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Introduction 

A. Leucémies aigües lymphoblastiques T (LAL-T) 

1. Introduction sur l’hématopoïèse normale 

i. Généralités sur l’hématopoïèse 

L’hématopoïèse est le processus physiologique conduisant à la production et à la 

maturation d’éléments figurés et fonctionnels du sang, comprenant les érythrocytes 

(également appelés globules rouges ou hématies), les thrombocytes (également appelés 

plaquettes) et les leucocytes (également appelés globules blancs) composés de cellules 

myéloïdes et lymphoïdes. Les cellules du système hématopoïétique ont des rôles très distincts. 

Les globules rouges transportent le dioxygène nécessaire à la respiration cellulaire. Le 

processus de production des globules rouges est l’érythropoïèse. La myélopoïèse est la 

production de cellules myéloïdes matures qui permettent la réponse inflammatoire suite à une 

infection bactérienne (Kruger et al., 2015), virale (Stegelmeier et al., 2019) ou parasitaire au 

cours de la réponse inflammatoire. Les granulocytes (éosinophiles, neutrophiles et basophiles), 

les monocytes, macrophages et les cellules dendritiques d’origine myéloïde constituent 

l’ensemble des cellules myéloïdes matures. La lymphopoïèse est le processus de production 

des lymphocytes T, B, des cellules NK « Natural Killer » et NKT « Natural Killers T », et des 

cellules dendritiques d’origine lymphoïde. Les lymphocytes contribuent à la réponse 

immunitaire innée mais sont en majorité à l’origine de l’immunité adaptative. Pour simplifier, 

les cellules lymphoïdes sont responsables de la réponse immunitaire adaptative et contribuent 

également à la réponse inflammatoire. Il existe donc schématiquement deux grandes 

catégories de cellules hématopoïétiques matures, les cellules myéloïdes, et les cellules 

lymphoïdes. Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) se trouvent dans la MO. Ce sont les 

cellules les plus immatures capables de s'autorenouveler et, grâce à leur potentiel multipotent, 

de se différencier en n’importe quelle cellule du sang sous couvert de signaux déterminant 

cette différenciation. En se divisant de façon asymétrique, les CSH présentes en très faible 

quantité dans la MO (1 cellule sur 1 million (Wang et al., 1997)) peuvent théoriquement donner 

naissance à des cellules progénitrices (CPH) qui peuvent à leur tour se différencier et produire 

quotidiennement les 500 milliards de cellules sanguines matures nécessaires aux fonctions 

vitales, tout en préservant leur capacité pérenne de cellules souches et de maintenir une 
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hématopoïèse viable tout au long de la vie d’un individu. Il est possible d’identifier par 

cytométrie en flux différentes vagues de maturation de progéniteurs hématopoïétiques vers 

les cellules qui acquièrent de plus en plus de caractéristiques de maturité, grâce à l’utilisation 

d’anticorps dirigés vers les protéines de surfaces exprimées par ces cellules (Bhatia et al., 1997; 

Civin et al., 1984; Laurenti and Göttgens, 2018)) (Figure 1a-b). Cependant, grâce à l’avènement 

de nouvelles technologies comme le séquençage du transcriptome de cellules uniques (Tang et 

al., 2009), il est possible d’identifier l’expression génique qui conduit à la différenciation 

cellulaire. Cette différenciation est caractérisée par un continuum, plutôt que par des phases 

séparées de différenciation. La précision de la caractérisation des progéniteurs 

hématopoïétiques a mené les chercheurs à revisiter leur représentation de la différenciation 

hématopoïétique à l’image de la représentation du paysage épigénétique imaginé par Conrad 

H. Waddington en 1940 (Figure 1c) (Laurenti and Göttgens, 2018). 

Figure 1 : Evolution de la représentation schématique de la hiérarchie hématopoïétique en 

lien avec l'arrivée de nouvelles technologies. a) Représentation de l’arbre hématopoiétique 

avec les premières identifications des progéniteurs hématopoïétiques : LT-HSC (Long Term 

Hematopoietic Stem Cells), ST-HSC (Short Term Hematopoietic Stem Cells), CMP (Common 

Myeloid Progenitor), CLP (Common Lymphoid Progenitor), MEP (Megakaryo-Erythroid 

Progenitor), GMP (Granulocyte-Monocyte Progenitor), DCs (Dendritic Cells), ILCs (Inate 

Lymphoid Cells). b) Précision de l’identification de progéniteurs hématopoïétique grâce à 

l’amélioration des techniques de cytométrie en flux, MPP (MultiPluripotent Progenitor), 

LMPP (Lympho-myeloid Primed Progenitor), EoBP (Eosinophil Basophil Progenitor), IT-HSC 

(Intermediate Term Hematopoietic Stem Cell). c) Représentation revisitée de l’arbre 

hématopoïétique sous forme de continuum de différenciations (de Laurenti and Göttgens, 

2018). 
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ii. Lymphopoïèse T 

Contrairement aux autres lignées hématopoïétiques qui sont majoritairement générées 

dans la MO, la lymphopoïèse T se développe dans un organe épithélial spécialisé appelé 

thymus. La lymphopoïèse T est l’ensemble des évènements physiologiques conduisant à la 

production de lymphocytes T matures et fonctionnels. Les cellules progénitrices passent par 

différents stades de différenciation qu’il est important de définir afin de mieux comprendre la 

classification des Leucémies Aigües Lymphoblastiques T (LAL-T) qui font l’objet de cette étude. 

Puisque ce processus est légèrement différent entre l’humain et la souris, les différences entre 

les 2 seront indiquées. 

Etapes de différenciation caractérisée par l’expression de marqueurs de surface : 

Les progéniteurs lymphoïdes immatures appelés "Thymus Seeding Progenitors" (TSP) 

proviennent de la MO. Ils vont migrer du microenvironnement médullaire vers le thymus en 

Figure 2 : Expression des marqueurs de surface des progéniteurs et précurseurs 

thymiques au cours de la différenciation, comparatif murins et humains. Les cellules 

Doubles Négatives (DN) n’expriment ni le CD4, ni le CD8. Les progéniteurs passent 

ensuite par une étape immature Simple Positives (iSP) (CD4+ chez l’Homme, CD8+ 

chez la souris) avant de devenir Double Positives (DP) CD4+ CD8+. Et finalement, les 

lymphocytes T matures se restreignent pour l’un ou l’autre des marqueurs CD4 ou 

CD8 Simple Positifs (SP)(pour revue de Halkias et al., 2014). 
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réponse à des signaux chimiotactiques comme la signalisation entre les chimiokines de la 

famille CC (CCL) et de leur récepteur (CCR), CCL21-CCL19/CCR7, CCL25/CCR9 ou CXCL12/CXCR4 

(Calderón and Boehm, 2011; Liu et al., 2006), où leur maturation va se poursuivre suivant 

plusieurs étapes de sélection. Des analyses de scRNAseq comparant les thymocytes et les 

progéniteurs hématopoïétiques de la MO montrent que les TSP proviendraient de 3 groupes 

cellulaires avec des signatures transcriptomiques proches des CSH, MPP (MultiPotent 

Figure 3 : Différenciation lymphocytaire T et interaction entre progéniteurs et le 

microenvironnement thymique. Les progéniteurs lymphocytaire T vont être adressés 

par la circulation sanguine en réponse à la signalisation CCL21, CCL19, CCL25. Les 

progeniteurs lymphocytaires T vont proliférer dans le cortex sous la signalisation 

NOTCH induite par les TEC et la signalisation IL-7/IL-7R du stade Double Negative 1 

(DN1) jusqu’au stade Double Positives (DP). Au stade Simple Positif (SP) les 

lymphocytes T matures vont rejoindre la médulla du thymus pour pouvoir rejoindre la 

circulation (de Han et Zuñiga-Pflucker, 2021). 
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Progenitor), LMPP (Lymphoid-Myeloid Primed Progenitors) et CLP (Common Lymphoid 

Progenitors) de la MO (Cordes et al., 2022). Il existerait donc une hétérogénéité de 

progéniteurs immatures médullaires capables de réaliser les premières étapes de la 

thymopoïèse. Une fois arrivés au thymus, les premiers progéniteurs T alors appelés ETP (Early 

T cell Progenitors) vont passer par plusieurs étapes de maturation (Figure 2). On caractérise les 

différentes étapes de maturation cellulaire lymphocytaire T en fonction de l’expression de 

marqueurs de surface appelés "Clusters of Différentiation" (CD), du TCR par l’expression intra-

cytoplasmique (cCD3) ou membranaire (mCD3) du CD3. Chez l’humain on distingue les pro-T 

(cCD3+, CD7+/-, CD34+, CD33-, CD44+, CD33-, CD7+ CD5+/-), puis viennent les pre-T (CD34-, 

CD44-, CD7+, CD5+, CD1a+/-), ensuite les progéniteurs T corticaux, phase pendant laquelle les 

cellules font passer la sélection β dans le cortex du thymus (CD7+, CD5+, CD1a+, CD4 et/ou 

CD8, acquisition de mCD3, TCRαβ+/-) et finalement les cellules matures (CD7+, CD5+ CD1a-, 

CD4 ou CD8+ exclusivement, TCRαβ+, mCD3+).  

L’impact de l’environnement thymique est primordial sur la différenciation T 

notamment au moment de la sélection β. Cette étape consiste à sélectionner les progéniteurs 

lymphocytes T capable d’initier la maturation lymphocytaire T. L’expression de la protéine 

NOTCH1 est primordiale dans les progéniteurs les plus immatures. Son activation induit 

l’expression du pre-TCR « pre T Cell Receptor » constitué du TCR-β (formé à la suite de la 

recombinaison VDJ complète du locus de la chaîne β du TCR) et du preTCR-α (caractérisé par 

l’expression pTα, le gène de la chaine α du TCR non réarrangée) (Fehling et al., 1995). Les 

cellules de l’environnement thymique et particulièrement les TEC « Thymic Epithelial Cells » 

expriment le ligand de NOTCH, DLL4 « Delta Ligand Like 4 » (Figure 3) et via l’induction de la 

signalisation NOTCH vont induire la prolifération des progéniteurs, sélectionnant ainsi les 

cellules exprimant le pre-TCR (Figure 4). Il existe d’autres acteurs primordiaux dans le 

microenvironnement thymique comme l’interleukine 7 (IL-7) qui contribuent à la prolifération 

et la maturation des progéniteurs thymiques (Figure 3) (Rodewald et al., 1997). Cette 

prolifération est conjointe à une maturation caractérisée par l’expression successive de 

marqueurs de surface (Dutta et al., 2021). Une fois cette première phase de sélection achevée, 

la prolifération des progéniteurs va être diminuée en réponse à une diminution de la 

signalisation DLL4 dans le thymus et les progéniteurs T vont pouvoir achever la recombinaison 

du TCR-α pour alors former un TCRαβ mature. Survient ensuite la phase de sélection des TCRαβ 
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fonctionnels. Les progéniteurs T via leur TCR vont reconnaitre les antigènes du soi présenté par 

les cellules du microenvironnement thymique (cellules dendritiques ou TEC) par leur Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité de classe 1 (CMH 1). Les progéniteurs dont le TCR ne reconnaissent 

pas le CMH 1 seront éliminés de même que les progéniteurs qui reconnaissent le CMH 1 avec 

une affinité trop importante. De cette façon, sont produits des lymphocytes T capables de 

reconnaitre les cellules du soi sans générer de réaction auto-immune, indispensable pour 

engendrer une réponse immunitaire fonctionnelle.  

 

Figure 4 : Représentation schématique de l’activité NOTCH1 dans les progéniteurs lymphocytaires T. 

Après son clivage, la partie intra cellulaire de NOTCH1 (ICN1) va être adressée au noyau. En 

s’associant avec ses co-activateurs (les complexes CSL et MAML1) ICN1 va induire l’expression de 

gènes comme HES1, MYC et HSF1 qui contribuent à la croissance et la prolifération cellulaire. La 

signalisation NOTCH1 induit également l’expression de récepteurs agissant en aval de la voie 

PI3K/AKT. Elle active la transcription de gènes de la voie NF-κB et induit la transcription de gènes 

favorisant l’activation du cycle cellulaire (CCND3, CDK4,6, SKP2). 
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2. Les Leucémies Aigües Lymphoblastiques T (LAL-T) 

i. Introduction sur les hémopathies et les leucémies 

Les hémopathies (« haima » : le sang, « pathos » : la pathologie) sont des maladies du 

système hématopoïétique classées en deux catégories. La première catégorie comprend les 

hémopathies bénignes caractérisées par les hémoglobinopathies et les carences conduisant à 

une anémie comme la drépanocytose également appelée anémie falciforme, identifiée par des 

mutations dans l’hémoglobine causant une forme particulière des érythrocytes. La seconde 

catégorie comprend les hémopathies malignes représentées majoritairement par les 

leucémies. 

