) displayed a preferential cytoplasmic localization of NFAT, while the ABCB1low

and LSC-enriched chemosensitive cells (U937 and AML#2 cells) presented a mostly nuclear
distribution. Interestingly, Ara-C exposure induced NFAT translocation to the nucleus
in ABCB1high cells and cytoplasmic redistribution in ABCB1low cells. These observations
are in perfect agreement with the effect of Ara-C on SOCE in these cells, thus strongly
suggesting a close functional link between SOC activity and NFAT regulation in AML cells.

There is growing evidence that NFAT signaling cooperates with mutations of the
Fms-related tyrosine kinase receptor 3 (FLT3) receptor in AML. Internal tandem duplication
of the FLT3 receptor (FLT3ITD) is present in approximately 25% of AML cases and confers
particularly poor outcomes for patients compared with other AML subtypes [31]. While
NFAT was found to negatively regulate genes that control cell cycle entry, such as Cdk4 and
Cdk6, in normal myeloid cells, this activity was dependent on Flt3 ligand (Flt3-L) signaling
and phospholipase PLCγ1-dependent calcium influx. Understanding the relationship
between FLT3-L and NFAT activity could therefore be of utmost interest within the context
of leukemia. Further investigations are thus required to better characterize the contribution
of NFAT to the proliferation and quiescence of leukemic cells and LSCs and its possible
role in chemoresistance.

In summary, our study presents for the first time the contribution of ORAI1, SOCE
and the associated NFAT transcription factor in human AML cell lines and primary cells
according to ABCB1 activity, LSC compartment and Ara-C chemoresistance. Further studies
are needed to better understand the precise contribution of the ORAI1/SOCE/NFAT axis to
LSC/leukemic cell cycle engagement and the specific mechanisms of apoptosis regulation
by SOCE and ORAI1 to potentially reveal novel strategies targeting these proteins and
improving current AML treatment efficiency.
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4. Materials and Methods

Cell culture. KG1 and U937 cell lines were purchased from the ATCC® (CCL-246™
and CRL-1593.2™, respectively). These cell lines were cultured at 37 �C in a humidified
atmosphere with 5% CO2 in RPMI 1640 medium (Gibco, Waltham, MA, USA) supplemented
with 1% penicillin streptomycin antibiotic cocktail (Gibco) and fetal bovine serum (FBS)
(Gibco) at different concentrations according to the cell line needs (20 and 10% FBS for the
KG1 and U937 cell lines, respectively). Cells were treated at the indicated concentrations
with Ara-C (provided by Lille Hospital) or Synta66 (Sigma–Aldrich, Burlington, MA, USA).

Patient samples. Healthy and AML patient blood samples were processed as previ-
ously described [32] to collect peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Briefly, blood
was first diluted in PBS (Gibco) and then gently added to human Pancoll solution (Pan
Biotech, Aidenbach, Germany). After centrifugation, PBMCs were collected and used
for experiments or frozen in 90% SVF and 10% DMSO solution in liquid nitrogen until
use. After thawing, the cells were treated with DNase (Qiagen, Germantown, MD, USA)
at a final concentration of 50 µg/mL and in RPMI supplemented with 10% FBS and 1%
antibiotic cocktail.

Rhodamine 123 (Rh123) exclusion assay, ABCB1 activity. The Rh123 exclusion assay
was performed as previously described [19]. Briefly, cells were adjusted to a concentration
of 106 per milliliter and loaded with 0.1 µg/mL Rh123 (Sigma–Aldrich, λex 488 nm and
λem 531 nm) in RPMI 1640 medium for 20 min at 37 �C in the dark for probe inclusion.
After removing Rh123 from the medium, an exclusion step was performed at 37 �C for an
additional 60 min. A positive control (cells with maximal Rh123 intensity) was obtained
by keeping cells on ice or treating them with 0.1 µM verapamil (Sigma) to prevent Rh123
exclusion. Debris and cell doublets were excluded from the analysis, and cells were gated
according to the positive control presenting the highest fluorescence intensity level. Cells
with fluorescence intensity equal to the positive control were considered Rh123high (lowest
ABCB1 activity). Cells with the lowest Rh123 intensity were considered Rh123low (highest
ABCB1 activity). Acquisition was performed on an LSR-Fortessa X20 flow cytometer (BD
Biosciences, Haryana, India).

Calcium influx assay by flow cytometry. Cells were loaded with the ratiometric dye
indo-1-AM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as a Ca2+ indicator. One million
cells per milliliter were loaded with 0.7 µM indo-1-AM in the corresponding medium for
30 min at 37 �C in the dark and then washed. The evolution of the intracellular calcium
concentration ([Ca2+]i) was measured every 5 s as the F400 nm/F475 nm (RF400/F475)
ratio of fluorescence with a flow cytometer UV light. Baseline [Ca2+]i was acquired in a
0 mM Ca2+ solution containing 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 5
mM glucose, and 10 mM HEPES (pH 7.4). After 120 s, the cells were treated with 1 µM of
the sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) inhibitor thapsigargin (Focus
Biomolecules). After 420 s of treatment with thapsigargin, a Ca2+-containing solution was
added to the cells (final [Ca2+]e 2 mM). Fluorescence was monitored with an LSR-Fortessa
X20 flow cytometer, and median fluorescence values (n = 1000–10,000 cells for each time
point) were extracted for further analysis. The Ca2+ release (∆rRF400/F475) and capaci-
tative calcium entry (also noted SOCE for store-operated calcium entry) (∆iRF400/F475)
were calculated as previously described [20]. Graphs were plotted using GraphPad Prism
software.

Immunophenotyping. After rinsing, the cells were stained with fluorochrome-conjugated
antibodies (all from Biolegend, San Diego, CA, USA) for 30 min at room temperature (RT)
in PBS with 10% SVF. Antibodies were used at a 1:100 dilution (except for the PE-Cy7-
conjugated CD33 antibody used at a 1.25:1000 dilution), and matching isotype antibodies
were used at the same final concentration. Then, the cells were rinsed and resuspended
in PBS before being analyzed by flow cytometry. Compensation beads (Invitrogen) were
used to establish a matrix of compensation. Gating was determined based on negative
control cell staining with corresponding isotype antibodies. Depending on the protocol,
two panels of antibodies were used. If combined with Rh123 exclusion and calcium
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influx assays, allophycocyanin (APC)-conjugated CD34 and phycoerythrin (PE)-conjugated
CD38 antibodies were used. If combined with the calcium influx and cell viability assays,
APC-conjugated CD34, PE-conjugated TIM3, PE-Cy7-conjugated CD33 and Brilliant Violet
421 (BV421)-conjugated CD38 antibodies were used. To assess their viability, cells were
loaded with a DyeTM 750/777 Fixable Viability Staining Kit for 30 min at RT and protected
from light.

Proliferation assay. Proliferation status was determined by nuclear Ki67 protein stain-
ing with a fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated Ki67 antibody (Abcam, Cambridge,
UK). Cells were first fixed with a 4% paraformaldehyde solution (Sigma–Aldrich) for
10 min at RT and then washed and incubated for 30 min at RT with 0.1% Triton X100
(Sigma–Aldrich) and 10% SVF solution supplemented with PBS. After washing, the cells
were incubated with APC-conjugated CD34, BV421-conjugated CD38, PE-Cy7-conjugated
CD33, PE-conjugated TIM3 antibodies (all from Biolegend) and FITC-conjugated Ki67
antibody (Abcam) in 0.1% Triton X100 and 10% SVF solution in PBS for 30 min at 4 �C in
the dark. Cells were stained with the antibodies used at a 1:100 dilution (except for the
PE-Cy7-conjugated CD33 used at a 1.25:100 dilution) or with matching isotypes at the same
final concentration. Cells were then placed on ice before flow cytometry analysis.

Cell cycle analysis. Cells were adjusted to a concentration of 106 per milliliter to
be fixed and permeabilized with 70% ethanol (Sigma) for 30 min at �20 �C. Cells were
stained for 30 min at RT in the dark with 50 µg/mL propidium iodide (Sigma–Aldrich) and
5 µg/mL RNase (Qiagen) in PBS. To determine the percentage of cells in the G0 phase of
the cell cycle, cells were preincubated with the FITC-conjugated Ki67 antibody (Abcam)
at a 1:100 dilution or with matching isotype at the same final concentration in PBS with
10% SVF for 30 min at 4 �C in the dark. Then, the cells were kept on ice until analysis by
flow cytometry.

Cell sorting. Subsequently, for the Rh123 exclusion assay, U937 and KG1 cells were
washed and resuspended to a concentration of 5 ⇥ 106 cells per milliliter in culture cell
medium without phenol red and 1% SVF (Sigma–Aldrich). Rh123low and Rh123high cells
were sorted on a FACSAria flow cytometer (BD Biosciences). Gating was determined based
on the positive control loaded with the Rh123 probe without the exclusion step. After
sorting, the cells were kept at 37 �C before being used in further experiments.

Flow cytometry data analysis. Data were analyzed using FlowJo software (TreeStar).
Live cells were discriminated from dead cells using a viability probe (DyeTM 750/777).
Cell subpopulations were discriminated according to their rhodamine exclusion and/or
cell-surface marker expression. Calcium mobilization was analyzed in the different gated
subpopulations.

Immunocytochemistry. Cells were immobilized on 0.01% poly-lysine (Sigma–Aldrich)-
coated coverslips at a concentration of 106 cells per coverslip for 10 min (or 24 h if treated)
at 37 �C before being fixed with a 4% PAF solution (Sigma–Aldrich) for 10 min at RT. After
washing, the cells were treated with a 0.1% Triton X-100 saturation/permeabilization solu-
tion for 10 min at RT. PBS-Tween (0.1% of Tween in PBS, Merck) was used to wash the cells
for 5 min before incubating them in blocking buffer (1% BSA in PBS, Sigma–Aldrich) for
60 min at RT. Primary polyclonal rabbit anti-human NFAT antibody (1:100 dilution, Abcam)
was directly added to the blocking buffer for 60 min at RT. After washing with PBS-T, FITC-
conjugated Ki67 (1:100 dilution, Abcam) and Alexa Fluor 568 donkey anti-rabbit secondary
antibody (1:2000 dilution, Invitrogen, Waltham, MA, USA) were subsequently added for
another 60 min at RT. Negative controls were performed by replacing the primary antibody
and fluorochrome-conjugated antibody with irrelevant antibodies of the same isotype. To
visualize nuclei, 10 µg/mL Hoechst (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) was added for
10 min at RT. The coverslips were mounted on microscope slides with Fluoroshield mount-
ing medium (Abcam). For confocal microscopy, cell images were obtained using a confocal
laser scanning microscope (LSM 700, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, Germany)
with a Plan Apochromat 40⇥/1.3 numerical aperture oil immersion objective (Hoechst,
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Frankfurt, Germany, λex 343 nm, λem 483 nm, NFAT λex 568 nm, λem 605 nm and Ki67
λex 488 nm, λem 532 nm). Images were analyzed with Zeiss LSM Image Browser software.

siRNA-mediated gene knockdown. To evaluate the role of the ORAI1 calcium chan-
nel in SOCE, five million KG1 or U937 cells were transfected by electroporation in trans-
fection buffer (LONZA Amaxa® Cell Line Nucleofactor™ Kit V, Basel, Switzerland) with
100 nM control or ORAI1-specific siRNA (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) to
downregulate ORAI1 expression. After passing the cells through the Amaxa Nucleofactor™
II electroporator, they were cultured in 6-well plates. Forty-eight hours post-transfection,
the cells were collected, and ORAI1 expression was assessed by qRT–PCR. The gene silenc-
ing efficiency was approximately 90% and 95% for KG1 and U937 cell lines, respectively
(Figure S9).

RNA Extraction, qRT–PCR. RNA extraction was performed following the manufac-
turer’s protocol (Qiagen RNeasy Mini Kit). RNA was transcribed into cDNA using random
hexamers and the High Capacity Reverse Transcription kit from Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA). All qRT-PCRs were performed using TaqMan fluorescent probes (human
ORAI1, MMRN1, LAPTM4B, NYNRIN, KLF4, SOX2, NANOG, DNMT3B, ABCB1 and BETA-
2 MICROGLOBULIN or B2M) provided by Applied Biosystems, Bedford, MA, USA. Duplex
qPCR was performed, and discrimination of the genes of interest from the reference gene
was allowed owing to 2 distinct fluorophore dyes, FAM and VIC probes for the genes of
interest and the reference gene, respectively. The relative expression ratio for each gene
was calculated by the 2−∆∆Ct method. The calculated values represent the expression level
for each gene relative to the expression of B2M, which was used as the endogenous control.
No expression denotes no detection in 50 ng of cDNA.

Analysis of public datasets. RNA-seq datasets of human AML samples at diagnosis
(n = 439) [12] are available in the public domain (https://www.cbioportal.org, accessed on
15 March 2022). The RNA-seq expression unit used was counts per million reads mapped
(CPM). Raw data were extracted and analyzed as previously described [13,14].

Statistical analyses. All results are expressed as the means ± SEM of at least 3
independent experiments with 3 replicates each. For public dataset analysis, the number
of patient samples is indicated. Comparisons between means were assessed using the
Student’s t test for unpaired data or one-way ANOVA. For the Student’s t test, if unequal
variance was observed, then Welch’s correction was applied. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism software. A p value ≤ 0.05 was considered significant.
Asterisks denote * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. The leukemic stem cell (LSC) score
was determined as described previously [15].
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Table S1. Patient characteristics including age, sex, the French-American-British (FAB) classification of AML, the European LeukemiaNet
(ELN) risk classification: favorable, intermediate  or adverse risk, the percent of CD34+CD38- cells and Leukemic Stem Cell (LSC) score; 
N.D.: No Data

Patient Age (y) Sex FAB ELN CD34+CD38- cells LSC score*

AML#1 34 M M0 3- adverse 82% ND

AML#2 48 F M5 ND 0.3% ND

AML#3 30 M M4 ND 18.4% ND

AML#4 57 M ND ND 0.01% ND

AML#5 72 F M2 Favorable 18.2% 1

AML#6 78 M M0 3- adverse 46% 3 inter II

AML#7 69 M M2 3- adverse 22.0% 3 inter II

AML#8 50 F M2 Favorable <0.01% ND

AML#9 69 M M2 2- inter ND 2 inter I

 

(17 LSC gene signature) 
LSC genes1 ABCB1high ABCB1low

p- value 

(derived from Student t-test)

q-value

(derived from Benjamini Hochberg procedure)

CD34 higher expression lower expression 1.09e-21 3.97e-19
LAPTM4B higher expression lower expression 1.808e-4 1.459e-3
NYRMIN higher expression lower expression 0. 00529 0.0865
MMRNI higher expression lower expression 1.97e-8 2.03e-7
DNMT3B higher expression lower expression 2.521e-4 8.279e-4
KIAA0125 ND ND - -
SOCS2 higher expression lower expression 0.463 0.542
CPXM1 higher expression lower expression 0.0923 0.139
AKR1C3 higher expression lower expression 1.0310e-9 1.52e-8
GPR56 ND ND - -
CDK4 higher expression lower expression 0.0210 0.0390
CDK6 higher expression lower expression 0.163 0.225
DPYSL3 lower expression higher expression 0.0923 0.139
NGFRAP1 higher expression lower expression ND ND
ARHGAP22 higher expression lower expression 0.869 0.900
LOC284422 ND ND - -
ZBTB46 higher expression lower expression 3.69e-9 4.69e-8

Table S2. Differential expression patterns of the 17 LSC gene signature described by Ng et.al [15] in ABCB1high and ABCB1low AML patients
subgroups. RNA-seq data were generated by Tyner et al. [12] from n= 439 samples derived from patients with AML at diagnosis of the disease. P-
value and q-value were indicated according to Student t-test and Benjamini Hochberg procedure respectively. Bold gene names are genes with
significant differences.
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Figure S1. ORAI1 is involved in SOCE in KG1 leukemic cell line. Time course of Ca2+ cytosolic concentration using the Indo-AM ratiometric dye in KG1 cell line treated with the SOC channel inhibitor agent
synta66 (a) or transfected with the control siRNA and siORAI1 (c). Each point represent mean of 3 independent experiments regrouping between 1,000 -10,000 cells. Calcium capacitive entry of KG1 leukemic
cell line treated with synta66 (b) or transfected with the control siRNA and siORAI1 (d). ** p ≤ 0.01, ****p ≤ 0.0001 .Three independent experiments were performed.
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Figure S2. ORAI1 is involved in SOCE in U937 leukemic cell line. Time course of Ca2+ cytosolic concentration using the Indo-AM ratiometric dye in KG1 cell line treated with the SOC channel
inhibitor agent synta66 (a) or transfected with the control siRNA and siORAI1 (c). Each point represent mean of 3 independent experiments regrouping between 1,000 -10,000 cells. Calcium
capacitive entry of U937 leukemic cell line treated with synta66 (b) or transfected with the control siRNA and siORAI1 (d). * p ≤ 0.05 ), **p ≤ 0.01 Three independent experiments were
performed.
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Figure S3. SOCE in Rh123low and Rh123high populations in KG1 and U937 cell lines. Cells were treated or not with 10 µM synta66. Time course of Ca2+ cytosolic concentration using the Indo-AM ratiometric dye
in the KG1 (a and c) and U937 (b and d) Rh123low and Rh123high populations respectively. Each point represent mean of 3 independent experiments regrouping between 1,000 -10,000 cells. Analysis by flow
cytometry of the F400/F475 ratio reflecting the calcium basal level and the capacitive Ca2+ entry in the KG1 and U937 Rh123low (e and f respectively) and Rh123high (g and h respectively) subpopulations. * p ≤
0.05, *** p ≤ 0.001 , **** p ≤ 0.0001. Three independent experiments were performed.
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AML
cell lines Rh123high Rh123low CD34+ CD38- Rh123high CD34+ CD38- Rh123low CD34+ CD38-

KG1
Control 0.084±0.031 99.93±0.033 13.23±3.6 0.002±0.002 13.2±3.6
Synta66 0.083±0.026 99.93±0.033 14.2±5.2 0.0022±0.01 14.2±5.2

U937 Control 96.83±0.85 3.14±0.85 0.04±0.011 0.013±0.01 0.03±0.01
Synta66 95.5±2 4.5±2.1 0.03±0.01 0.01±0.001 0.02±0.01

Table S3. LSC compartment identified by CD34+CD38- phenotype combined with Rh123 exclusion assay in KG1 and U937 AML cell lines.
Percentage of Rh123low and Rh123high cell compartment associated with or without CD34 and CD38 surface markers analyzed by flow cytometry in
control condition , after 24 h of treatment with synta66 10µM , transfected cells with control SiRNA or SiORAI1.