Les leucémies 

Le premier diagnostic et la définition du terme « Leucémie » prennent naissance en 

1848 après que Rudolf Virchow, un chercheur allemand, ait réalisé une autopsie sur une 

patiente qui présentait une splénomégalie, des œdèmes et des saignements. Il a remarqué 

dans le sang que le nombre de leukocytes dans le circulation sanguine était élevé et conclut 

que la patiente avait une pathologie systémique du sang indépendamment d’une inflammation 

et la nomma « Leukämie » en allemand issu de « leukos » blanc et « haima » sang en grec 

ancien (Virchow, 1848). En effet, les leucémies sont des hémopathies malignes caractérisées 

par la prolifération anarchique de progéniteurs hématopoïétiques immatures bloqués dans leur 

Figure 5 : Diagramme des 4 différents types de leucémies majeurs en fonction de la 

lignée impactée et de la vitesse de progression leucémique aigüe ou chronique. Les 

leucémies sont différenciées en fonction de la lignée hématopoïétique impactée 

(myéloïde ou lymphoïde) et la vitesse de progression de la maladie (chronique ou 

aigüe). 
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maturation. Ce phénotype particulier résulte d'une accumulation d'anomalies génétiques dans 

des oncogènes induisant la prolifération ou une perte de la mort cellulaire programmée. 

Les leucémies sont classées en fonction du type cellulaire touché, lymphoïde ou 

myéloïde, et la vitesse de progression de la leucémie, chronique ou aigüe. Il existe donc quatre 

types majoritaires de leucémies : les leucémies à progression lente touchant la lignée myéloïde 

ou leucémie myéloïdes chroniques (LMC), les leucémies à progression rapide touchant la lignée 

myéloïde ou leucémie aigüe myéloïde (LAM), les leucémies à progression lente touchant la 

lignée lymphoïde ou leucémie lymphoïde chronique (LLC) et les leucémies à progression rapide 

touchant la lignée lymphoïde ou leucémie aigüe lymphoblastique (LAL) (Figure 5). 

Classifications des leucémies aigües  

Classification Franco-Americano Britanique (FAB) 

En 1976, un premier consortium d'hématologistes d’origine française, américaine et 

britannique (FAB) ont mis en place un système d’identification des leucémies aigües basée sur 

l’identification cytologique et morphologique de cellules leucémiques, appelées blastes, issus 

du sang ou de la moelle osseuse d’environ 200 patients (Bennett et al., 1976). La classification 

FAB avait pour but à partir du type de leucémie aigüe (myéloïde ou lymphoïde) de définir des 

sous-groupes et de les corréler avec une réponse aux traitements. L’analyse des cellules est 

basée par l’observation microscopique sur la taille des cellules, la présence de nucléoles dans 

le noyau, de vacuoles dans le cytoplasme et l’observation de la colorisation basophile. Les LAM 

sont catégorisées en 6 classes alors que l’on observe seulement 3 catégories de LAL 

indépendamment de l’identification des leucémies des lignées B et T. 

Classification par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

La classification FAB a ensuite été raffinée par l’OMS, ce qui a permis de mettre en lumière les 

2 catégories LAL-B et les LAL-T. Bien que la classification révisée de l’OMS de 2009 raffine la 

classification des néoplasmes myéloprolifératifs et décrit brièvement 7 sous-catégories de LAL-

B basées sur des anomalies génétiques spécifiques, les LAL-T ne sont que très peu décrites. 

Les Leucémies Aigües Lymphoblastiques 

Les leucémies aigües lymphoblastiques (LAL) sont des hémopathies malignes à développement 

rapide de progéniteurs lymphoïdes B ou T. Il s’agit de l’une des formes prédominantes du 

cancer de l’enfant. La prévalence des LAL a une distribution biphasique avec 80% de cas 
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pédiatriques et 20% de cas adultes. Les LAL-T représentent 15% des LAL pédiatriques et 20% 

des LAL de l’adulte, le reste étant représenté par les LAL-B (Chiaretti and Foà, 2009). L’étiologie 

des LAL est multifactorielle. Des prédispositions génétiques sont décrites dans une minorité de 

cas avec des syndromes associés comme le syndrome de Down, l’anémie de Fanconi, le 

syndrome de Bloom, le syndrome de Nimègue ou l’ataxie télangiectasie, tous accompagnés par 

une forte instabilité génétique. D’autres facteurs environnementaux de prédisposition ont été 

décrits comme les radiations ionisantes, certains solvants et des infections virales comme le 

virus d’Epstein-Barr ou le Virus d’Immunodéficience Humain (VIH). On observe généralement 

des aberrations (fusions, translocations) chromosomiques caractéristiques qui sont 

indispensables, mais souvent pas suffisantes pour induire la transformation leucémique 

(Terwilliger and Abdul-Hay, 2017). C’est l’accumulation de 10 à 20 anomalies dont des 

mutations et des délétions géniques qui induit la transformation leucémique dans les LAL (De 

Keersmaecker et al., 2013; Holmfeldt et al., 2013; Mullighan, 2012; Zhang et al., 2012a). 

ii. Généralités sur les LAL-T 

Les LAL-T sont des hémopathies malignes caractérisées par l’expansion anarchique d’un 

ou plusieurs clones issus de progéniteurs ou de précurseurs lymphocytaires T bloqués dans leur 

différenciation. Bien que la prévalence des leucémies augmente avec l’âge, on observe un pic 

des LAL-T chez l'enfant et les adolescents (80% < 18 ans) et un second pic chez l’adulte de plus 

de 50 ans. Les symptômes des LAL-T identifiés au diagnostic peuvent comprendre une anémie 

liée à un déficit de production de globules rouges, une numération sanguine élevée, des 

symptômes cardiovasculaires comme la respiration coupée, des palpitations, des infections 

récurrentes et intenses, des purpuras, saignements du nez et apparitions d’hématomes dus à 

un déficit de production de plaquettes et l’apparition d'une masse dans le médiastin à partir du 

gonflement du thymus et des ganglions lymphatiques. Ces symptômes peuvent également 

apparaître avec les lymphomes T. Cependant on les différencie des LAL-T par l’expression de 

marqueurs de surface présents dans la différenciation lymphocytaire T plus immature pour les 

LAL-T ainsi qu’un envahissement des blastes leucémiques dans la MO, qui doit être supérieure 

à 20% des cellules nucléées selon l’OMS (Vardiman et al., 2009). 
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iii. Classification des LAL-T 

Classification EGIL des LAL-T 

L’acronyme EGIL signifie “European Group for Immunological Characterizarion of 

leukemias”. Le but de ce travail réalisé en 1995 était d’améliorer la classification des Leucémies 

Aigües sur la base de l’expression par les blastes leucémiques de protéines de surface, 

représentatives du stade de blocage de la différenciation. La classification EGIL décrit 4 grands 

groupes de leucémies aiguës comprenant entre autre les LAL-T (Bene et al., 1995). Ainsi, la 

présence ou l’absence de ces marqueurs permet de classer les LAL-T selon 4 sous-groupes 

représentatifs de l’étape dans la lymphopoïèse T où le blocage de la différenciation a eu lieu : 

du stade le plus immature (pro-T ou T-I) au plus avancé dans la différenciation (mature ou T-IV) 

(Tableau 1). Cette classification est utilisée par les cliniciens au moment du diagnostic et les 

LAL-T à phénotype plus immature sont en probabilité de pronostique plus défavorable que les 

LAL-T à phénotype mature (Belver and Ferrando, 2016). 

Les Early T-Cell Progenitors Acute Lymphoblastic Leukemia (ETP-LAL) 

Les ETP-LAL pour « Early T progenitors » Leucémie Aigües Lymphoblastique, ont été 

classées par l’OMS en 2016 comme étant une classe particulière des LAL-T (Arber et al., 2016). 

Les ETP-LAL proviennent de la transformation oncogénique des ETP, des progéniteurs 

lymphocytaires T plus immatures. Les blastes des ETP-LAL expriment un phénotype de surface 

lymphoïde très immature proche de la classe I (Pro T-ALL : cCD3+, CD7+, CD1a-, CD8-, CD5-/dim) 

qui ont maintenu la capacité d’exprimer au moins un marqueur de surface de lignage myéloïde 

ou immature tel que CD34, CD117, HLA-DR, CD13, CD33, CD11b ou CD165 (Coustan-Smith et 

al., 2009). On trouve des ETP-LAL parmi les patients pédiatriques (5-17% des LAL-T (Coustan-

Tableau 1 : Classification EGIL (European Group for Immunological Characterization of 

Leukemia). Les sous-groupes de LAL-T sont classés en fonction de l’expression de marqueurs 

CD3 (intra-cytoplasmique cCD3 ou à la surface de la membrane mCD3), CD2, CD7, CD5, 

CD34, CD4, CD8, CD1a, TCRαβ ou TCRγδ (adapté de Bene et al, 1995 ; Litzow et Ferrando, 

2015 ; et Marks et Rowntree, 2015). 

Type de LAL-T cCD3 CD7 CD5 CD2 CD1a CD34 CD4 CD8 mCD3 TCRαβ ou TCRγδ

LAL pro-T (T-I) + + - - - +/- - - - -

LAL pre-T (T-II) + + + + - +/- - - - -

LAL-T corticale (T-III) + + +/- +/- + - + + - -

LAL-T mature (T-IV) + + +/- + - - +/- +/- + +
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Smith et al., 2009; Wood et al., 2014)) comme parmi les patients adultes (7.5% des LAL-T (Guo 

et al., 2016; Jain et al., 2016; Shah et al., 2015)). Les ETP-LAL ont un profil d’expression génique 

différent (signature transcriptomique proche des progéniteurs myéloïdes et des CSH) des 

autres LAL-T et sont associées avec un mauvais pronostic (Coustan-Smith et al., 2009). 

Classification des LAL-T en fonction des altérations génétiques et génomiques 

Les LAL-T peuvent également être classées en fonction des oncogènes qu'elles 

expriment. On sait qu’entre 10 à 20 altérations génétiques induisant la modification de 

l’expression ou de l’activité des protéines coopèrent pour le développement leucémique T (De 

Keersmaecker et al., 2013; Girardi et al., 2017; Holmfeldt et al., 2013; Zhang et al., 2012a) et 

l’on sait grâce aux données de séquençage que ces coopérations apparaissent de façon 

coordonnée pour induire la leucémogénèse (De Bie et al., 2018; Girardi et al., 2017). Ces 

mutations apparaissent souvent à la suite d’une recombinaison défectueuse de l’un des gènes 

du TCR. Cependant il existe une récurrence dans des familles de gènes impliqués dans ces 

processus biologiques majeurs. On retrouve ainsi des mutations conduisant à l’expression 

ectopique de gènes impliqués dans la voie NOTCH1, le cycle cellulaire, la traduction, la 

transduction du signal, dans la régulation transcriptionnelle comme des acteurs épigénétiques 

ou encore des gènes codant des Facteurs de Transcription (FT). On peut ainsi classer les LAL-T 

en fonction des mutations dans les familles de gènes concernés. 

La voie NOTCH1 

Une voie de signalisation primordiale dans la différenciation T est la voie NOTCH1 (partie 

lymphopoïèse T) (Deftos and Bevan, 2000; Radtke et al., 2013) et on la retrouve mutée dans 

environ 50% des LAL-T (Weng et al., 2004). Il existe également de rares cas de translocation de 

NOCTH1 induisant l’expression tronquée de la partie intracellulaire (ICN1) et une activation 

constitutive de la voie (Ellisen et al., 1991). En plus des mutations dans le gène NOTCH1, on 

retrouve également des mutations dans le gène FBXW7, l’E3 ubiquitine ligase responsable de 

l’adressage d’ICN1 au protéasome, ou encore des mutations gain de fonction pour la protéine 

γ-sécrétase l’enzyme clivant ICN1 (Figure 4). L'importance de l'activation de NOTCH1 via les 

mutations est réelle, toutefois il semble que la signalisation NOTCH1 activée par un de ses 

ligands DL1 est primordiale pour l’activité de propagation leucémique indépendamment du 

statut mutationnel de NOTCH1 dans les LAL-T (Armstrong et al., 2009). 
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Cycle cellulaire : 

 Les gènes participant à la régulation du cycle cellulaire sont souvent mutés dans les 

cancers (Hanahan and Weinberg, 2011). Ces mutations conduisent généralement à une perte 

de l’apoptose et une progression du cycle cellulaire incontrôlée (Clappier et al., 2006; Liu et al., 

2017). On retrouve notamment dans 70% des LAL-T une délétion du locus CDKN2A qui régule 

la transition entre la phase G1 et S du cycle cellulaire (Ferrando et al., 2002; Hebert et al., 1994). 

Facteurs de transcription (FT) : 

 Les facteurs de transcription du fait de leur rôle majeur dans la régulation de 

l’expression des gènes sont des cibles privilégiées, souvent mutées dans les cancers. Certains 

gènes sont retrouvés plus particulièrement dans les LAL-T. 

 Les facteurs de transcription (FT) bHLH (basic Helix Loop Helix) de classe II. Les FT les plus 

connus identifiés dans la LAL-T sont TAL1 dont l’expression est alternée dans 30 à 40% des LAL-

T, TAL2 et LYL1. Cette famille comprend également les gènes de la famille LIM-Only domaine 

comme LMO1 ou LMO2 qui collaborent avec d’autre facteurs de transcription pour activer des 

programmes transcriptionnels proche de celui de cellules souches, favorisant un phénotype 

d’auto-renouvellement (Gerby et al., 2014; McCormack et al., 2010), caractéristique 

particulièrement représentée dans les ETP-LAL. 

 Les FT oncogéniques à homéodomaine. Ils sont classiquement exprimés lors du 

développement pour induire le lignage cellulaire, l’organisation corporelle et l’organogénèse. 

On retrouve notamment les gènes de la famille HOXA (HOXA9, HOXA10) également 

caractéristiques des ETP-LAL (Ferrando et al., 2003, 2002; Soulier et al., 2005). De même, 

l’expression oncogénique de la famille de facteurs de transcription NKL est particulièrement 

présente dans les LAL-T. Les LAL-T mutées pour les gènes de la famille TLX (TLX1, TLX2, TLX3) 

(entre 5 à 30% des LAL-T) ainsi que les gènes de la famille NKX2 (NKX2-1-, NKX2-2-, NKX2-5-) 

(5% des LAL-T) ont un profil transcriptionnel unique avec un arrêt du développement et une 

inhibition de l’expression de suppresseurs de tumeurs comme BCL11B, PHF6 et RUNX1 (De 

Keersmaecker et al., 2010; Della Gatta et al., 2012; Graux et al., 2004; Homminga et al., 2011). 

Les FT à leucine zipper. MYC fais partie de cette famille de FT et est souvent dérégulé 

dans les LAL-T. L'activité de MYC se situe en aval de la signalisation NOTCH et du TCR. 

Lorsqu’elle est mutée, elle induit une forte croissance cellulaire et une prolifération conférant 
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une capacité initiatrice de leucémie aux progéniteurs lymphocytaires T (King et al., 2013; 

Langenau et al., 2003). On retrouve également MYB, un autre FT de cette famille, surexprimé 

dans 19% des LAL-T (majoritairement dans les LAL-T également mutées pour TAL1) (Sanda et 

al., 2012). 

Les FT suppresseurs de tumeurs comme ETV6, RUNX1 et GATA3 sont associés aux ETP-

ALL alors que les mutations de BCL11B, LEF1 et WT1 (respectivement mutés dans 10%, 15% et 

10% des LAL-T) sont plus souvent retrouvées dans des LAL-T corticale associés avec des 

translocation TLX1 et TLX3.  

Acteurs épigénétiques 

Certains régulateurs épigénétiques qui ont un rôle primordial dans la régulation de 

l’expression des gènes, notamment par la régulation de l’accessibilité de la machinerie 

transcriptionnelle à la chromatine, peuvent être mutés dans les LAL-T, et contribuer à la 

leucémogénèse. On retrouve ainsi des mutations dans des modificateurs d’histones comme 

PHF6 (20% des LAL-T) qui interagit avec le complexe NurD (Nucleosome remodeling 

Deacetylase) une histone déacethylase (Todd and Picketts, 2012; Van Vlierberghe et al., 2010), 

les protéines du complexe PRC2 (Polycom Repressing Complex 2) EZH2, EED et SUZ12 (25% des 

LAL-T) (Ntziachristos et al., 2012), ou le gène KDM6A (UTX) (Ntziachristos et al., 2014). Des 

mutations dans les gènes responsables de la régulation de la méthylation de l’ADN sont 

également détectées dans les LAL-T, comme IDH1, IDH2 et DNMT3A (Buffière et al., 2019; Van 

Vlierberghe et al., 2011; Zhang et al., 2012b). Les ARN non codants peuvent également 

contribuer à la leucémogénèse des LAL-T. Les siRNA et miRNA, permettent l’inhibition de la 

transcription ou la dégradation d’ARN messagers (ARNm) de gènes cibles par homologie de 

séquence (Bartel, 2009; Wei et al., 2017). Il a été démontré que la dérégulation d’ARN non 

codants et plus particulièrement de miRNA favorise le développement des LAL-T (Correia and 

Barata, 2019; Renou et al., 2017; Wallaert et al., 2017). 

Transduction du signal 

La transduction du signal est la conséquence de l’activation ou de l’inhibition de voies 

de signalisation. 6% des LAL-T portent des fusions oncogéniques faisant intervenir la tyrosine 

kinase ABL1 souvent en duo avec des nucléoporines dans les LAL-T, comme dans la fusion 

NUP214-ABL1 (Graux et al., 2004).  
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De façon intéressante, la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR est l’une des voies de 

signalisation dérégulées dans 30% des LAL-T (Liu et al., 2017). Cette activation de la signalisation 

résulte fréquemment des pertes de fonction ou délétions de la protéine PTEN, un régulateur 

majeur de cette voie, dans 10-15% des LAL-T (Mendes et al., 2014; Palomero et al., 2007). La 

conséquence est de favoriser la progression du cycle cellulaire, une survie cellulaire, la glycolyse 

et la synthèse protéique (Cully et al., 2006; Stambolic et al., 1998). 

La voie de signalisation JAK/STAT induite par l’Interleukine 7 (IL-7) via le récepteur à l’IL-

7 (IL-7R) aide la progression des progéniteurs lymphocytaires T au cours de la lymphopoïèse en 

induisant la prolifération et la survie des cellules (Mazzucchelli and Durum, 2007). Ainsi, on 

retrouve des mutations activatrices dans les gènes de cette signalisation comme IL7R, ou plus 

en aval de la voie de signalisation, JAK1, JAK3 ou STAT5 (10% des LAL-T) (Liu et al., 2017). 

On retrouve également des mutations dans les gènes de la voie de signalisation 

RAS/MAPK, qui souvent agit en aval de récepteurs à tyrosine kinase et induit la survie cellulaire 

ou la progression du cycle cellulaire (10-15% des LAL-T). 

Traduction et protéines ribosomales : 

 Les protéines ribosomales sont retrouvées mutées dans certaines LAL-T. Notamment la 

protéine RPL10 code pour la sous-unité ribosomale 60S et est mutée par une substitution de 

l’Arginine 98 en Serine (mutation RPL10 R98S) (De Keersmaecker et al., 2013) dans 5 à 10% des 

LAL-T pédiatriques. Cette altération contribue à l’hypersensibilisation de la voie JAK-STAT 

conférant ainsi un avantage de survie aux blastes leucémiques (Kampen et al., 2019). Les études 

de séquençage des LAL-T réalisées par l’équipe de Kim de Keersmaeker et Jan Cools identifient 

des mutations sur d’autres protéines impliquées dans la traduction, comme les protéines 

ribosomales RPL5, RPL22 et RPL11, ou CNOT3, une protéine maintenant la stabilité des ARNm 

(De Keersmaecker et al., 2013; Girardi et al., 2017).  
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 Famille de gènes Pédiatrique Adulte
Différenciation lymphocytaire T

NOTCH1 50% 57%

FBXW7 14% 14%

Cycle cellulaire

CDKN2A 61% 55%

CDKN2B 58% 46%

RB1 and CDKN1B 

CCND3

CCND2

Facteurs de transcription oncogéniques

TAL1 30% 34%

LMO1-LMO2

Facteurs de transcription homeobox

HOXA9 -HOXA10

Facteurs de transcription homeobox NKL

TLX1 8% 20%

TLX3 19% 9%

NKX2-1- NKX2-2-

Facteurs de transcription leucine zipper

MYC

MYB 7% 17%

Facteurs de transcription suppresseurs de tumeur

ETV6 8% 14%

RUNX1 8% 10%

GATA3 5% 3%

BCL11B 10% 9%

LEF1 10% 2%

WT1 19% 11%

Acteurs épigénétiques

PHF6 19% 30%

PCR2 (EZH2, EED, SUZ12)

KDM6A

DNMT3A 1% 14%

SUZ12 11% 5%

Transduction du signal

PI3K/AKT (PTEN, AKT1, PI3K, PIKC3A, PIK3CD)

IL7R/JAK/STAT (IL7R, JAK1, JAK3, STAT5)

ABL1-Fusions (NUP214-ABL1, EML1-ABL1, ETV6-ABL1)

RAS/MAPK (HRAS, KRAS, NF1)

Traduction protéique et protéines ribosomales

RPL10 8% 1%

RPL5 2% 2%

RPL22 4% 0%

CNOT3 3% 8%

mTOR

5-15%

1%

8%

3%

10%

15%

6%

3%

5%

30%

25%

8%

10-15%

25%

Tableau 2 : Fréquence de mutation des gènes dans la LAL-T en fonction de la famille de 

gènes et de l’âge des patients (pédiatrique ou adulte) si documentée (adapté de Gianni 

et al, 2020 ; Girardi et al, 2017 ; Belver et Ferrando, 2016). 
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Conclusion sur la classification des LAL-T  

De nombreuses études de séquençage et fonctionnelles des LAL-T décrivent l’impact de 

mutations sur un large panel de voies biologiques majeures citées ci-dessus. On comprend donc 

qu’il existe un éventail de possibilités au sein même des LAL-T créant une diversité intrinsèque. 

Lorsqu’on parle de LAL-T il est donc aberrant de parler d’un seul type de LAL-T et pour traiter 

cette hémopathie, il faut comprendre qu’il n’existe pas qu’une LAL-T mais des LAL-T, avec une 

hétérogénéité inter-patients mais également intra-patient décrite par l’hétérogénéité 

tumorale. 

iv. L’hétérogénéité tumorale au sein des LAL-T 

Plusieurs niveaux d'hétérogénéité ont été décrits au sein de leucémies. L’équipe du Docteur 

John E. Dick a dévoilé une hétérogénéité cellulaire dans les LAM. En effet, en pratiquant des 

transplantations de sous-populations cellulaires, sur la base d'expression de marqueurs de 

surface comme CD34, CD38 ou CD123, identifiées au sein de LAM, l’équipe s’est aperçue que 

l'une des sous-populations cellulaires était capable de régénérer une leucémie avec une 

hétérogénéité cellulaire similaire à la leucémie de départ. Cette population a été définie 

comme enrichie en Cellules Souches Leucémiques (ou CSL), également nommées Cellules 

Initiatrices de Leucémie (CIL) (Bonnet and Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). Cette hétérogénéité 

intra leucémique ainsi que l’identification de CIL ont ensuite été décrites au sein des LAL-T en 

montrant que des cellules CD34+CD7+ ou CD7+CD1a- au sein de LAL-T étaient enrichies en CIL 

comparé à leurs contreparties CD34-CD7+ et CD7+CD1a+ . De plus, grâce à leur capacité souche, 

les CSL sont souvent plus enclines à s’autorenouveler (Gerby et al., 2014), à entrer en 

quiescence et in fine à résister aux traitements chimiothérapeutiques (Chiu et al., 2010). Ces 

mécanismes expliquent pourquoi les CSL pourraient contribuer aux rechutes (Belmonte et al., 

2016). 