U937
SiCTL 95.84±0.65 4.15±0.25 0.05±0.01 0.022±0.01 0.04±0.01

SiORAI1 93.2±2 6.5±2.2 0.04±0.01 0.02±0.001 0.03±0.01

KG1
SiCTL 0.092±0.012 99.32±0.01 15.25±3.3 0.0018±0.002 15.25±3.3

SiORAI1 0.098±0.032 99.28±0.02 16.2±2.2 0.0032±0.02 16.2±2.2
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Figure S4. KG1 and U937 cell viability following Ara-C treatment. Viable cells were counted by exclusion trypan blue after a Ara-C exposure at indicated concentrations during 24 hours . 
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Figure S5. Cell cycle analysis of KG1 and U937 AML cell lines after Ara-C treatment. Cells were treated for 24 hours with 1 Ara-C during 24h and cell cycle
analysis were assessed following Ki-67 and Propidium Iodide (PI) double staining.
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AML
cell lines Rh123high Rh123low CD34+ CD38- Rh123high CD34+

CD38-
Rh123low CD34+

CD38-

KG1

Control 0.036±0.006 99.93±0.03 4.8±0.87 0.01±0.002 4.8±0.9
Ara-C 1 µM 0.05±0.016 99.93±0.03 8.5±0.5* 0.02±0.01 8.5±0.5*
Ara-C 5 µM 0.040±0.009 99.97±0.03 9.8±0.5* 0.01±0.003 9.8±0.5*
Ara-C 10 µM 0.057±0.010 99.97±0.03 9.95±0.08* 0.02±0.003 9.94±0.1*

U937

Control 97.1±0.794 2.9±0.8 0.04±0.01 0.02±0.003 0.02±0.003
Ara-C 1 µM 80.83±7.1 19.2±7.1 0.04±0.012 0.01±0.002 0.034±0.01*
Ara-C 5 µM 67.133±5 32.9±5 0.063±0.02 0.013±0.003 0.05±0.02*
Ara-C 10 µM 68.4±3.55 31.6±3.6 0.06±0.02 0.014±0.003 0.05±0.02*

Table S5. LSC compartment identified by CD34+CD38- phenotype combined with Rh123 exclusion assay in KG1 and U937 AML cell lines after Ara-C
treatment. Percentage of Rh123low and Rh123high cell compartment associated with or without CD34 and CD38 surface markers analyzed by flow
cytometry, in control condition or after 24 h of treatment with the indicated concentration of Ara-C. * p ≤ 0.05
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Figure S6. Analysis by flow cytometry of the F400/F475 ratio reflecting the calcium basal level in the KG1 and U937 Rh123high (a and c respectively) and Rh123low (b and d respectively) populations 
treated or not with the indicated concentrations of Ara-C. * p ≤ 0.05
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AML Patient #1 Rh123high Rh123low CD34+ CD38- Rh123high CD34+ CD38- Rh123low CD34+ CD38-

Control 2 98 82 0.009 81.9
Ara-C 5µM 2 98 78 0.047 78

Table S6. LSC compartment identified by CD34+CD38- phenotype combined with Rh123 exclusion assay in AML#1 and AML#2 primary cells after
Ara-C treatment. Percentage of Rh123low and Rh123high cell compartment associated with or without CD34 and CD38 surface markers analyzed by
flow cytometry in control condition or after 24 h of treatment with indicated concentration of Ara-C.

AML Patient #2 Rh123high Rh123low CD34+ CD38- Rh123high CD34+ CD38- Rh123low CD34+ CD38-

Control 58.8 40.2 0.3 0.1 0.2
Ara-C 5µM 25.7 74.3 0.3 0.06 0.3
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Figure S7. Effect of Ara-C on viability and cell cycle in AML patient #1 and patient #2 . Cells were either in a control condition or  treated for 24h with Ara-C 5 μM. Two independent
experiments were performed. Percentage of viable cells counted with trypan blue exclusion staining.  Cell cycle analysis with Ki67/PI staining of AML#1 and AML#2 in control condition and 
following 5 µM Ara-C treatment.
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Figure S8. Effect of Ara-C on the NFAT localization in AML primary cells. Confocal analysis showing expression and localization of NFAT (Alexa Fluor 568) and nuclei (Hoechst, blue) in control 
and Ara-C-treated cells conditions in the AML patient #1 and #2.
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Figure S9. Relative ORAI1 expression in transfected KG1 and U937 cells with control SiRNA (SiCTL) and ORAI1 SiRNA (SiORA1)  determined by RT-qPCR. 
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DISCUSSION 
 

 

1. Le modèle expérimental de microfluidique permet d’étudier la 

synapse immunologique 

Les résultats publiés dans notre article « Pairing cells of different sizes in a microfluidic 

device for immunological synapse monitoring » (Shaik et al. 2022) ont permis de montrer la 

validation expérimentale de la technologie microfluidique pour mettre en contact deux types 

cellulaires différents (lignées et échantillons de patients) et étudier leur interaction 

fonctionnelle à l’échelle de la cellule unique. 

Nous avons pu observer la formation de la synapse immunologique et ainsi mieux 

comprendre les interactions fonctionnelles entre les LT CD8+ et les cellules leucémiques 

isolées à partir de patients. Plus spécifiquement, la technologie microfluidique nous a permis 

d’étudier la réponse immunitaire du LT CD8+ contre la cellule cible, à savoir la réponse 

calcique suivie, ou non, de la lyse cytotoxique. Cette lyse cytotoxique peut s’avérer 

dysfonctionnelle et ainsi expliquer une des causes de la progression du cancer. 

L’étude de l’interaction directe entre ces deux cellules a permis de mieux comprendre (i) 

les mécanismes de résistance des cellules leucémiques (axe PD-1/PD-L1) et (ii) le 

dysfonctionnement du LT CD8+ contre la cellule cancéreuse. L’hétérogénéité et la rareté 

des LT et cellules leucémiques d’échantillons primaires de patients avec des propriétés de 

résistance selon le stade de la maladie nécessitent une étude à l’échelle de la cellule unique 

afin de caractériser les différentes signatures des synapses immunologiques. Nous étudions 

les évènements au cours des interactions entre des sous-populations rares et c’est pourquoi 

le besoin d’étudier ces interactions à l’échelle de la cellule unique a mené à une 

collaboration avec l’équipe SMMiL-E spécialisée en microfluidique.  

Malgré l'hétérogénéité des interactions entre les cellules immunitaires et cancéreuses 

causée par leurs propriétés spécifiques, notre méthode permet de réaliser des études 

fonctionnelles détaillées au niveau de la synapse immunologique reflétant la diversité des 

comportements des cellules immunitaires et des cellules malignes. Le suivi détaillé des 

interactions au niveau d'une seule paire de cellules permet de découvrir des mécanismes 

clés pour améliorer l'efficacité de diverses stratégies immunothérapeutiques. 

La microfluidique nous a permis (i) d’optimiser la capture de paires de cellules entre un 

LT et une cellule leucémique pour étudier efficacement la réponse calcique de cellules 

isolées ou de paires de cellules et (ii) favoriser le contact entre un LT et une cellule 

leucémique en fonction des phénotypes des deux types cellulaires afin d’évaluer les 
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différentes signatures calciques des paires de cellules formées. Nos microsystèmes 

facilitent également (iii) l’ajout d’inhibiteurs des canaux calciques membranaires SOCs 

durant les cinétiques afin de mieux comprendre cette signature calcique et d’évaluer leur 

impact sur les événements cellulaires et moléculaires comme la lyse cytotoxique, la 

formation de la synapse immunologique ou encore le signal calcique de la synapse 

immunologique. Enfin, la technologie microfluidique (iv) réduit considérablement le nombre 

de cellules nécessaires pour la formation de cette synapse immunologique. 

L’étude de la signalisation calcique de la synapse immunologique grâce aux 

microsystèmes de microfluidique est une technique expérimentale novatrice toutefois peu 

utilisée. À ce jour, seule l’équipe de Dura et al. a réalisé cette étude à partir de lignées 

cellulaires humaines ou de cellules primaires de souris (Dura et al. 2015; 2016) et notre 

étude est donc la première à avoir réalisé l’analyse de l’homéostasie calcique de synapses 

immunologiques de cellules de patients atteints de LAM au diagnostic.  

L’optimisation de ces microsystèmes de microfluidique ainsi que la mise en place de 

protocoles efficaces ont permis à ce jour d’étudier pour 14 patients LAM au diagnostic les 

interactions entre leurs sous-populations de cellules leucémiques et de LT CD8+ lors de la 

formation de synapses immunologiques à l’échelle de la cellule unique.  

 

2. Il existe une expression hétérogène des marqueurs extracellulaires 

des cellules leucémiques de patients LAM 

Pour ces 14 patients, nous avons phénotypé par cytométrie en flux les cellules 

leucémiques, ce qui nous a permis d’observer que malgré une hétérogénéité cellulaire inter-

patients, la sous-population CD33+ CD34+ CD38- possédant les caractéristiques des CSL 

est une population faiblement représentée chez tous ces patients. En accord avec nos 

résultats, il a été montré dans la littérature que le niveau de CD33 exprimé par les cellules 

souches CD34+ CD38- de patients LAM variait selon les patients. Les patients atteints de 

LAM CD33+, définie par une expression de CD33 à plus de 60% par les cellules 

leucémiques, possèdent une majorité de CSL associées au phénotype CD34+ CD38- 

CD33+. Cependant, pour les patients LAM avec un seul sous-ensemble de cellules 

leucémiques exprimant CD33, seule une sous-population minoritaire de CSL exprime 

CD33. Enfin, les patients atteints de LAM CD33- présentent des CSL en grande partie CD33- 

(Hauswirth et al. 2007). 

Deux raisons pourraient expliquer le faible pourcentage de CSL CD33+ CD34+ CD38- 

observé dans nos résultats. La première est la faible représentation au diagnostic de cette 

sous-population responsable de la prolifération des cellules leucémiques et de la rechute 
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après traitement (Bonnet D et Dick JE, 1997). La seconde raison pourrait être due à 

l’hétérogénéité inter-patient qui est très importante dans cette pathologie. 

Nos résultats semblent également montrer une sous-expression des marqueurs de 

surface PD-L1, CD33, HLA-DR et TIM-3 caractéristiques des cellules leucémiques 

persistantes chez les CSL CD34+ CD38- comparées à la population totale des cellules 

leucémiques chez les patients atteints de LAM au diagnostic. De même, comparées à la 

population CD34-, les populations CSL CD34+ CD38- et enrichies en CS CD34+ sous-

expriment ces marqueurs de surface. Ceci est en corrélation avec l’étude de Haubner et al. 

qui montre également une plus faible expression des marqueurs de surface CD33 et TIM-3 

chez les CSL comparées à la population totale des cellules leucémiques (Haubner et al. 