D’autre part, il arrive que plusieurs clones avec des mutations différentes cohabitent au 

sein d'une même leucémie, auquel cas on observe une hétérogénéité génétique au sein d'une 

LAL-T d’un même patient (De Bie et al., 2018). Cette hétérogénéité tumorale peut être aussi à 

l’origine de variabilités de réponse aux traitements et à l’origine de rechutes (Richter-

Pechańska et al., 2022). Les notions d’hétérogénéité tumorale, cellulaire et/ou génétique, 

compliquent la problématique des traitements et sont donc à prendre en considération lors 

des traitements ou de la recherche pour en développer de nouveaux. 
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3. Prise en charge des LAL-T 

i. Traitements 

Historique des traitements 

La prise en charge des patients LAL-T a grandement été améliorée entre les années 1980 

où les premiers traitements chimiothérapeutiques permettaient une proportion de rémission 

complète de 10% (Greaves et al., 1981; Thiel, 1985) et les années 2000 où l’on observe jusqu’à 

90% de guérison des LAL-T pédiatriques (Conter et al., 2014; Hunger et al., 2012; Möricke et 

al., 2008; Pui et al., 2008; Pui and Evans, 2006; Vrooman and Silverman, 2009) et 50% des 

patients adultes (Marks et al., 2009; Patel et al., 2020; Pui and Evans, 2006) grâce en partie à 

l'intensification des protocoles de chimiothérapies. 

Traitements actuels 

Les protocoles actuels de traitement comprennent 3 phases : induction, consolidation, et 

entretien. A la fin de chaque phase de traitement, les cliniciens réalisent un myélogramme du 

patient afin de suivre la progression de la maladie. On quantifie la maladie résiduelle minimale 

ou MRD « Minimal Residual Disease » par le pourcentage de blastes leucémique après 

traitement identifié par cytométrie en flux ou amplification en chaine par polymérase 

(Polymerase Chain Reaction ou PCR) pour détecter de plus faibles quantités de blastes résiduels 

afin raffiner la suite du protocole. On considère que MRD est négative lorsqu’on peut identifier 

moins 0.01% de blastes leucémiques dans le prélèvement de MO par rapport aux seuil de 

détection liées aux techniques utilisées (Campana and Pui, 2017). Bien que les protocoles de 

traitement soient très favorables pour les patients pédiatriques, le traitement des patients 

adultes n’est pas satisfaisant. En effet, les protocoles de traitement des patients prennent en 

compte différents paramètres au moment du diagnostic comme l’âge du patient (les patients 

plus jeunes sont susceptibles d’être moins sensibles aux effets secondaires et donc peuvent 

subir des traitements chimiothérapeutiques plus intenses), la présence d’anomalies génétiques 

particulières, le sous-type de LAL-T et l’état de santé global du patient.  

La phase d’induction : 

Il s’agit de la première phase de traitement où les patients subissent une 

polychimiothérapie intense avec l’injection quotidienne d’agents chimiothérapeutiques 

comme la vincristine, qui inhibe la polymérisation des fuseaux mitotiques (Johnson et al., 1963), 

une anthracycline, qui est généralement la daunorubicine (un intercalant de l’ADN (Waksman, 
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1960) qui cible les cellules en prolifération, et la L-asparaginase, un cytostatique spécifique des 

blastes de LAL-T bloquant la synthèse de l’asparagine (Broome, 1981). Ces molécules 

chimiothérapeutiques sont accompagnées de glucocorticoïdes comme la dexaméthasone 

(Pearson and Eliel, 1950; Pui and Evans, 2006) qui en se fixant à ses récepteurs intracellulaires 

induit une inhibition de la production de cytokines (Arya et al., 1984), modifie l’expression 

d’oncogènes (Schuchard et al., 1993), induit l’arrêt du cycle cellulaire et favorise l’apoptose 

(Harmon et al., 1979; Wyllie, 1980). Cette première phase d’induction arrive juste après le 

diagnostic où les patients ont une charge tumorale forte et sert à éliminer la grande majorité 

des blastes leucémiques présents en espérant éradiquer l’ensemble de la charge leucémique 

en ciblant les blastes leucémiques par plusieurs axes. On considère qu’il y a « réponse 

complète » en fin de protocole d’induction (entre 30 et 40 jours) lorsque le myélogramme 

indique qu’il y a moins de 5% de blastes leucémiques dans la MO, une absence de signes 

cliniques de la leucémie et un liquide céphalo rachidien normal, quelques semaines après la fin 

de la phase d’induction (Schrappe et al., 2011). Cette information est indicative de la réponse 

du patient à la première ligne de traitement et est critique pour les cliniciens afin de raffiner la 

suite du traitement. Chez les patients adultes, les cliniciens injectent également du 

méthotrexate de façon intrathécale (dans le liquide céphalo rachidien) lors de la phase 

d’induction, en traitement prophylactique, afin d’éviter l’invasion du système nerveux centrale 

(SNC) par la leucémie (Marks and Rowntree, 2017).  

Cette première phase de polychimiothérapie intense permet un fort taux de rémission, 

surtout chez les patients pédiatriques avec un taux de survie à 5 ans après traitement de 90% 

(Hunger et al., 2012). En revanche, les patients adultes ne tolèrent pas une chimiothérapie aussi 

intense et on atteint 48% de taux de survie 5 ans après le traitement (Marks et al., 2009). 

La phase de consolidation : 

La phase de consolidation sert à soutenir la première phase de traitement. Les agents 

thérapeutiques peuvent être les mêmes ou peuvent être modifiés en fonction du niveau de la 

MRD. Il est également possible d’administrer d’autres molécules comme des inhibiteurs de 

tyrosine kinases (Tyrosine Kinase Inhibitors ou TKI) comme le dasatinib pour des LAL-T dont la 

kinase ABL1 est activée, si la présence d’une mutation/fusion d’un récepteur à tyrosine kinase 

est détectée par les panels de NGS (Next Generation Sequencing) en combinaison avec la 

polychimiothérapie administrée pendant la phase d’induction. 
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La phase d’entretien : 

 Lors de la phase d’entretien, les patients reçoivent du méthotrexate (par voie orale 

généralement) et sont suivis sur le long terme pour surveiller la survenue éventuelle de 

rechutes. 

Transplantation de CSH 

 Après les traitements chimiothérapeutiques, les patients se retrouvent dépourvus 

d’une grande majorité de leur cellules malignes mais les cellules saines sont également 

impactées par ces traitements. De plus, certains patients répondent moins bien aux traitements 

de chimiothérapie classiquement appliquée, voire rechutent après ces traitements, et sont 

donc considérés à haut risque. Dans ces 2 cas, il est nécessaire de réaliser une greffe de CSH. 

Les cellules du donneur proviennent généralement, d’un membre de la fratrie avec un locus 

HLA identique, de donneur non apparenté avec une immunocompatibilité, ou d’un donneur 

apparenté haploidentique (Leung et al., 2012). Cependant le niveau de la MRD impacte la 

réponse à la transplantation de cellules hématopoïétiques et plus la MRD est forte, moins il y a 

de chance d’obtenir une rémission complète dans la LAL-T (Leung et al., 2012). Ainsi, la majorité 

des patients reçoit une irradiation totale du corps dans le but de créer une myéloablation afin 

d’éliminer l’ensemble des cellules présentes dans la MO pour permettre le nichage d’une 

nouvelle hématopoïèse saine et éliminer tous les éventuels blastes leucémiques restants 

(Hamilton et al., 2017). Cependant comme décrit dans (De Bie et al., 2018) certaines mutations 

peuvent être déjà présentes dans des progéniteurs hématopoïétiques immatures "normaux". 

Il faut donc également rester vigilant sur le statut mutationnel des cellules du donneur. 

Autres traitements 

Comme indiqué ci-dessus, de nombreux gènes impliquant de multiples voies de 

signalisation peuvent être mutées dans les LAL-T. Au moment du diagnostic, les cliniciens 

réalisent un séquençage des blastes leucémiques par la technique de "Next Generation 

Sequencing" (NGS) ciblant les mutations connues afin de connaitre le profil génétique de la 

leucémie et d'administrer un traitement approprié, notamment avec des molécules capables 

de cibler les voies de signalisation mutées. De nouveaux traitements en essais cliniques ou déjà 

utilisés pour d’autres pathologies sont décrits ci-dessous avec les voies de signalisation qu’ils 

ciblent (Cordo’ et al., 2021). 
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Inhibiteurs spécifiques de la voie NOTCH 

 On observe des mutations gain de fonction de la voie NOTCH dans 50% des LAL-T. Ces 

mutations conduisent à une sur-activation de la voie (cf partie NOTCH), contribuant en grande 

partie au phénotype leucémique (Girardi et al., 2017). Comme décrit en Figure 4 la γ-sécrétase 

réalise l’une des étapes clés d'activation de la voie NOTCH en réalisant la protéolyse de la partie 

C-terminale de NOTCH1. Des inhibiteurs de la γ-sécrétase (Gamma Secretase Inhibitors GSI) ont 

été développés afin de moduler l'activation de cette voie (Augelli-Szafran et al., 2010; Kaushik 

et al., 2021; Wolfe, 2006). Il a ainsi été démontré in vitro et in vivo que l’inhibition de la voie 

NOTCH1 grâce à l’utilisation de GSI induit un ralentissement de la progression leucémique dans 

les LAL-T (Armstrong et al., 2009; Palomero et al., 2006; Rao et al., 2009) et que l’utilisation 

combinée de GSI et de glucocorticoïdes, tels que la Dexaméthasone, potentialise leur action et 

permet une meilleur réponse des patients (Grosveld, 2009; Pui et al., 2008). Le souci de ces 

inhibiteurs de première génération a été une toxicité intestinale, contre-indiquant leur 

utilisation pour le traitement des LAL-T. De nouveaux GSI sont en phase clinique afin 

d’améliorer cet axe de traitement des LAL-T (Papayannidis et al., 2015). Dans le cas des 

translocations induisant l'expression de la version tronquée ICN1 et l'activation constitutive de 

la voie NOTCH, de telles stratégies thérapeutiques seraient inefficaces. 

Utilisation d’inhibiteurs de tyrosines kinases (ITK) 

 Certains réarrangements chromosomiques dans les LAL-T font intervenir des tyrosine 

kinases et provoquent leur suractivation induisant le phénotype cancéreux, notamment la 

fusion entre la nucléoporine NUP214 et la tyrosine kinase ABL1 (Graux et al., 2004). Les fusions 

faisant intervenir les tyrosine kinase étant établies dans d’autres leucémies (García-Gutiérrez 

and Hernández-Boluda, 2019; Leoni and Biondi, 2015), les cliniciens ont pris avantage de 

l’existence d’ITK qui étaient déjà prescrits pour d’autres leucémies (Quintás-Cardama et al., 

2008) comme l’imatinib, le nilotinib ou le dasatinib, tous les 3 utilisés en clinique. 

Inhibiteurs de la voie JAK/STAT et PI3K/AKT 

 La voie JAK/STAT et PI3K/AKT peuvent être mutées dans les LAL-T (Girardi et al., 2017). 

Ainsi des inhibiteurs de cette voie comme le Ruxolitinib utilisés dans la LAM ou la LAL-B pour 

cibler la voie JAK/STAT peuvent être repositionnés et utilisés dans le cadre de la LAL-T. De la 

même façon, le Pictilisib et l’Apitolisib utilisés dans d’autre cancers pour inhiber PI3K peuvent 

également être repositionnés dans le cas de la LAL-T. 
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Inducteurs d’apoptose 

Les inducteurs de l’apoptose comme Navitoclax et Venetoclax peuvent induire la mort 

cellulaire des blastes de LAL-T, notamment en inhibant BCL-2 ou BCL-XL (Kampen et al., 2019). 

Inhibiteurs de la traduction 

Des inhibiteurs de la traduction comme la Rapamycine sont en essais cliniques de phase 2 

pour d’autres hémopathies comme les LAL-B et les lymphomes T et leur utilisation dans les LAL-

T pourrait également être testé.  