2019). Néanmoins, de nombreuses études ont montré une surexpression de TIM-3 par les 

CSL permettant de les discriminer des CSH normales (Jan et al. 2011; Kikushige et al. 

2010). 

Cette disparité entre les études de la littérature et nos résultats peut s’expliquer par les 

corrélations pouvant exister entre les nombreuses anomalies génétiques de la LAM, qui 

sont facteurs de risques pronostiques, et la surexpression de TIM-3 dans les CSL. En effet, 

y aurait-il un lien entre la surexpression de TIM-3 et les différents aspects du pronostic 

(résistance des CSL aux thérapies, rechute, survie) et la surexpression de TIM-3 modifie-t-

elle la fonction des CSL ? Des études plus approfondies sur l’expression de TIM-3 dans les 

LAM permettrait de mieux comprendre cette différence d’expression observée dans les 

études. 

Une sous-expression de HLA-DR, qui est un type de CMH de type II et dont le complexe 

avec l’antigène se lie au TCR, peut être expliquée par la diminution de son expression par 

les CSL afin d’éviter la reconnaissance des LT, et ainsi échapper à l’immunosurveillance et 

la formation de la synapse immunologique pouvant mener à la lyse cytotoxique (Thomas et 

Majeti 2017). 

PD-L1 est exprimé constitutivement dans 30% à 60% des cellules leucémiques selon les 

patients atteints de LAM. Son taux d’expression varie également de 18% à 50% entre le 

sang périphérique et la MO (Berthon et al. 2010). Cette variation du niveau d’expression 

pourrait expliquer la difficulté à obtenir des cellules PD-L1+ dans les échantillons de patients 

étudiés. 

Toutefois, la sous-expression de PD-L1 au sein de la population CD34+ CD38- et la 

représentation minoritaire de la sous-population CD33+ PD-L1+ paraîssent être en 

contradiction avec les données trouvées dans la littérature qui indiquent que l’expression 

de PD-L1 semble être plus importante parmi les cellules CD34+ (Yang et al. 2014). 
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Cependant, d’autres études n’ont pas trouvé de corrélation entre l’expression de PD-L1 et 

la forte expression de CD34 par les cellules de la LAM (Brodská et al. 2019). 

L’expression de PD-L1 peut également dépendre du statut quiescent ou prolifératif de la 

cellule tumorale. Payne et al. ont en effet montré que les cellules au cycle cellulaire ralenti 

étaient plus susceptibles de surexprimer PD-L1 par rapport aux cellules quiescentes. 

Associer le phénotypage avec l’étude du statut quiescent ou prolifératif des cellules 

permettrait de conclure sur la raison pour laquelle ces cellules expriment faiblement PD-L1 

(Payne et al. 2016).  

Il a été montré par notre équipe que l’expression de PD-L1 est augmentée au moment 

de la rechute par rapport au diagnostic (Berthon et al. 2010). D’autres données ont mis en 

évidence que l’expression de PD-L1 est induite par NFAT (Ritprajak et Azuma 2015), et que 

NFAT est plus exprimé au sein des cellules primaires de LAM en rechute plutôt qu’au 

diagnostic (Patterson et al. 2021). Ces observations pourraient expliquer la faible 

expression de PD-L1 dans les échantillons de patients LAM au diagnostic analysés pour 

notre étude et nous montrent l’importance de comparer les cellules du même patient en 

rechute.  

Une étude approfondie de l’expression de NFAT et ses isoformes serait également 

nécessaire car une équipe a montré que l’expression des isoformes de NFAT dépendait du 

stade de différenciation des cellules leucémiques. Ainsi, déterminer quelles isoformes de 

NFAT sont exprimées au sein des sous-populations aiderait à confirmer si une différence 

d’expression de PD-L1 est induite en fonction de l’isoforme de NFAT exprimée (Metzelder 

et al. 2015). 

Nous avons également pu déterminer qu’un traitement à l’IFNg mimant la sécrétion de 

cette cytokine par le LT provoque une augmentation de la population CD33+ PD-L1+. Cette 

augmentation de l’expression de PD-L1 après un traitement à l’IFNg correspond à ce qui est 

observé dans la littérature où des études montrent une augmentation de l’expression de 

PD-L1 par les cellules leucémiques après stimulation à l’IFNg (Berthon et al. 2010; Norde et 

al. 2011). Il y aurait donc une résistance adaptative des cellules leucémiques suite à leur 

interaction avec le microenvironnement comprenant les LT (Sehgal, Whiteside, et Boyiadzis 

2015; Aqbi et al. 2018). Il serait intéressant de déterminer également si l’effet de l’IFNg sur 

l’expression de PD-L1 varie en fonction du phénotype des cellules leucémiques et des CSL 

notamment. Les cellules leucémiques montreraient-elles une résistance adaptative en 

fonction de leurs propriétés intrinsèques en lien ou non avec la signature calcique ? 

Un modèle in vivo de dormance leucémique a montré que PD-L1 était surexprimé par les 

cellules leucémiques résiduelles afin de leur permettre d’échapper à la lyse cytotoxique 
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(Saudemont et Quesnel 2004). D’autres études ont également montré la surexpression de 

PD-L1 par les cellules CD34+ responsables de la rechute et également par les cellules 

quiescentes. Les chercheurs ont aussi mis en évidence que cette expression de PD-L1 

pouvait être corrélée à de plus faibles chances de survie (Chen et al. 2008; Brodská et al. 

2019).  

L’hétérogénéité d’expression des marqueurs de surface observée dans nos résultats et 

la littérature montre l’intérêt d’étudier et mieux caractériser les phénotypes résistants de la 

LAM au moment du diagnostic, de la MRD et de la rechute afin de comprendre leur 

interaction avec le SI et comparer l’activité des synapses immunologiques formées en 

fonction du statut souche et non souche, quiescent ou prolifératif des cellules leucémiques 

de patients LAM provenant du sang périphérique et de la moelle osseuse. Le manque de 

temps et la fatalité de la maladie n’auront pas permis de réaliser cette étude sur la MRD et 

la rechute au cours de mon projet de thèse. 

 

3. Il existe une expression hétérogène des marqueurs extracellulaires 

des LT de patients LAM et individus sains en fonction de leur statut 

de différenciation 

Le phénotypage des LT CD8+ de 14 patients atteints de LAM au diagnostic ainsi que des 

donneurs sains a mis en évidence une hétérogénéité inter-patients concernant l’expression 

de PD-1. On observe que les donneurs sains présentent une population de LT CD8+ qui 

exprime plus PD-1 que celle des patients LAM, ce qui est en désaccord avec plusieurs 

études ayant montré que la fréquence de LT CD8+ exprimant PD-1 était supérieure chez 

les patients LAM comparée à celle des donneurs sains, mettant ainsi en évidence le 

caractère dysfonctionnel des LT de patients LAM (Knaus et al. 2018; Williams et al. 2019). 

Cette contradiction entre nos résultats et la littérature peut s’expliquer par un biais dans les 

échantillons de donneurs sains. En effet, ne possédant que des données limitées à leur 

sujet, il est difficile de déterminer leur profil et d’identifier la raison d’une forte expression de 

PD-1. 

L’expression de PD-1 par les LT de donneurs sains et LAM est augmentée après 

activation des cellules à l’aide de billes CD3/CD28 et d’IL-2. Cette augmentation peut 

s’expliquer par l’activation de la voie Ca2+/calcineurine/NFAT lors de l’activation du LT. En 

effet, il a été montré que NFAT2 est responsable de l’induction de l’expression de PD-1 

(Srinivasan et Frauwirth 2007; Oestreich et al. 2008). Une activation du LT peut donc 
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également aboutir à l’activation de voies de rétrocontrôle responsables de son 

inactivation/épuisement. 

La diversité des sous-populations de LT CD8+ périphériques concernant leur état de 

différenciation et de fonctionnalité rend nécessaire la caractérisation des LT CD8+ 

répondant au blocage de PD-1. Cela permettrait d’élargir notre compréhension de ce 

mécanisme inhibiteur et ainsi prévoir la réponse anti-leucémique des LT et leur efficacité 

après une immunothérapie (Khanniche et al. 2022). 

L’étude de Le Dieu et al. nous a aidés à caractériser les états de différenciation des LT 

CD8+ de donneurs sains et LAM exprimant ou non PD-1 (Le Dieu et al. 2009; Jiang et al. 

2021). Nos résultats montrent que les populations CD8+ PD-1- des LT sains et LAM ont une 

plus forte proportion de LT effecteurs que la population CD8+ PD-1+. Ceci peut s’expliquer 

par le fait que les LT CD8+ PD-1-, moins épuisés, répondent plus rapidement et à de plus 

faibles stimuli que les LT CD8+ PD-1+ (Kaech et Cui 2012). On observe également, parmi 

les donneurs sains et LAM, que les LT CD8+ PD-1+ sont majoritairement effecteurs 

mémoires, comme observé dans l’étude de Wang et al. (Wang et al. 2018). Nos résultats 

montrent que les LT sains possèdent une plus grande population de LT effecteurs que les 

LT de patients LAM, ce qui est en désaccord avec les recherches d’autres équipes. Nos 

résultats peuvent cependant expliquer que les LT de donneurs sains soient moins épuisés 

que les LT de patients LAM et présentent donc une plus forte activité.  

Dans la littérature, seules quelques équipes montrent le nombre, la distribution et le statut 

fonctionnel des LT dans la LAM. Ces résultats contrastés peuvent donc refléter 

l’hétérogénéité de la maladie, le stade de la maladie, le nombre limité de patients évalués 

et les différences entre ces patients (Le Dieu et al. 2009; Wang et al. 2018; Knaus et al. 

2018; Williams et al. 2019).  

La faculté de lyse cytotoxique de ces LT en fonction de leur activation a ensuite été 

évaluée et nos résultats ne semblent pas indiquer de différence d’efficacité de lyse 

cytotoxique entre les LT de donneurs sains non activés et activés pendant 3 ou 7 jours. Ceci 

peut s’expliquer par le fait que même les LT sains non activés présentent une forte 

proportion de LT effecteurs et effecteurs mémoires comme le montrent les résultats du 

phénotypage. Les LT de donneurs sains activés pendant 14 jours sont ceux réalisant la 

meilleure lyse cytotoxique, ce qui pourrait être dû à une activation suffisamment longue pour 

obtenir la proportion maximale de LT effecteurs et effecteurs mémoires. Cependant, les LT 

activés 10 ou 14 jours présenteraient peut-être déjà un phénotype épuisé justifié par leur 

plus faible sécrétion d’IFNg, ceci en comparaison avec les LT de donneurs sains activés 

pendant 7 jours (Peng et al. 2001).  
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L’efficacité de lyse cytotoxique ne varie pas entre les LT de patients LAM PD-1+ ou PD-

1-. Or, le phénotypage du statut de différenciation des LT montre une plus forte proportion 

de LT effecteurs au sein des LT LAM PD-1- mais une plus forte proportion de LT effecteurs 

mémoires au sein des LT LAM PD-1+. Cet équilibre peut expliquer la capacité de lyse 

cytotoxique équivalente au sein de deux sous-populations différentes de LT de patients 

LAM. 

L’activation d’un LT déclenche la voie de signalisation du TCR qui permet, à terme, la 

translocation de NFAT au noyau pour induire la sécrétion d’IFNg. Ceci explique la plus forte 

sécrétion d’IFNg par les LT LAM activés contrairement aux LT LAM de la population totale 

ou PD-1+ non activés. 

Lorsque étudiés simultanément, la sécrétion d’IFNg est plus importante pendant la lyse 

cytotoxique des LT de patients LAM et notamment pour les LT LAM PD-1+ comparée à celle 

des patients de LT sains activés ou non. Ceci est en corrélation avec le fait que le 

phénotypage montre une proportion plus importante de LT effecteurs mémoires au sein des 

LT LAM PD-1+. 

L’étude de la lyse cytotoxique et la sécrétion de cytokines reste toutefois incomplète à ce 

jour. Il serait intéressant de vérifier l’efficacité de lyse des LT de donneurs sains et LAM 

selon leur phénotype et leur expression de PD-1. PD-1 pourrait, en effet, être un marqueur 

d’activation transitoire ou de dysfonctionnement du LT. 

Il serait aussi pertinent de coupler l’étude de la lyse cytotoxique avec la réponse calcique 

des cellules lors de la formation de la synapse immunologique. Une étude a en effet montré 

une activité cytotoxique dépendante des concentrations calciques intracellulaires et 

extracellulaires. Ainsi, une réponse calcique forte ne détermine pas nécessairement la lyse 

cytotoxique, et des concentrations en dehors d’une gamme optimale permettant l’activation 

du LT entraînent l’inhibition partielle de son activité cytotoxique. Ce mécanisme serait 

modulé par l’expression de ORAI1 à la surface des LT car une extinction totale ou partielle 

de l’expression de ORAI1 inhibe ou augmente respectivement l’activité cytotoxique (Zhou 

et al. 2018). 

Les pourcentages de lyse cytotoxique différents observés dans nos résultats selon les 

paires de cellules formées lors de la synapse immunologique peuvent donc s’expliquer par 

des concentrations calciques intra- et extracellulaires en dehors des valeurs optimales pour 

certains phénotypes. Déterminer les concentrations calciques optimales permettrait une 

meilleure activation des LT en fonction de leur phénotype. 

De même, vérifier l’expression des canaux SOCs au sein des LT en fonction de leur 

phénotype permettrait peut-être de prédire l’efficacité de la lyse cytotoxique. 
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4. L’homéostasie calcique diffère entre les LT de patients LAM et 

d’individus sains 

L’étude fonctionnelle de la réponse calcique des sous-populations étant primordiale afin 

de comprendre les défauts de lyse cytotoxique, les sous-populations cellulaires 

phénotypées ont été étudiées de manière isolée afin d’évaluer leur homéostasie calcique. 

L’implication des canaux calciques dans l’entrée capacitive de Ca2+ a été vérifiée grâce à 

l’inhibiteur des canaux SOCs, le synta66, que ce soit pour les LT de donneurs sains, LAM 

et les cellules leucémiques. 

Dans notre article « Involvement of ORAI1/SOCE in Human AML Cell Lines and Primary 

Cells According to ABCB1 Activity, LSC Compartment and Potential Resistance to Ara-C 

Exposure » (Lewuillon et al. 2022), nous démontrons que les canaux calciques SOCs, et 

plus particulièrement ORAI1, interviennent dans l’entrée capacitive de Ca2+ des lignées 

cellulaires LAM humaines et des cellules primaires de patients LAM. Nos résultats sur 14 

échantillons de patients LAM confirment l’implication des canaux SOCs dans l’entrée 

capacitive de Ca2+ des cellules leucémiques. 

Les stocks calciques réticulaires des LT de donneurs sains sont diminués et ceux des LT 

de patients LAM sont augmentés après un traitement au synta66, inhibiteur des canaux 

SOCs. Le synta66 induit également une diminution de l’entrée capacitive de Ca2+ au sein 

des LT de donneurs sains et de patients LAM, bien que cette diminution soit moins 

accentuée au sein des LT de patients LAM.  

L’association possible des canaux ORAI et senseurs STIM avec les canaux TRP dans 

les cancers peut expliquer une entrée capacitive moins inhibée au sein des LT de patients 

LAM. Cette association et réorganisation calcique a été observée dans les cancers du sein, 

du colon et de l’estomac pour permettre la migration tumorale et expliquerait la signature 

calcique spécifique des cellules leucémiques (Chakraborty et al. 2016; Guéguinou et al. 

2016; Xu et al. 2016).  

Par ailleurs, il a été montré qu’une surexpression des STIM et ORAI au sein de 

cellules d’adénocarcinome rénal augmente la concentration calcique intracellulaire et 

modifie l’homéostasie calcique de manière à induire des processus oncogènes. Par 

conséquent, les LT de patients LAM pourraient surexprimer STIM et ORAI, mais également 

exprimer d’autres acteurs impliqués dans l’entrée capacitive de calcium qui seraient 

insensibles à l’agent inhibiteur synta66 spécifique des canaux ORAI1. Compte tenu des 

processus pro-survie et anti-apoptotique des cellules de patients LAM, le rôle de STIM1 et 

des canaux SOCs peut différer entre les LT sains et les LT LAM, ce qui expliquerait la plus 
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forte concentration calcique cytosolique de ces derniers (Jardin et Rosado 2016; Kim et al. 

2014; Kondratska et al. 2014).  

Les mitochondries sont des organites cruciaux qui, non seulement régulent la production 

d’énergie cellulaire et l’apoptose, mais contrôlent également la signalisation intracellulaire 

du Ca2+, notamment par leur capacité à moduler les canaux SOCs en absorbant le Ca2+ 

(Samanta, Douglas, et Parekh 2014; Patron et al. 2014). Par effet Warburg, les cellules 

tumorales remodèlent leur métabolisme pour utiliser la glycolyse avec une phosphorylation 

oxydative réduite (Lewuillon et al. 2022). Le Ca2+ peut stimuler l’oxydation et la 

phosphorylation de substrats dans les mitochondries, ce qui peut être renforcé dans les 

cellules tumorales présentant une signalisation calcique accrue. La production de ROS par 

la mitochondrie induit la libération du cytochrome c et active l’apoptosome, entraînant alors 

la mort cellulaire dépendante des caspases. De ce fait, on peut supposer que les LT de 

patients LAM augmentent leur stock calcique réticulaire afin d’éviter de transférer le Ca2+ 

dans les stocks transitoires de la mitochondrie lorsque le RE ne peut plus stocker de Ca2+. 

Ce mécanisme permet d’éviter une accumulation de Ca2+ dans la mitochondrie et l’induction 

de l’apoptose. 

Néanmoins, en condition normale, le stock calcique réticulaire et l’entrée capacitive de 

Ca2+ sont diminués au sein des LT de patients LAM par rapport aux LT sains. Cela pourrait 

correspondre à un moyen d’adaptation afin d’éviter une trop forte entrée capacitive de Ca2+ 

dans la cellule qui mènerait à une surcharge calcique dans le RE. Cette surcharge 

entraînerait à son tour le transfert de Ca2+ à la mitochondrie qui, suite à une accumulation 

de Ca2+, déclencherait les voies apoptotiques. 

L’entrée capacitive de Ca2+ favorise la prolifération alors que la libération des stocks 

calciques favorise la mort cellulaire. C’est pourquoi une surexpression des canaux SOCs 

déclenche des voies de pro-survie alors que les mitochondries, qui n’accumulent pas le 

Ca2+ traversant la membrane plasmique mais celui libéré par le RE, jouent un rôle central 

dans la mort cellulaire (Meier et Vousden 2007; DeBerardinis et al. 2008). 

 

5. L’homéostasie calcique impacte l’activation des LT 

Nos résultats préliminaires mettent en avant un stock calcique réticulaire plus élevé mais 

une entrée capacitive de Ca2+ plus faible de la part des LT de patients LAM CD8+ PD-1+ 

comparés aux LT LAM CD8+ PD-1-. On peut supposer que le stock calcique réticulaire est 

plus important pour les LT PD-1+ que pour les LT PD-1- car la présence de PD-1 est 

associée à un phénotype épuisé, notamment suite à son expression causée par l’activation 

de NFAT et ses co-activateurs. En effet, des études ont montré une association entre le 
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facteur de transcription NFAT et le phénotype épuisé des LT (Mognol et al. 2017). Un 

phénotype de LT épuisé montre une quantité élevée de facteurs de transcriptions NFAT, 

IRF4 et BATF qui favorisent l’expression de récepteurs inhibiteurs comme PD-1. Ces 

derniers altèrent les fonctions effectrices et le métabolisme des LT épuisés. Ces facteurs 

de transcription étant dépendants de la signalisation calcique, les stocks calciques 

réticulaires seraient plus élevés au sein des LT épuisés afin de libérer suffisamment de Ca2+ 

pour activer la voie Ca2+/CaM/Calcineurine et maintenir le niveau d’expression de ces 

facteurs de transcription et l’expression de PD-1 qui en découle, préservant ainsi le 

phénotype épuisé des LT PD-1+ (Man et al. 2017; Oestreich et al. 2008; Klein-Hessling et 

al. 2017). 