Inhibiteurs de MEK 

MEK est une protéine qui intervient dans de nombreuses réactions de transduction du 

signal notamment dans la voie de signalisation RAS/RAF/MEK/MAPK. Cette voie est activée en 

aval des RTK et induit la prolifération cellulaire. Inhiber cette voie de signalisation avec des 

molécules comme le Trametinib (inhibiteur de MEK1/2) ou le Selumetinib (inhibiteur de MEK1) 

peut faciliter le traitement des LAL-T mutées pour ces voies de signalisation. 

Inhibiteurs d’ABL1 

Dans le cas des réarrangements impliquant la kinase ABL1, il existe des inhibiteurs utilisés 

dans le traitement d’autres cancers et hémopathies comme l’Imatinib ou le Dasatinib qui 

semblent efficaces pour certaines LAL-T (Chen et al., 2017). 

Immunothérapies 

L’immunothérapie se base sur le ciblage d’antigènes exprimés uniquement à la surface 

des cellules malignes. Cependant, il existe peu, voire pas, d’antigène exprimé spécifiquement 

par les blastes leucémiques de LAL-T. De récentes avancées en immunothérapies ont conduit 

à la production d’une nouvelle technique, les CAR-T cells pour « Chimeric Antigen Receptor T 

cells ». Les Lymphocytes T cytotoxiques normaux du patient sont prélevés et modifiés afin qu’ils 

expriment le CAR, un récepteur synthétique comprenant une partie intracellulaire nécessaire 

à la signalisation (CD3 zeta) et un récepteur extracellulaire ciblant un antigène spécifique 

souhaité. Une fois l’antigène reconnu par le CAR-T cell, la cellule ciblée sera supprimée par 

l’activité cytotoxique du lymphocyte T. Différentes générations de CAR-T cells se sont 

succédées pour améliorer la construction du CAR et l’efficacité du traitement (Bayón-Calderón 

et al., 2020). Cette technique est très efficace dans le cas des LAL-B pour cibler l’antigène CD19 

à la surface des blastes (Greenbaum et al., 2020) mais plusieurs problématiques s’opposent à 
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leur utilisation dans le cas des LAL-T. Par exemple, le prélèvement de lymphocytes T sains est 

compliqué dans le cas des LAL-T où la majorité des cellules lymphocytaires du patient se 

rapprochant de la lignée T sont des blastes leucémiques, et donc les risques de contamination 

sont grands. De même, la population cellulaire leucémique ciblée étant des précurseurs de 

lymphocytes T, il n'est pas aisé de choisir une cible protéique non exprimées par les 

lymphocytes T matures non leucémiques. Un ciblage mal maîtrisé induirait une aplasie 

Figure 6 : Nouveaux traitements mis en place dans le ciblage de voies activées dans les LAL-T. 

Cette représentation montre l’ensemble des voies qui peuvent être ciblées par les 

traitements : la voie NOTCH (NOTCH, ADAM10, SERCA, γ-sécrétase), CXCR4, le protéasome, 

MDM2, p53, PIM1, JAK/STAT et PI3K/AKT (mTOR, AKT, PI3K, IL7R, PIM1), RAS/MEK, 

l’apoptose (BCL-2, BCL-XL), le cycle cellulaire, les recombinaisons faisant intervenir ABL1, les 

protéines de surface (CD38, CD7, CD5, CD1) (de Cordo et al., 2021). 
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lymphocytaire T qui provoquerait une immunodéficience mortelle. Finalement, les CAR-T 

pourraient exercer une activité « fratricide » où les CAR se cibleraient les uns les autres de par 

leur nature de Lymphocytes T. Cependant, quelques études démontrent l’efficacité de 

l’utilisation de cellules CAR-T ou d’anticorps monoclonaux ciblant le CD5, le CD7 et le CD1a dans 

des LAL-T in vivo (Mamonkin et al., 2015; Sánchez-Martínez et al., 2019). 

Conclusion sur les traitements  

L’amélioration des traitements des LAL-T depuis les débuts de la chimiothérapie a permis 

d’augmenter drastiquement le nombre de patients en rémission. Cependant, les rechutes 

restent très agressives, et souvent résistantes aux traitements ce qui est de mauvais 

pronostique pour les patients. Grâce à l’étude du microenvironnement et des mécanismes 

intrinsèques et extrinsèques impliqués dans la progression leucémique, les chercheurs tentent 

de mettre au point de nouvelles stratégies thérapeutiques pour mieux traiter les patients 

(Figure 6). 

ii. Les rechutes 

Bien que les taux de survie aient augmentés grâce à l’amélioration de la prise en charge des 

patients de LAL, il persiste 15 à 20% de rechute des patients pédiatriques de LAL-T (Pui et al., 

2012). Même si 70% des cas de LAL sont des patients pédiatriques et jeunes adultes, les 

patients adultes sont beaucoup sensibles avec un taux de survie <35% pour les adultes de plus 

de 50 ans (Shiraz et al., 2021). Les rechutes sont particulièrement de mauvais pronostic avec 

un taux de survie de 10% (Einsiedel et al., 2005) et il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement 

efficace.  
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Plusieurs études de séquençage de transcriptomique ou de génomique comparant des 

blastes de LAL-T au diagnostic et à la rechute ont montré qu’il existe 2 types majoritaires de 

rechute. Soit le clone à l’origine de la rechute fait partie du clone majoritaire au diagnostic ayant 

acquis de nouvelles mutations (le type 1), soit la rechute émerge d’un clone mineur ancestral 

avec une signature mutationnelle distincte de celle du clone majoritaire au diagnostic (le type 

2) (Kunz et al., 2015; Mullighan et al., 2008). Pour le cas des LAL-T de l’adulte, Sentis a montré 

que les rechutes provenaient en grande partie d’un clone minoritaire présent au moment du 

diagnostic qui par pression de sélection suite aux traitement chimiothérapeutiques accumule 

des mutations supplémentaires lui conférant un avantage de prolifération (Sentís et al., 2020). 

De plus, il a été identifié grâce aux échantillons de diagnostic et rechute de 38 patients que les 

2 types de rechutes avaient des profils de mutations caractéristiques mais que le type 2 

présentaient de fortes modifications épigénétiques induisant une mutagénèse importante à 

l’origine de l’avantage de prolifération du clone de la rechute. Cependant, dans les 2 cas, de 

nouvelles mutations caractéristiques des résistances aux traitements chimiothérapeutiques 

comme MDR1 (MultiDrug Resistant gene 1), MVP (Major Vault Protein) et NT5C2 sont 

retrouvées dans le clone majoritaire de rechute (Richter-Pechańska et al., 2022) (Figure 7). 

Figure 7 : Digramme de Wenn représentant les nouveaux évènements oncogéniques 

majoritaires identifiés dans les rechutes des LAL-T en fonction du type de rechute (type 

1 ou type 2). La taille de la police est proportionnelle à la fréquence de mutation du 

gène dans la rechute (de Richter-Pechańska et al., 2022) 
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4. Microenvironnements et niches tumorales : rôle des facteurs 

extrinsèques dans le développement des LAL-T.  

i. Introduction sur les niches tumorales 

Importance de l’étude des microenvironnements 

Les chercheurs et hématologues cherchent à mieux caractériser les leucémies depuis 50 

ans afin d’améliorer les thérapies et augmenter le taux de survie en réponse à ces stratégies 

thérapeutiques. Les études décrites dans la partie classification des LAL-T et traitements des 

LAL-T montrent qu’il existe une hétérogénéité inter- et intra- leucémique influençant 

l’évolution de la maladie et la réponse aux traitements. De ce fait, pour mieux comprendre les 

LAL-T et identifier de nouvelles pistes thérapeutiques, il n’est pas souhaitable de se concentrer 

uniquement sur la diversité des LAL-T. Actuellement, la recherche en oncohématologie se 

penche aussi sur le microenvironnement des leucémies et sur son impact sur le développement 

leucémique et la réponse aux traitements (Passaro et al., 2016). 

Définition de la niche 

La notion de niche est définie par Jones et Wagers comme "l’ensemble des acteurs 

cellulaires et non cellulaires (molécules sécrétées, contraintes biophysiques…) dans le 

microenvironnement qui contribue à la localisation, la survie, la différenciation et la 

prolifération des cellules souches" (Jones and Wagers, 2008). L’étude de la niche est très 

importante au niveau de la MO pour comprendre le fonctionnement et la régulation des CSH 

(Boulais and Frenette, 2015; Sánchez-Lanzas et al., 2022) et grâce à l’avènement de la 

technique de séquençage de transcriptome sur cellule unique, de plus en plus de populations 

cellulaires interagissant avec les CSH sont définies (Baryawno et al., 2019; Tikhonova et al., 

2019). Les conclusions sont que la niche hématopoïétique joue un rôle primordial dans la 

régulation des CSH en conditions d'homéostasie.  

Puisque la niche joue un rôle si important dans le maintien de l’homéostasie tissulaire 

normale, il convient de s'interroger sur son rôle dans un contexte cancéreux. Dans les tumeurs 

solides on lui donne un rôle majeur dans le conditionnement de l’hétérogénéité tumorale et 

l’induction des cellules souches cancéreuses (Plaks et al., 2015). La partie suivante adresse la 

question de la définition de la niche ainsi que de son rôle dans un contexte leucémique et plus 

particulièrement dans les LAL-T. L’étude du rôle de la niche permet de mieux comprendre les 
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interactions entre les LAL-T et le microenvironnement et d’identifier de potentielles nouvelles 

cibles thérapeutiques. 

ii. Les microenvironnements dans les LAL-T 

Même si les premières mutations dans les LAL-T peuvent apparaitre dans les 

progéniteurs hématopoïétiques immatures de la MO (De Bie et al., 2018), le site primaire de 

développement des LAL-T se trouve dans le thymus. Les blastes, qui sont des précurseurs T 

arrêtés dans leur différenciation thymique, envahissent le thymus lors de leur phase 

d'expansion, ce qui augmente son volume et induit une masse médiastinale. Ils envahissent 

ensuite d'autres organes hématopoïétiques, majoritairement la MO, les ganglions 

lymphatiques, la rate et le foie (conduisant à des splénomégalies et hépatomégalies) en passant 

par la circulation sanguine (Karrman and Johansson, 2017) (Figure 8). On peut également 

Figure 8 : Colonisation des LAL-T du thymus vers les différents organes. Les LAL-T 

s'accumulent dans une première phase dans le thymus puis envahissent d'autres organes 

comme la MO, la rate, les ganglions lymphatiques et peuvent envahir le système nerveux 

centrale (de Karrman et al, 2017). 



 

38 
 

retrouver des atteintes du tissu adipeux testiculaire ai  nsi que du système nerveux central (SNC). 

Il est donc facile de s’imaginer que les blastes leucémiques passent par différents 

environnements cellulaires et moléculaires et que ces interactions peuvent influencer la 

progression leucémique. 

iii. Le microenvironnement thymique 

Composition cellulaire du thymus 

Le thymus est un organe épithélial bilobé situé dans la partie médiastinale de l’abdomen 

composé de 3 zones morphologiques : le cortex situé vers la périphérie de l’organe, la médulla 

qui constitue la partie la plus interne et la zone cortico-médullaire qui fait la jonction entre ces 

2 parties. Toutes les cellules thymiques autres que les cellules de la lignée lymphoïde T sont 

identifiées comme des cellules stromales. Parmi elles, on retrouve les Cellules épithéliales 

thymiques (TEC) qui en fonction de leur localisation dans le thymus (cortex ou médulla) seront 

identifiées comme cTEC ou mTEC, les cellules endothéliales constituant la paroi des vaisseaux 

sanguins, les cellules mésenchymateuses/fibroblastiques, les cellules dendritiques et des 

lymphocytes B (Han and Zúñiga-Pflücker, 2021) (Figure 9). L’ensemble de ces cellules 

constituent le microenvironnement thymique cellulaire.  