Les LT PD-1- présentent une entrée capacitive de Ca2+ plus importante que les PD-1+ 

car le phénotype plus épuisé des LT PD-1+ confère le besoin d’une stimulation plus 

importante pour être activés. Les équipes de Wei et al. et Kong et al. montrent en effet que 

le niveau d’expression de PD-1 détermine le niveau d’épuisement du LT car PD-1 impacte 

la signalisation calcique responsable de l’activation du LT via la voie du TCR. De ce fait, un 

LT exprimant fortement PD-1 est plus épuisé qu’un LT exprimant faiblement PD-1, ce qui 

impacte la prolifération et l’activité cytotoxique du LT (Wei et al. 2013; Kong et al. 2015). Cet 

état épuisé des LT de patients LAM CD8+ PD-1+ explique pour notre étude pourquoi, suite 

à la formation de la synapse immunologique, les LT LAM PD-1+ forment moins de synapses 

immunologiques et ont une plus faible réponse calcique que les LT LAM PD-1-. L’expression 

de PD-1 influe sur l’activation des complexes TCR induisant les signaux calciques 

responsables de la formation de la synapse immunologique. Une liaison de 30 complexes 

TCR est nécessaire pour déclencher la formation de la synapse immunologique en 

présence de PD-1 tandis que cela n’en requiert que 10 en son absence (Wei et al. 2013). 

Par ailleurs, le phénotypage du statut de différenciation des LT a montré que les LT LAM 

PD-1- possèdent une plus grande population effectrice que les LT PD-1+, ce qui peut 

expliquer la meilleure réponse calcique de la part des LT LAM PD-1-. 

Néanmoins, les résultats présentés ici concernant les LT de patients LAM exprimant ou 

non PD-1 nécessitent des analyses plus approfondies avec un plus grand nombre 

d’échantillons de patients testés afin d’obtenir des résultats significatifs.  

 

6. Il existe une différence de réponse entre les synapses 

immunologiques formées avec des LT allogéniques ou autologues 

Nous avons ensuite étudié la formation de synapses immunologiques en condition 

allogénique, c’est-à-dire avec des cellules provenant de deux patients différents, ici des LT 
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d’un donneur sain avec des cellules leucémiques d’un patient LAM, ou en condition 

autologue avec des LT et des cellules leucémiques d’un même patient LAM. De manière 

similaire à l’équipe de Le Dieu et al., nous avons observé que les LT de patients LAM ont 

une plus forte propension à former des synapses immunologiques que les LT de donneurs 

sains. Cela peut s’expliquer par le fait que les LT de patients LAM présentent une population 

de LT effecteurs mémoires plus importante que les LT de donneurs sains (Le Dieu et al. 

2009). 

Durant la formation de la synapse immunologique, une plus faible réponse calcique de la 

part des LT de patients LAM s’explique par un plus grand épuisement que pour les LT de 

donneurs sains. Des LT épuisés nécessitent une plus forte stimulation de leur complexe 

TCR pour devenir activés et les cellules leucémiques ne permettent pas d’activer 

suffisamment les LT de patients LAM pour obtenir une réponse calcique conséquente 

induisant, à terme, la formation de la synapse immunologique et le déclenchement de la 

lyse cytotoxique (Le Dieu et al. 2009; Wei et al. 2013). 

Plusieurs études intéressantes ont mis en évidence un lien entre le métabolisme et la 

réponse immunitaire adaptative (Pearce et al. 2013; Wang et Green 2012). Un métabolisme 

altéré serait lié aux déficiences fonctionnelles des LT infiltrant la tumeur qui présentent 

souvent un phénotype épuisé (Chang et al. 2015; Ho et al. 2015; Staron et al. 2014; 

Bengsch et al. 2016; Schurich et al. 2016). Un lien a également été établi entre l’expression 

de PD-1 et les déficiences métaboliques des LT épuisés. Il y aurait donc un rapport entre 

l’épuisement du LT et le métabolisme modulé par la signalisation du TCR (Bengsch et al. 

2016). 

Aussi, des études contradictoires montrent que des LT allogéniques sont plus efficaces 

que des LT autologues (Kalwak et al. 2002; Schwinger et al. 2006) ou inversement (Roberts 

et al. 1993) et une autre étude montre qu’il n’y a pas de différence entre les deux conditions 

(Puissant-Lubrano et al. 2014). Dans nos résultats, la formation de synapses autologues 

avec des LT et des cellules leucémiques du même patient LAM pourrait induire une plus 

faible reconnaissance et donc une plus faible réponse calcique. 

 

7. Les cellules leucémiques traitées à l’Ara-C forment des synapses 

immunologiques différentes de celles formées avec les cellules 

leucémiques non traitées de patients LAM 

L’étude de la formation de synapses immunologiques en condition allogénique a permis 

de montrer la réponse calcique de LT de donneurs sains face aux cellules leucémiques d’un 
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patient LAM au diagnostic. Un traitement des cellules leucémiques de patients LAM à l’agent 

chimiothérapeutique Ara-C 0,1µM pendant 72h a été réalisé afin de sélectionner les cellules 

résistantes à ce traitement et étant donc responsables de la MRD. Cela nous permet ainsi 

de comparer la formation et réponse de synapses immunologiques de LT de donneurs sains 

face à des cellules leucémiques et des cellules leucémiques persistantes. 

Les LT de donneurs sains forment plus difficilement des synapses immunologiques avec 

les cellules persistantes qu’avec la population totale des cellules leucémiques. Ce 

traitement à l’Ara-C montre donc qu’il existe une minorité de cellules persistantes qui 

résistent à la formation de la synapse immunologique avec les LT, peut-être grâce à des 

caractéristiques de cellules résistantes comme l’expression de ligands inhibiteurs comme 

PD-L1 ou une entrée en quiescence et la diminution de l’expression de leur CMH afin 

d’échapper au système immunitaire (Shen, Vagner, et Robert 2020). Il reste cependant à 

élucider si ces caractéristiques de cellules persistantes ont été acquises suite au traitement 

à l’Ara-C ou si ce traitement a permis d’isoler des cellules exprimant déjà ces 

caractéristiques (Mopin et al. 2022; Jia et al. 2022). 

Malgré le fait qu’il y ait moins de synapses immunologiques formées, la réponse calcique 

des LT de donneurs sains est plus forte lors de la formation de synapses immunologiques 

avec des cellules persistantes qu’avec la population totale de cellules leucémiques. Deux 

hypothèses peuvent expliquer ce phénomène. La première est que la cellule persistante 

présente des caractéristiques de résistance comme l’expression de ligands inhibiteurs tels 

que PD-L1 (Shen, Vagner, et Robert 2020). L’activation du LT suite à liaison entre le TCR 

et le CMH de la cellule leucémique permettrait à cette dernière d’induire un fort signal 

calcique au sein du LT de sorte à favoriser l’expression de ses récepteurs inhibiteurs comme 

PD-1 et ainsi induire un phénotype épuisé plus rapidement pour échapper à la lyse 

cytotoxique (Schietinger et Greenberg 2014; Wherry 2011). La seconde hypothèse est que 

l’élimination d’une cellule persistante nécessite une concentration calcique plus importante 

de la part des organites du LT comme les mitochondries et le RE pour former la synapse 

immunologique et sécréter les cytokines cytotoxiques (Delon et al. 1998; Hartzell et al. 

2016). 

 

Lorsque l’on compare nos résultats de réponse calcique entre les LT de donneurs sains 

et les cellules leucémiques, on obtient le même résultat avec une réponse calcique plus 

importante parmi les cellules leucémiques traitées à l’Ara-C 0,1µM comparées à la 

population totale de cellules leucémiques non traitées. Encore une fois, la forte réponse 

calcique des cellules leucémiques traitées peut trouver son explication dans deux 
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hypothèses. La première serait que le traitement à l’Ara-C sensibilise les cellules 

leucémiques persistantes et empêche le contrôle de l’entrée capacitive de Ca2+ causée par 

la formation de la synapse immunologique. Une trop forte surcharge calcique cytosolique 

ne serait pas prise en charge par les mitochondries et le RE des cellules leucémiques et 

entraînerait l’apoptose. La seconde hypothèse serait que l’augmentation calcique 

cytosolique au sein de la cellule leucémique permettrait de résister à la lyse cytotoxique, 

d’une part en activant ses mécanismes d’immunoéchappement dépendants du Ca2+ comme 

l’expression de PD-L1 et l’induction de la quiescence par NFAT, mais aussi en induisant la 

réparation des pores formés à la membrane par les perforines sécrétées par le LT lors de 

la lyse cytotoxique (Nair et al. 2002; Weigelin et al. 2021; Andrews, Almeida, et Corrotte 

2014; Lopez et al. 2013). 

Par ailleurs, l’augmentation de la concentration calcique cytosolique observée chez les 

cellules traitées à l’Ara-C est en accord avec les résultats de notre article (Lewuillon et al. 

2022) où le traitement à l’Ara-C module le SOCE dans les lignées cellulaires de LAM et les 

cellules primaires de patients via la régulation de l'expression de ORAI1. En utilisant les 

lignées cellulaires KG1 et U937, deux modèles avec une activité ABCB1 et une proportion 

du compartiment CSL distinctes, nous avons observé des réponses opposées au traitement 

à l’Ara-C en ce qui concerne l'expression de ORAI1 et la modulation du SOCE. La 

population KG1 est composée d’une majorité de cellules CD34+ CD38- présentant des 

caractéristiques de CSL et surexprimant les pompes ABCB1 qui permettent de résister à la 

chimiothérapie, tandis que la lignée cellulaire U937 présente une majorité de cellules non 

souches sensibles à la chimiothérapie. Les cellules KG1 ABCB1high et enrichies en CSL, 

plus chimiorésistantes, affichent une augmentation du SOCE et de l'expression de ORAI1 

après le traitement à l'Ara-C, tandis que les cellules U937 ABCB1low, chimiosensibles et peu 

enrichies en CSL, présentent des réponses opposées. Dans cette même étude, nous avons 

observé des comportements similaires dans les cellules de LAM primaires obtenues à partir 

de patients au moment du diagnostic et présentant les mêmes caractéristiques opposées. 

Un traitement à l’Ara-C 0,1µM a donc permis de mettre en évidence une population 

résistante similaire à la population majoritaire de la lignée cellulaire LAM KG1.  

La différence de réponse calcique entre la population totale des cellules leucémiques et 

les cellules sélectionnées suite au traitement chimiothérapeutique montre que le phénotype 

majoritairement représenté n’est pas le phénotype résistant à la chimiothérapie. Il existe 

donc des mécanismes de résistance différents en fonction du phénotype et du stade de 

différenciation des cellules. 
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De plus, les cellules persistantes présentent des caractéristiques de cellules souches et 

seraient donc majoritairement quiescentes. Des études ont observé que les cellules CD34+ 

et CD34+ CD38- étaient plus quiescentes que les autres populations de cellules 

leucémiques avant traitement à l’Ara-C et que, malgré leur persistance, l’Ara-C réduit tout 

de même leurs proportions et fait sortir les cellules CD34+ de leur quiescence afin de 

réapprovisionner la quantité de cellules leucémiques (Boyd et Rodrigues 2018). La 

chimiothérapie semble donc sensibiliser les cellules résistantes et favoriser leur déplétion. 

Une étude a mis en avant le fait que le Ca2+ entrant via les SOCs des cellules quiescentes 

est plus efficacement capturé grâce à une activité accrue des mitochondrie qui absorbent 

le Ca2+ (Aulestia et al. 2018). Une autre étude démontre cependant que les cellules de 

patients LAM résiduelles résistantes à l’Ara-C ne sont ni enrichies en cellules quiescentes 

ni en CSL mais présentent des niveaux élevés de ROS et de phosphorylation oxydative. 

Cibler la synthèse de protéines de la mitochondrie induit alors une faible phosphorylation 

oxydative et améliore les effets chimiothérapeutiques de l’Ara-C. Ces résultats indiquent 

que les fonctions mitochondriales contribuent à la résistance à l’Ara-C dans les LAM et 

forment une cible prometteuse pour traiter la MRD induite par les cellules persistantes 

(Farge et al. 2017).  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Alors que les altérations de la signalisation calcique ont été largement étudiées dans les 

cancers solides, seules quelques études ont exploré la dérégulation des voies de 

signalisation dépendantes du calcium dans la LAM, et aucune n'a étudié les mécanismes 

de résistance dépendants du calcium. 

Notre revue « Put in a « Ca2+ll » to Myeloid Leukemia » souligne le rôle du Ca2+ dans (i) 

la prolifération et différenciation ainsi que dans la quiescences des CSH, (ii) la mitochondrie, 

le métabolisme et le stress oxydatif, (iii) l’effet du microenvironnement de la MO et enfin (iv) 

le mécanisme par lequel les traitements chimiothérapeutiques modifient l’homéostasie du 

calcium dans les cellules de la LAM (Lewuillon et al. 2022). 

 

Les CSL sont influencées par l’évolution génétique clonale, les altérations épigénétiques 

et leur microenvironnement, ce qui explique leur hétérogénéité concernant leurs capacités 

de chimiorésistance. La détection précoce des sous-populations leucémiques préexistantes 

résistantes aux traitements est donc cruciale pour la prévention des rechutes. 

Notre étude a mis en évidence la population CSL CD33+ CD34+ CD38- qui est une 

population minoritaire au sein des cellules leucémiques de patients LAM. Il serait intéressant 

de valider le caractère CSL de cette sous-population en vérifiant l’expression de gènes 

caractéristiques des cellule souches. Il serait également pertinent de vérifier l’expression de 

ABCB1 afin de confirmer une surexpression de pompes d’efflux au sein des CSL comme 

cela a été réalisé dans notre article « Involvement of ORAI1/SOCE in Human AML Cell 

Lines and Primary Cells According to ABCB1 Activity, LSC Compartment and Potential 

Resistance to Ara-C Exposure » (Lewuillon et al. 2022). De plus, vérifier le statut quiescent 

ou prolifératif des cellules leucémiques à l’aide de la protéine Ki67 et la localisation des 

isoformes de NFAT permettrait de conclure sur la sous-expression que nous avons 

observée des marqueurs de surface caractéristiques des CSL, à savoir HLA-DR, PD-L1, 

TIM-3 et CD33. 

Caractériser de manière plus précise le statut de différenciation des LT et valider le 

niveau d’expression de PD-1, des canaux ORAI, de NFAT et des senseurs STIM selon ce 

statut de différenciation apporterait également des informations sur la formation de la 

synapse immunologique et la signature calcique associée en fonction des phénotypes des 

LT.  
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Le rôle de ORAI1 dans les cancers est de plus en plus documenté mais son rôle dans 

les LAM et les CSL reste peu étudié. L’identification des canaux calciques impliqués dans 

la persistance des cellules leucémiques résiduelles pourrait améliorer notre compréhension 

de ce mécanisme. 

Notre article montre l’implication du canal calcique ORAI1 et du facteur de transcription 

NFAT associé dans l’entrée capacitive de calcium des lignées cellulaires humaines KG1 et 

U937 ainsi que dans les cellules primaires isolées de patients LAM. Les données suggèrent 

que, dans ces modèles, le SOCE varie en fonction du statut de différenciation des cellules, 

du niveau d’activité de ABCB1 et de la proportion du compartiment des CSL (Lewuillon et 

al. 2022). Faisant suite à ces résultats, notre projet de recherche étudie, pour la première 

fois, à l’aide de la microfluidique l’implication des canaux SOCs dans l’entrée capacitive de 

Ca2+ et l’homéostasie calcique de sous-populations faiblement représentées au sein des LT 

et cellules leucémiques de patients LAM au diagnostic. 

Confirmer le niveau d’expression des canaux ORAI et senseurs STIM au sein des sous-

populations d’intérêt permettrait de valider la différence d’homéostasie calcique observée. 

L’étude de canaux interagissant avec les canaux SOCs serait également pertinente pour 

valider l’hypothèse d’association d’autres canaux qui détourneraient l’entrée capacitive de 

Ca2+ au sein des cellules leucémiques.  

La contradiction parfois observée entre les résultats présentés ici et ceux observés dans 

la littérature pourrait s’expliquer par la différence du niveau d’expression des gènes, dont 

ORAI1 et STIM1, parmi les différents types cellulaires étudiés. Cette différence d’expression 

en fonction du phénotype cellulaire montre l’intérêt d’utiliser la méthode de microfluidique 

pour réaliser une analyse ciblée en complément des méthodes conventionnelles comme la 

cytométrie en flux qui fournissent une analyse plus globale.  

Nos résultats montrent également une différence d’homéostasie calcique entre les LT 

CD8+ de donneurs sains et de patients LAM avec une activité diminuée chez les LT de 

patients LAM. De même, il existe une différence d’homéostasie calcique entre les LT LAM 

CD8+ PD-1+ et les LT LAM CD8+ PD-1-. Étant donné que l’expression de PD-1 dépend de 

la voie de signalisation Ca2+/CaM/Calcineurine et NFAT, il serait intéressant de vérifier la 

distribution de NFAT par immunofluorescence afin de vérifier son activation et également 

valider quelle isoforme de NFAT est exprimée. Cette étude de NFAT permettrait de valider 

son implication dans l’expression de PD-1 et donc l’état d’épuisement des LT. L’étude de 

l’homéostasie calcique des LT en fonction de leur statut de différenciation et expression de 

PD-1 apporterait une meilleure compréhension de l’activité des différents types de LT. 

Aussi, analyser la sécrétion de cytokines comme l’IFNg et l’IL-2 permettrait de conclure sur 
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l’état d’épuisement des LT. Par ailleurs, étant donné que l’intensité et durée du signal 

calcique impacte l’activation et les fonctions effectrices des LT, la modulation de 

l’homéostasie calcique pourrait éviter l’épuisement des LT. En effet, une étude montre que 

l’inhibition du SOCE par la voie de signalisation SOCE/calcineurine/NFAT rend des cellules 

CAR (chimeric antigen receptor)-T résistantes au développement de dysfonctions 

intrinsèques car elles montrent une diminution d’épuisement (Shao et al. 2022).  

 

L’étude de l’interaction cellule à cellule entre les différentes sous-populations de LT CD8+ 

et les cellules leucémiques nous a permis d’étudier les signatures calciques spécifiques des 

différentes synapses immunologiques et ainsi valider la différence de signature calcique 

entre les LT de donneurs sains et les LT de patients LAM. Évaluer la formation de la synapse 

immunologique avec des cellules leucémiques exprimant plus ou moins PD-L1 avec des LT 

exprimant plus ou moins PD-1 validerait nos hypothèses sur l’effet de l’axe inhibiteur PD-

1/PD-L1 sur la réponse calcique des cellules. 

Ainsi, cibler la signalisation calcique permettrait de moduler l’expression de l’axe 

inhibiteur PD-1/PD-L1 comme l’ont montré plusieurs études (Wu et al. 2020; Pan et al. 