Rôle de la niche thymique dans les LAL-T 

Rôle des facteurs solubles 

IL-7/IL-7R : Il a été démontré par des expériences de co-culture ex vivo en utilisant des cellules 

primaires de LAL-T de patients sur un stroma cellulaire composés de TEC de donneurs sains que 

ces cellules de support favorisent la survie des blastes leucémiques. Cette équipe a ensuite 

démontré grâce à l’utilisation d’anticorps ciblant les épitopes fonctionnels de l’interleukine-7 

(IL-7) dans leur milieu de culture que ce support de la leucémie était dû à la signalisation de l’IL-

7 sécrétée par les TEC (Scupoli et al., 2003). Il a ainsi pu être démontré que les LAL-T qui 

expriment le récepteur à l’IL-7 à leur surface peuvent tirer avantage du microenvironnement 

thymique. De plus, il a également été décrit qu’ajouter de l’IL7 au milieu de culture de cellules 

primaires de LAL-T de patients aidait la prolifération des cellules leucémiques ex vivo (Barata et 

al., 2001). Le rôle de soutien de la progression leucémique de cette interaction ligand-récepteur 

a également été montrée in vivo notamment grâce à l’utilisation de modèles murins KO pour la 

sécrétion d’IL-7 (Silva et al., 2011). 
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IGF1/IGF1R : Les cellules dendritiques dans le thymus participent à la sélection des lymphocytes 

T et à leur immunotolérance des antigènes du soi. Dans cette étude, on apprend que les cellules 

dendritiques thymiques, jouent également un rôle de support de croissance des LAL-T en 

sécrétant de l’Insulin Growth Factor (IGF1). En se fixant sur le récepteur IGF1R à la surface des 

blastes LAL-T, l’IGF1 va induire la prolifération des cellules (Triplett et al., 2016). Le rôle de cette 

interaction a été validée, notamment par l’ajout d’inhibiteurs spécifiques de l’IGF1R au milieu 

de co-culture entre cellules dendritiques et blastes leucémiques. 

Impact des LAL-T sur le tissu thymique sain 

 Le microenvironnement thymique peut impacter la leucémie, mais l'inverse est 

également vrai. En effet, la niche thymique est également modifiée par la présence de blastes 

de LAL-T. En effet, dans Tripplet et al., la réalisation d’expériences de co-culture entre des 

échantillons primaires de LAL-T et un stroma thymique issu de souris non leucémiques comparé 

à un stroma issu de souris leucémiques montrent que le stroma préalablement en contact avec 

la leucémie aide significativement mieux la croissance et la survie cellulaire ex vivo que le 

stroma non éduqué. Dans la même étude, on se rend compte que la distribution des TEC (du 

cortex ou de la medulla) est complètement altérée dans le thymus leucémique avec une perte 

majeure des TEC qui laissent la place aux blastes leucémiques, cellules endothéliales, 

Figure 9 : : Organisation spatiale et composition cellulaire du thymus avec et sans LAL-T. La 

prolifération des blastes leucémique dans le thymus favorise une augmentation de la taille 

de la médulla, une perturbation de l’organisation des cellules épithéliales du thymus 

accompagnée d’une accumulation de cellules dendritiques et endothéliales (de Zhang et al, 

2022). 
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fibroblastes et cellules dendritiques (Figure 9). En somme, cette étude démontre qu’il existe 

une influence réciproque entre les blastes leucémiques et le microenvironnement thymique et 

que ces interactions supportent la progression leucémique in fine via l’interaction IGF1/IGF1R 

(Triplett et al., 2016) et IL7/IL7 (Scupoli et al., 2003). 

iv. Le microenvironnement de la MO 

Le microenvironnement de la MO est très étudié car il permet de comprendre de 

nombreux mécanismes dans l’hématopoïèse normale et pathologique. En effet, l’étude de 

cette niche permet d’une part de caractériser les cellules qui la compose et de connaitre les 

interactions cellulaires et moléculaires qui permettent aux CSH de garder leur potentiel. Dans 

un second temps, comprendre comment la niche interagit avec les blastes de LAL-T et comment 

les blastes réagissent en retour permet d'envisager de nouvelles stratégies permettant 

d’éliminer les cellules hématopoïétiques anormales et de restaurer l’hématopoïèse normale 

(Sánchez-Aguilera and Méndez-Ferrer, 2017). 

Composition cellulaire de la niche médullaire : 

Dans le compartiment médullaire, il existe 2 types de zone, la zone vasculaire (à 

proximité des artérioles et des sinusoïdes qui convergent vers la veine centrale des os de la 

moelle osseuse) et la zone endostéale à proximité du tissu osseux (Sánchez-Lanzas et al., 2022). 

On retrouve dans la MO les CSH et progéniteurs hématopoïétiques qui vont pouvoir se 

différencier et produire les cellules matures du sang. En parallèle des cellules 

hématopoïétiques, la niche médullaire contient de nombreux types cellulaires contribuant à 

une régulation complexe de processus physiologiques ou pathologiques associés à chaque 

zone. Dans les zones vasculaires, par définition on retrouve les cellules endothéliales qui 

constituent la paroi des vaisseaux sanguins sinusoïdaux ou artériolaires mais également les 

cellules stromales qui confèrent un échafaudage tri-dimensionnel composé de cellules 

souches/stromales mésenchymateuses (CSM) qui, grâce à leur potentiel multipotent peuvent 

se différencier en ostéoblastes, adipocytes, et chondrocytes (Prockop, 1997). Différents types 

de CSM existent en fonction du type de vaisseau dont elles sont proches. A proximité des 

artérioles on retrouve les cellules NG2+, les cellules Nestinhigh, les cellules MYH11+, les CAR pour 

« CXCL12-abundant reticular cells » (ou cellules réticulaires exprimant abondamment le 

CXCL12) alors que les CSM périsinusoïdales expriment entre autre, le récepteur de la Leptine 

(LepR+) ou faiblement la Nestine (Nestinlow) (Morrison and Scadden, 2014; Tikhonova et al., 
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2019). On détecte des cellules neuronales sympathiques ainsi que des cellules de Schwann non-

myélinisées à proximité des artérioles et des mégacaryocytes à proximité des sinusoïdes. 

Généralement, les macrophages, les ostéoblastes et les ostéoclastes prennent part à la niche 

endostéale où la production du tissu osseux est régulée (Figure 10). Le potentiel des CSH sont 

différents selon leur localisation dans le microenvironnement médullaire (Itkin et al., 2016) et 

selon l’homéostasie. Les CSH les plus quiescente se trouveraient plus proche de l’endoste, alors 

que les plus active proche des sinusoïdes dans une région moins hypoxique de l’environnement 

médullaire.  

Figure 10 : Composition cellulaire et organisation du microenvironnement médullaire. On 

retrouve dans la niche endostéale les ostéocytes et ostéoblastes capables d’interagir avec 

les progéniteurs lymphoïdes et les macrophages qui par la sécrétion de TGF-β peuvent 

activer les CSH. Les niches vasculaires sont plus complexes avec l’interaction entre les 

cellules endothéliales artériolaires, cellules neuronales, les CSM (dont dérive les OsteoCAR 

à proximité de la niche endostéale, les CAR) qui peuvent interagir par la sécrétion de CXCL12 

ou de SCF avec les CSH. On peut également retrouver certains progéniteurs lymphoïdes à 

proximité des CAR (Mourcin et al. 2011). La niche sinusoïdale composée de cellules 

endothéliales des sinusoïdes avec lesquels peuvent interagir d’autres types de CSM dont 

dérivent les AdipoCAR également responsables de la sécrétion de CXCL12, et d’adipocytes. 

Cette niche comprend également des mégacaryocytes sécrétant du CXCL4 à proximité des 

HSC (de Sánchez-Lanzas et al., 2022). 
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Rôle des niches médullaires dans les LAL-T 

Interaction directe par contact cellulaire 

DLL1-DLL4/NOTCH1 : Bien que l’on retrouve des mutations activatrices de NOTCH dans 50% des 

LAL-T, l’activation extracellulaire de cette voie de signalisation par le microenvironnement peut 

aider la progression leucémique. En effet, la fixation des ligands principaux de NOTCH1, DLL1 

et DLL4, favorise l'expansion leucémique indépendamment du statut mutationnel de NOTCH1 

(Armstrong et al., 2009; Minuzzo et al., 2015). De plus, les cellules ostéoblastiques de la MO 

expriment fortement DLL4 pour induire la production de TSP dans la MO (Yu et al., 2015) ce qui 

pourrait créer une niche de soutien aux blastes leucémiques via l’activation de la voie NOTCH1. 

Le séquençage de transcriptome sur cellule unique a montré que les cellules endothéliales de 

MO expriment fortement DLL1 et DLL4 (Baryawno et al., 2019; Tikhonova et al., 2019). 

Cependant, le rôle de soutien des cellules endothéliales par contact cellulaire direct avec les 

LAL-T et l’activation de la voie NOTCH n’a pas encore été validé fonctionnellement. 

Niche adipocytaire : L’interaction directe entre les cellules du microenvironnement tumoral et 

les blastes de LAL-T peut influencer la progression leucémique, notamment du fait de la 

composition cellulaire de la MO. Dans certaines conditions, notamment après un traitement 

chimiothérapeutique, ou avec le vieillissement, la niche médullaire peut être enrichie en 

adipocytes (J B  Vogler and Murphy, 1988). Il apparaît qu’une MO riche en adipocytes induit un 

état particulier aux blastes leucémiques. Chez la souris, la composition de la MO des vertèbres 

caudales est fortement enrichie en adipocytes (MO dîte "jaune"). En récupérant les blastes 

leucémiques logés dans la MO de ces vertèbres caudales, il s'est avéré que cette niche riche en 

adipocytes confère un phénotype particulier aux blastes leucémiques avec une modification de 

l’expression de marqueurs de surface, comme une augmentation de l’expression de la protéine 

CD44, ainsi qu’un arrêt de la progression du cycle cellulaire (accumulation en phase G0 du cycle 

cellulaire) les rendant quiescentes. Cette quiescence favorise la résistance aux molécules 

utilisées en chimiothérapie et donc un avantage de survie des blastes face aux traitements dans 

ce microenvironnement adipocytaire (Cahu et al., 2017). Cependant, la nature de cette 

empreinte du microenvironnement sur les blastes leucémiques ainsi que le risque de rechute 

qu’elle induit restent encore à définir pour déchiffrer de nouveaux mécanismes impliqués dans 

la chimiorésistance. 
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Interaction avec les facteurs solubles 

De la même façon, l’étude du dialogue entre les molécules sécrétées par la niche 

médullaire et la LAL-T est primordiale afin de comprendre les mécanismes de régulation de 

cette hémopathie. Plusieurs axes de signalisation ont fait l’objet d’études intenses grâce à 

l’utilisation de modèle murins de LAL-T, de PDX ou en culture cellulaire ex vivo. 

CXCL12/CXCR4 : En effet, l’axe CXCR4/CXCL12 (aussi nommée SDF-1) joue un rôle majeur dans 

le chimiotactisme et le maintien des blastes leucémiques dans la MO. Deux études publiées 

simultanément montrent que CXCL12, sécrété dans la MO par les CAR ou les cellules 

endothéliales, promeut le maintien et le soutien du développement leucémique. Inhiber 

expérimentalement cet axe empêche le nichage des blastes leucémiques dans la MO diminuant 

ainsi la charge tumorale médullaire et améliorant la survie des souris (Passaro et al., 2015; Pitt 

et al., 2015). Pour montrer que cette interaction est spécifique, les chercheurs ont utilisé une 

petite molécule antagoniste spécifique du récepteur CXCR4, l’AMD3465 similaire à l’AMD3100 

utilisée en clinique pour mobiliser les cellules CSH de la MO dans la circulation de donneurs de 

CSH (Larochelle et al., 2006). La molécule peut ainsi être repositionnée et donner de nouvelles 

pistes thérapeutiques de traitements des LAL-T. 