2021). Cependant, compte tenu de la complexité du réseau de cibles d’ORAI et de STIM 

dans les processus pro-survie et pro-apoptotiques, chaque type cellulaire peut présenter 

une résistance dépendante de la voie de signalisation activée, ce qui montre l’intérêt de ce 

projet à identifier les acteurs de la signalisation calcique spécifique de chaque sous-

population (Kondratska et al. 2014). 

Nous avons déjà mis en avant dans notre article le rôle joué par ORAI1/SOCE dans la 

prolifération des cellules de LAM et dans l'engagement du cycle cellulaire G0–G1 selon le 

phénotype CSL. Un lien a également été fait entre l'expression et/ou l'activité d'ORAI1 et le 

stade de différenciation des cellules de LAM, l'activité ABCB1 et le compartiment de CSL. 

Toutefois, d'autres études restent nécessaires pour mieux comprendre (i) la contribution 

précise de l'axe ORAI1/SOCE/NFAT dans l'engagement du cycle cellulaire des CSL et (ii) 

les mécanismes spécifiques de régulation de l'apoptose par le SOCE et ORAI1 afin de 

potentiellement révéler de nouvelles stratégies ciblant ces protéines et améliorer l'efficacité 

actuelle des traitements contre la LAM (Lewuillon et al. 2022). 

 

La rareté des sous-populations des CSL et des LT de patients LAM empêche souvent de 

réaliser plusieurs analyses en simultané. Il est important de coupler l’analyse de la synapse 

immunologique à la lyse cytotoxique en microfluidique pour étudier la lyse cytotoxique au 

ratio 1 :1 contrairement aux expérimentations de cytométrie en flux qui, par souci de faible 
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nombre de cellules, sont réalisées au ratio cinq LT pour une cellule leucémique. Ces 

expérimentations reproduisant les conditions réelles d’élimination des cellules cancéreuses 

par le SI dans l’organisme contredisent potentiellement les résultats de formation de 

synapses immunologiques et réponse calcique obtenus en microfluidique au ratio 1 :1. 

Effectivement, l’étude à l’échelle de la cellule unique en microfluidique permet d’évaluer la 

signature calcique d’une sous-population, tandis que les conditions de cytométrie en flux, 

où les LT attaquent la cellule leucémique en bande organisée, masquent potentiellement 

l’état d’épuisement d’un type de LT. Ces résultats restent tout de même à réitérer car la 

différence d’efficacité de lyse cytotoxique et de sécrétion de cytokines montre l’importance 

d’étudier et comparer les LT de donneurs sains et LAM en fonction de leur activation, 

phénotype et statut de différenciation. 

L’équipe collaboratrice SMMiL-E développe actuellement un dispositif de microfluidique 

permettant de mettre en contact plusieurs LT avec une cellule leucémique de manière 

contrôlée afin de réaliser les conditions de lyse cytotoxique de manière identique à celles 

réalisées en cytométrie en flux. 

Par ailleurs, les dispositifs de microfluidique étant compatibles avec la fixation de cellules 

pour réaliser de l’immunofluorescence, il serait également intéressant à la fois de (i) valider 

la formation de la synapse immunologique en localisant les molécules d’adhésion LFA-1 et 

ICAM-1 et les filaments d’actine attestant de la réorganisation cytosquelettique de la 

membrane, (ii) étudier la distribution et les isoformes de NFAT et (iii) attester du statut 

quiescent ou prolifératif des cellules avec l’expression ou non de la protéine nucléaire Ki67. 

 

Lors de la formation de synapses immunologiques avec des cellules leucémiques et des 

cellules leucémiques persistantes en microfluidique, le traitement chimiothérapeutique Ara-

C entraîne une différence de réponse calcique de la part des LT sains. Cette différence de 

réponse calcique suite à un traitement à l’Ara-C peut s’expliquer en vérifiant l’expression 

basale des canaux SOCs. 

Notre article présente le fait que l’expression de ORAI1 et l’amplitude du SOCE sont 

modulés dans un phénotype de résistance à l’apoptose au sein des CSL provoqué par le 

médicament chimiothérapeutique Ara-C. Les résultats proposent ORAI1/SOCE comme 

marqueurs potentiels de la progression de la LAM et de la résistance aux médicaments 

(Lewuillon et al. 2022). Étudier la signalisation calcique de cellules résistantes aux 

chimiothérapies permettrait en effet d’identifier une stratégie efficace d’élimination. 

Jusqu’à présent les stratégies évoquées pour cibler les cellules tumorales dormantes 

sont de les forcer à entrer en prolifération et avoir recours à des thérapies anti-prolifératives 
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qui pourraient tuer la majorité des cellules. Néanmoins, cela pourrait également entraîner la 

sélection de clones résistants et ainsi assombrir le pronostic (Pisco et al. 2013). L’autre 

alternative serait d’induire une dormance perpétuelle des cellules pour ainsi empêcher le 

développement de métastases, bien que cela induirait un traitement chronique et coûteux 

(Aguirre-Ghiso, Bragado, et Sosa 2013; Ghajar 2015; Maria Soledad Sosa et al. 2011; María 

Soledad Sosa, Bragado, et Aguirre-Ghiso 2014). Or, une étude a montré qu’un inhibiteur 

d’un canal calcique combiné avec l’Ara-C a diminué le nombre de cellules de LAM (Borella 

et al. 2021). L’étude de la régulation du Ca2+ cytoplasmique et de l’activité des canaux 

calciques au sein des cellules leucémiques résistantes est donc primordiale pour mieux 

comprendre les mécanismes de résistance et ainsi mieux cibler ces cellules. 

En plus de la vérification du phénotype et de l’expression des gènes de cellules souches, 

il serait également intéressant d’évaluer le niveau d’expression des canaux SOCs, 

l’expression de Ki67 et la localisation des isoformes de NFAT au sein des cellules 

leucémiques persistantes obtenues après traitement à l’Ara-C afin de valider les 

caractéristiques des cellules résistantes aux chimiothérapies. Il est également important de 

comparer la réponse calcique entre des LT de donneurs sains et LT de patients LAM en 

fonction de leurs phénotypes face aux cellules persistantes afin de confirmer l’état 

d’épuisement des LT de patients LAM et l’immunoéchappement des cellules persistantes.  

La possibilité d’étudier les cinétiques des synapses immunologiques en présence 

d’inhibiteurs permettra également de mieux comprendre la signalisation calcique et les 

acteurs impliqués. Cela pourrait aussi permettre d’observer une réversion du phénotype 

épuisé des LT, notamment grâce à l’ajout de l’anticorps anti-PD-1 Nivolumab. 

Également, collecter les deux types de cellules à la sortie du microsystème de 

microfluidique après l’observation de la synapse immunologique en fonction des différents 

phénotypes cellulaires permettrait de réaliser une analyse transcriptomique à l’échelle de la 

cellule unique afin d’identifier une signature de gènes spécifique des sous-populations.  

À plus long terme, il serait intéressant d’étudier le calcium mitochondrial et le métabolisme 

associé au sein des cellules souches/résistantes leucémiques, avant et après 

chimiothérapie. En effet, des études ont montré une signature métabolique spécifique des 

cellules leucémiques persistantes et NFAT pourrait jouer un rôle dans cette réponse 

métabolique (Farge et al. 2017). 

Enfin, les différences biologiques sous-jacentes entre les compartiments de la LAM 

étudiés, à savoir le sang périphérique et la MO montrent l’importance de comparer les 

résultats obtenus sur les échantillons de sang périphérique de patients LAM au diagnostic 

avec ceux de la MO. De même, comparer les échantillons de patients LAM au diagnostic et 
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en rechute montrerait les différences (i) de proportions de sous-populations de LT et cellules 

leucémique exprimant l’axe PD-1/PD-L1 (surexpression de PD-L1 en rechute (Berthon et 

al. 2010)), (ii) de localisation et d’isoformes de NFAT (surexprimé en rechute, rôle dans la 

chimiorésistance, (Patterson et al. 2021)) et (iii) de statut quiescent ou prolifératif. 

L’hétérogénéité inter-patients nécessite également de regarder tous ces paramètres en 

fonction des types de mutations de LAM afin de peut-être identifier des mutations prédictives 

du devenir de la maladie. 

Il est également à souligner que nous avons exclusivement étudié les échantillons au 

diagnostic. Il serait très intéressant de compléter cette étude avec l’analyse d’échantillons 

de patients LAM en MRD et en rechute afin d’évaluer le phénotype et l’homéostasie calcique 

des cellules résiduelles. La quantité de cellules persistantes étant très limitée, notamment 

en MRD, la technologie de microfluidique pourrait aider à étudier ces populations rares. 

 

En conclusion, ces recherches mettent en évidence le rôle encore peu connu du Ca2+ et 

sa signalisation dans les hémopathies malignes et plus particulièrement la LAM. Il semble 

exister une hétérogénéité du profil de l’homéostasie calcique en fonction du phénotype des 

cellules leucémiques et LT. Ces profils calciques spécifiques semblent également être 

modulés par le microenvironnement tumoral qui régule les propriétés des cellules souches 

et non souches (quiescence, immunoéchappement par expression de PD-L1). 

L’étude de la signalisation calcique et des canaux associés impliqués dans les 

mécanismes de résistance des CSL pourrait permettre de mieux comprendre la biologie 

tumorale et, à terme, de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur de 

nouvelles cibles et marqueurs de diagnostic. 

En effet, les stratégies visant à améliorer l’efficacité du système immunitaire contre les 

cellules de la LAM sont entravées par l’hétérogénéité des sous-populations cellulaires et de 

la maladie, et compliquées par les capacités immunoévasives des cellules leucémiques. La 

complexité génétique, épigénétique et clonale de la maladie empêche également d’identifier 

des prédicteurs de réponse aux immunothérapies et de rechute. C’est pourquoi, une 

meilleure compréhension de l’interaction immunologique, génomique et micro-

environnementale permettra de concevoir des approches combinées. 
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