IL-7/IL-7R : Une voie de signalisation majeure qui soutient la progression leucémique est la voie 

de signalisation IL7/IL7R. Cette voie de signalisation est primordiale pour la lymphopoïèse T 

normale dans le thymus (Mazzucchelli and Durum, 2007) et peut être mutée dans les LAL-T 

induisant une sur-activation de la voie et la prolifération des cellules (Oliveira et al., 2022). Les 

cellules stromales de la MO comme les cellules stromales du thymus peuvent sécréter de l’IL-7 

et il a été montré que les blastes leucémiques qui exprimaient l’IL7R étaient sensibles à l’IL-7 

sécrété dans le microenvironnement (Ballesteros-Arias et al., 2019; Barata et al., 2001; 

González-García et al., 2019; Silva et al., 2011). Cette cytokine est sécrétée dans la MO par les 

CSM (Baryawno et al., 2019; Tikhonova et al., 2019). Bien que le soutien apporté par cette voie 

sur la progression des LAL-T ait été démontré dans le thymus, il existe une récurrence de son 

activation en fonction du microenvironnement étudié. Par ailleurs, les cellules de LAL-T peuvent 

également être à l’origine de sécrétion d’IL7 et par activité autocrine, induire leur propre 

prolifération (Buffière et al., 2019). 

IL-18/IL-18R : Il a été démontré que la cytokine pro-inflammatoire Interleukine 18 (IL-18) 

sécrétée par les cellules stromales de MO joue un rôle pro-prolifératif sur les blastes de LAL-T. 
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En effet, plusieurs techniques ex vivo et in vivo ont permis de confirmer le rôle de cette 

interleukine. Les cellules leucémiques co-cultivées avec le stroma MS5 dans lequel on a aboli 

l’expression de l’IL-18 par ARN interférence ont une croissance diminuée par rapport à un 

stroma contrôle non modifié. De même, en injectant les blastes leucémiques avec une 

expression diminuée pour le récepteur à l’IL-18 (l’IL18-Rα) en souris immunodéficientes on 

observe un décalage dans le temps de la progression leucémique accompagnée d’une 

amélioration significative de la survie des souris leucémiques démontrant ainsi l’importance de 

cette molécule sécrétée par le microenvironnement sur la progression leucémique (Uzan et al., 

2014). 

Rôle des contraintes biophysiques du microenvironnement 

L’étude du microenvironnement leucémique prend également en compte l’effet des 

contraintes biophysique du microenvironnement dans lequel elles évoluent et notamment les 

concentrations en oxygène. Les niches leucémiques ont des concentrations physiologiques très 

basses en O2 entre 1 à 6% dans la MO et entre 0,2 à 3% dans le thymus (Chow et al., 2001; Hale 

et al., 2002). Or l’hypoxie induit l’état de quiescence des blastes de LAL-T via l’inhibition de la 

voie mTORC1 par HIF1α, favorisant ainsi une chimiorésistance notamment à la vincristine (Fahy 

et al., 2021a). L’hypoxie induite par le microenvironnement dans lesquelles les LAL-T évoluent 

peut donc induire la chimiorésistance des blastes de LAL-T et promouvoir les risques de 

rechute. 

Impact de la LAL-T sur le tissu médullaire sain 

Les exemples précédemment cités montrent que la niche médullaire peut impacter la 

LAL-T par contact cellulaire direct ou par activation paracrine. Cependant, le 

microenvironnement médullaire est également fortement impacté par la leucémie. Plusieurs 

études montrent l’impact des leucémies sur le microenvironnement médullaire notamment 

dans les LAL-B et les LAM (Battula et al., 2017; Krause and Scadden, 2015; Kumar et al., 2018; 

Méndez-Ferrer et al., 2020) et l’influence qu’elles peuvent avoir sur l’hématopoïèse normale. 

La même question a été adressée dans le cadre des LAL-T, et il s'avère qu’une signalisation 

NOTCH aberrante dans la MO perturbe le soutien que les ostéoblastes prodiguent aux CSH 

(Wang et al., 2016). Il a également été démontré que les blastes de LAL (B et T) humains 

sécrètent des vésicules extracellulaires contenant l’HSP70, une protéine chaperonne qui en 

retour induit l’épuisement des CSH murines in vivo et compromet la quiescence des CSH 
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murines ex vivo. Malgré ces quelques études sur l’impact de la LAL-T sur le microenvironnement 

de la MO, il reste des interrogations concernant l’impact la leucémie sur les cellules de 

l’environnement médullaire qui mériteraient de plus amples recherches. 

v. Le microenvironnement de la rate 

La rate est le plus gros organe lymphoïde secondaire entouré d’une capsule rigide situé 

sous le diaphragme et connecté à l’estomac. L’un de ces rôles est de filtrer et recycler par 

phagocytose les globules rouges non fonctionnels dans la structure anatomique appelée pulpe 

rouge et son autre rôle est la maturation de lymphocytes B et T dans la pulpe blanche (Den 

Haan et al., 2012; Mebius and Kraal, 2005). 

Composition cellulaire de la rate 

Cet organe jouant un rôle primordial dans la maturation des Lymphoctes B et T, on y 

retrouve de nombreuses cellules hématopoïétiques, y compris des cellules myéloïdes et 

notamment des cellules présentatrices d’antigènes. Au sein des leucocytes, on retrouve par 

analyse en cytométrie de flux des neutrophiles (5-20%), des monocytes (1-5%), des cellules 

dendritiques (0.4%), des macrophages (0.2%), des Lymphocytes T CD4+ (15-20%), des 

lymphocytes T CD8+ (10-15%), des lymphocytes B (30-40%), des Natural killers (5-10%) et 

Natural killer T (1-5%) et une très faible quantité des CSH (moins de 0.1%). On retrouve 

également 80% globules rouges matures et 1% de réticulocytes parmi les splénocytes totaux 

du fait du rôle de filtration des globules rouges de la rate (Gualdrón-López et al., 2021). En plus 

des cellules hématopoïétiques, la rate est composée d’un ensemble complexe de cellules 

stromales comme des cellules fibroblastiques réticulaires, et les cellules réticulaires marginales 

qui maintiennent les structures fonctionnelles tridimensionnelles de la rate et les cellules 

endothéliales composant la paroi des vaisseaux permettant notamment la circulation des 

cellules hématopoïétiques (Den Haan et al., 2012). 

Rôle de la niche de la rate dans les LAL-T 

Interactions par contact cellulaire 

Les cellules myéloïdes : Il a précédemment été démontré que les cellules dendritiques du 

thymus jouaient un rôle de support dans la progression des LAL-T notamment grâce à la 

sécrétion d’IGF1 induisant la prolifération des blastes (Triplett et al., 2016). Il s’est alors posé la 

question du support des autres cellules myéloïdes. Contrairement au thymus qui ne contient 

principalement que des cellules dendritiques pour le versant myéloïde, la rate en comprend un 
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plus grand nombre. Lyu et collègues se sont donc penchés sur le rôle de ces cellules et ont 

remarqué que la coculture de blastes leucémiques et de cellules myéloïdes de la rate favorisait 

fortement la croissance cellulaire. Par ailleurs, en éliminant les cellules phagocytaire de façon 

systémique grâce à l’injection de liposomes de clodronate, la progression leucémique est 

fortement réduite (Lyu et al., 2020). Ils détaillent ensuite les mécanismes par lesquels les 

cellules myéloïdes soutiennent les blastes leucémiques en identifiant l’activation de la voie 

IGF1/IGF1R dans les blastes leucémiques en contact avec les cellules myéloïdes. En 2022, cette 

même équipe a s’est intéressée plus précisément sur les mécanismes d’activation des blastes 

leucémiques par les cellules myéloïdes et ont identifié qu’en plus du support par la voie 

IGF1/IGF1R, les cellules myéloïdes favorisaient la croissance des cellules leucémiques par 

interaction directe via la voie des intégrines (Lyu et al., 2022). 

Interactions avec les facteurs solubles 

CCL19-CCL21/CCR7 : Le microenvironnement de la rate est à l’origine de la sécrétion de 

cytokines et chimiokines. Les cellules dendritiques de la rate sécrètent du CXC-chemokine 

ligand 13 (CXCL13), une chimiokine se fixant sur le CXC-Receptor 5 (CXCR5) à la surface des 

lymphocytes B, et les cellules stromales produisent du CCL19 et du CCL21, qui se fixent sur le 

récepteur CCR7 à la surface des lymphocytes T. En condition physiologique, ces productions 

permettent le recrutement, l’activation et la maturation des lymphocytes. Il a été identifié que 

l’expression de CCR7 est augmentée en réponse à la signalisation NOTCH dans les LAL-T 

(Buonamici et al., 2009). Ainsi, l’augmentation de l’expression de ce récepteur sensibilise les 

blastes leucémiques au rôle chimiotactique des ligands sécrétés notamment CCL19. Cette 

signalisation favorise le nichage des blastes de LAL-T dans la rate, qui en retour augmente la 

sécrétion de CCL19. Cette signalisation recrute de plus en plus de blastes leucémiques CCR7 

exprimant le CCR7. De plus, les blastes de LAL-T cocultivés en présence de cellules du 

microenvironnement de la rate ont des capacités de mobilisation accrue en test de mobilisation 

en chambre de culture transwell comparé aux blastes cultivés en présence de cellules de la MO. 

De surcroit, les souris secondaires injectées avec des blastes issus de la MO montrent un délai 

survie comparé aux cellules injectées avec les blastes de la rate. L’étude conclue que le 

microenvironnement de la rate promeut la prolifération des blastes de LAL-T, induit leur 

expression de CCR7, favorise leur capacité de migration et supporte l’agressivité de la LAL-T 

(Ma et al., 2014). 
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Par ailleurs il a également été démontré que la sécrétion de CCL19 et CCL21 par les 

cellules endothéliales du système nerveux central favorisait l’adressage des blastes vers cette 

niche (Buonamici et al., 2009). Les atteintes au système nerveux central sont observées dans 

10% des cas de LAL-T (Marks et al., 2009) et leur pronostic sont particulièrement défavorables 

(Lazarus et al., 2006). Ainsi, cibler cet axe de signalisation dépendant de l’expression de CCR7 à 

la surface des blastes leucémiques représente une cible thérapeutique prometteuse dans le 

traitement des LAL-T. 

  

Figure 11 : Rôle de la signalisation la signalisation CCL19/CCR7 dans les modèles syngéniques de 

LAL-T. La rate sécrète en grande quantité la chimiokine CCL19 capable d’attirer les blastes de 

LAL-T en se fixant à leur récepteur CCR7. Ce recrutement de cellules leucémique favorise la 

sécrétion de CCL19 par le microenvironnement de la rate et les blastes issus de cet organe ont 

des capacités de migration supérieures aux blastes provenant de la MO. Grâce à cette 

signalisation, la rate constitue un réservoir de blastes leucémiques avec des capacités accrues 

de mobilisation favorisant l’agressivité leucémique (de Ma et al, 2014). 
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vi. Conclusion sur les interactions LAL-T et microenvironnements 

Les microenvironnements interagissant avec les blastes de LAL-T sont multiples et 

l’ensemble des interactions qui peuvent impacter la progression leucémique est très complexe 

(Figure 12), notamment selon l’organe envahi par la leucémie. Même au sein d'un organe 

donné, il peut exister différentes niches (Cahu et al., 2017; Calvo et al., 2019). L’identification 

des interactions LAL-T et microenvironnements pourrait permettre de découvrir de nouvelles 

voies qui peuvent être ciblées en thérapie.   

  

Figure 12 : Schéma récapitulatif des interactions entre les acteurs cellulaires et moléculaires 

du microenvironnement et des LAL-T (adapté de Armstrong et al., 2009; Ballesteros-Arias et 

al., 2019; Barata et al., 2001; Baryawno et al., 2019 ; Buffière et al., 2019 ; Buonamici et al., 

2009; Cahu et al., 2017; Fahy et al., 2021; González-García et al., 2019; Lyu et al., 2020-

2022; Ma et al., 2014; Minuzzo et al., 2015; Passaro et al., 2015; Pitt et al., 2015; Scupoli et 

al., 2003; Silva et al., 2011; Tikhonova et al., 2019; Triplett et al., 2016; Uzan et al., 2014; 

Wang et al., 2018; Yu et al., 2015). 
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5. Les modèles d’étude des LAL-T 

Il existe plusieurs moyens d’étudier les LAL-T et souvent le modèle d’étude dépend de 

la question posée et de la disponibilité du matériel biologique. Pour se rapprocher le plus 

possible de la réalité physiologique, l’utilisation d’échantillons primaires de patients est 

conseillée. De plus, il existe une variabilité d’origine des cellules de LAL-T au sein d’un même 

patient : il peut s’agir généralement de cellules issues de sang périphérique, ou de prélèvement 

de MO. Ces cellules peuvent être prélevées au moment du diagnostic, après le traitement ou 

lors de la rechute. Pour étudier l’interaction entre les cellules de patients et le 

microenvironnement, plusieurs options sont envisageables : les blastes leucémiques peuvent 

être cultivés in vitro dans un milieu approprié avec ou sans la présence d’un stroma capable 

d’interagir avec les blastes par contact direct ou de façon paracrine. Dans un second temps, si 

la question du rôle du microenvironnement leucémique est plus complexe et a besoin de 

l’ensemble des cellules des microenvironnements, il est encore actuellement d'usage d’utiliser 

des modèles murins. 

i. Utilisation d'échantillons primaires de patients 

Modèles de souris immunodéficientes et PDX (Patient Derived Xenograft) 

Avant d’étudier l’hématopoïèse maligne, les chercheurs se sont concentrés sur l’étude 

de l’hématopoïèse humaine non pathologique et sur l’identification la plus précise des CSH en 

mettant à l’épreuve leur capacité d’auto renouvellement et d’hématopoïèse à long terme. 

Après 20 ans de recherche, le modèle de référence pour l’étude de l'hématopoïèse humaine 

utilise des souris immunodéficientes NSG (Non Obese Diabetic / Severe Combined 

ImmunoDefficiency / γ chain receptor of IL-2), ayant subi une myéloablation (irradiation, 

busulfan), transplantées par des cellules CD34+, contenant des CSH et des CPH, de diverses 

origines (sang de cordon, MO, produit de cytaphérèse, etc...) ce qui a permis de mieux 

caractériser les CSH humaines (Doulatov et al., 2012). Le fond génétique NOD/ShiLtJ (pour Non 

Obese Diabetic) comprends des mutations caractéristiques du diabète de type 1 auto-immun 

conduisant à la diminution du système immunitaire innée avec la perte du système 

hémolytique du complément, une réduction de l’activité des cellules dendritiques et des 

macrophages (Shultz et al., 1995). La mutation PrkdcSCID plus connue sous le nom "SCID" (pour 

Severe Combined Immunodeficiency ou Immunodéficience Combinée Sévère). Le gène Prkdc 

muté dans ce modèle code la sous-unité catalytique de la DNA-PK qui participe à l’activité ligase 
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de l’ADN nécessaire au cours de la réparation des cassures double-brin de type NHEJ. Dans les 

lymphocytes en formation, l'activité de la DNA-PK est cruciale pour le succès de la 

recombinaison V(D)J (Kirchgessner et al., 1995). Cette mutation entraine une déficience totale 

en lymphocytes B et T, du fait de réarrangements Ig/TCR non productifs, et une sensibilité 

augmentée aux irradiations (Bosma et al., 1983; Fulop and Phillips, 1990). Cependant, le 

modèle souffre de fuite et la déficience en lymphocytes T n’est pas toujours totale dans 

certaines souris, entrainant des rejets de greffon ou des transformations leucémiques T (Shultz 

et al., 1995). Ce problème a été résolu grâce à l’ajout de la mutation Il2rgtm1Wjl ou l'abolition de 

son expression par technique génétique ("knock-out"), supprime la chaine commune gamma 

du récepteur à l’IL-2, abroge l’activité de ce récepteur impliqué dans la maturation des 

lymphocytes T, NK et NKT, qui contribuent à la réponse immunitaire dirigée contre les cellules 

du « non soi » (Ito et al., 2002; Shultz et al., 2005). Il est donc possible de greffer un système 

hématopoïétique humain normal et/ou des cellules humaines pathologiques (leucémies, entre 

autre) dans ces souris immunodéficientes ; on nomme ces expériences de transplantation inter-

espèce "xénogreffes" et l’injection de cellules de patients permet d'obtenir des « Patient-

Derived Xenograft » (PDX). 

Ces modèles permettent d’étudier différents axes de l’hématopoïèse pathologique, 

comme les mécanismes moléculaires et cellulaires de la leucémogénèse, de tester l’effet de 

nouvelles molécules anticancéreuses, ou d’étudier le rôle de différents microenvironnements. 

Les premiers résultats significatifs de développement de cellules hématopoïétiques humaines 

en modèle PDX réalisés avec des échantillons primaires, nécessitaient notamment avec 

l'injection de cytokines humaines pour stimuler les cellules injectées (IL-3, GM-CSF et SCF) 

(Kamel-Reid and Dick, 1988; Lapidot et al., 1992). 

Ces résultats ont posé la base des PDX, montrant que des cellules primaires de patients 

peuvent être injectées par voie intraveineuse, ou par injection intra-os/fémorale (Mazurier et 

al., 2003). Ces modèles ont été adaptés pour greffer des échantillons primaires de LAL-T 

(Armstrong et al., 2009). Toutefois, toutes les LAL-T ne progressent pas à la même vitesse, voire 

ne se greffent pas dans l'environnement des souris immunodéficientes. On observe 

notamment que les LAL-T à phénotype immature se développent moins rapidement que les 

LAL-T à phénotype plus mature. Par ailleurs, la vitesse de progression des LAL-T est souvent 

associée avec l’activation de la voie NF-κB (Poglio et al., 2015). 
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Modèles de souris dites "humanisées" 

Modèles murins de sécrétion de cytokines et facteurs de croissance humains en modèles 

murins 

Comme décrit dans la partie rôle du microenvironnement, la signalisation par 

l’interaction entre les cytokines et leur récepteur peut jouer un rôle primordial dans la 

leucémogénèse. Cependant, pour les modèles de xénogreffe, étant donné qu’il s’agit d’un 

modèle chimère entre des cellules humaines et un organisme receveur murin, on s’attend à ce 

que l’ensemble de la signalisation ne soit pas active. En effet, certaines cytokines sécrétées par 

la souris peuvent par réactivité croisée se fixer sur le récepteur humain des cellules injectées 

dû à des homologies entre les 2 espèces mammifères. Cependant, certains facteurs de souris 

ne sont pas actifs sur les cellules humaines. Les souris immunodéficientes ont donc été 

génétiquement améliorées pour exprimer des cytokines humaines, comme la Trombopoiétine 

(TPO) (Rongvaux et al., 2011), ou le SCF « Stem Cell Factor » combiné à l’Interleukine 3 (IL-3), 

et le GM-CSF « Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor » qui permettent de mieux 

mimer l’environnement humain en modèle murin (Wunderlich et al., 2018). 

Reconstruction de niches hématopoïétiques humaines médullaires in vivo 

Pour modéliser le microenvironnement médullaire humain plus proche de la réalité 

physiologique, les chercheurs se sont concentrés à recréer une niche médullaire humaine dans 

la souris. Pour ce faire, ils ont isolé des CSM de donneurs sains ou de patients, et les ont 

injectées par voie sous cutanée avec un substrat semi liquide (matrigel) enrichi en facteurs de 

croissance dont des facteurs de croissance ostéogéniques. L’injection des CSM induit la 

formation de mini-os sous la peau de souris appelés « ossicules ». Les chercheurs ont ensuite 

injecté par voie intraveineuse des progéniteurs hématopoïétiques humains ou des blastes de 

LAM et ont observé que ces ossicules forment une niche hématopoïétique vascularisée, ayant 

une structure typique de MO humaine, dans laquelle une hématopoïèse humaine normale ou 

pathologique peut se développer (Reinisch et al., 2016). Cette technique permet de modéliser 

la niche hématopoïétique médullaire humaine et d'y modifier l’expression de gènes. En 

modifiant le gène souhaité dans les CSM originales avant la formation des ossicules, on peut 

modéliser l’impact que la modification de l’expression de ce gène dans le microenvironnement 

peut avoir sur l’hématopoïèse normale ou dans notre cas, l'expansion leucémique de LAL-T. 
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ii. Utilisation de modèles de LAL-T murines 

Modèles génétiques de LAL-T de novo 

Il est possible de modifier génétiquement des souris immunocompétentes pour qu’elles 

expriment les oncogènes souhaités dans des populations cellulaires d'intérêt afin qu’elles 

développent une LAL-T de novo sans nécessité de greffe cellulaire. Par exemple, il est bien 

connu que les facteurs de transcription peuvent collaborer dans les mécanismes oncogéniques 

des LAL-T. Le croisement de modèles murins transgéniques pour les FT TAL1 (pSil-TSCL (SCLtg) 

(Aplan et al., 1997) et LMO1 (Lck-LMO1tg) (McGuire et al., 1992) permettent d’obtenir des 

souris exprimant 2 oncogènes dans des cellules hématopoïétiques, ce qui induit une 

leucémogénèse T murine (Tremblay et al., 2010). Les blastes leucémiques peuvent être ensuite 

transplantés en souris C57BL/6 pour étudier la LAL-T dans des receveurs syngéniques ou 

congéniques. D’autres oncogènes que TAL1 et LMO2/LMO1, peuvent être exprimés pour 

générer des LAL-T de novo en modèle murin, notamment les modèles de surexpression de la 

protéine TLX1 sous contrôle du promoteur Lck dans les progéniteurs T murins (De 

Keersmaecker et al., 2010) et d’autres mutations comme le KO de la protéine IKAROS 

suppresseur de tumeur dans la lymphopoïèse T, permettant notamment d’étudier les 

mécanismes oncogéniques associés aux protéines de la famille NOTCH dans les LAL-T 

(Dumortier et al., 2006; Jeannet et al., 2010). Pareillement, une autre fusion oncogénique 

identifiée chez les patients LAL-T TEL-JAK2 induit une LAL-T lorsque son expression est 

introduite dans les souris sous contrôle du promoteur/enhancer lymphoid EµSRα (Carron et al., 

2000; Takebe et al., 1988). 

Modèles syngéniques murins de LAL-T  

Certaines problématiques de recherche requièrent que l’espèce receveuse ait un 

système immunitaire intact, notamment dans le cadre de l’étude de la réaction immunitaire ou 

inflammatoire. Dans ce cas, l’utilisation de modèles immunodéficients n'est pas adaptée à la 

question et l’utilisation de modèles syngéniques de LAL-T sera préférée. Par exemple, l’équipe 

du docteur Warren S. Pear a élaboré un modèle de LAL-T murine avec une activation 

constitutive de la voie NOTCH, grâce à la transduction de progéniteurs hématopoïétiques ou 

lymphocytaires T de souris C57BL/6 avec un rétrovirus portant les séquences codantes de la 

forme tronquée et constitutivement active de Notch1, appelée ICN1 (Pui et al., 1999). Ces 

cellules après transduction peuvent être injectées en souris receveuses immunocompétentes 
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à fond génétique identique, dans lesquelles elles vont développer une LAL-T sans être rejetées 

par le système immunitaire. Ces blastes leucémiques peuvent également être maintenus en 

co-culture avec un support stromal murin approprié (Catherinet et al., 2021).  

iii. Modèles d’études in vitro de LAL-T 

Les LAL-T primaires (murines et humaines) peuvent être maintenues en culture in vitro. 

Cette croissance est favorisée par la présence de cellules stromales médullaires. Ce support va 

pouvoir par la sécrétion de facteurs soluble ou par contact direct avec les LAL-T supporter les 

cellules leucémiques et favoriser leur croissance. 

 Par exemple, on sait que par la sécrétion d’IL-7, les cellules de l’épithélium de thymus 

(TEC) support la lymphopoïèse T, ainsi que les LAL-T in vivo. Scupoli et collègues ont montré 

que l’on pouvait utiliser les TEC comme stroma cellulaire pour soutenir la croissance de cellules 

primaires de LAL-T de patients (Scupoli et al., 2003). La présence de cellules dendritiques a le 

même effet sur la croissance des cellules leucémiques in vitro notamment grâce à l’IGF1 sécrété 

par les cellules dendritiques (Triplett et al., 2016). 

 Les cellules stromales présentes dans le thymus et la MO jouent un rôle de soutien dans 

le développement des LAL-T notamment de par la sécrétion de CXCL12 activant le récepteur 

CXCR4 à la surface des blastes leucémiques ou de par la sécrétion d’IL-18 en se fixant à son 

récepteur. Ainsi, il est possible d’utiliser des lignées cellulaires stromales humaines (Human 

Stromal 5, HS5), ou murines (Murine Stromal 5, MS5) afin d’étudier les interactions entre les 

LAL-T et le microenvironnement. Par exemple, le laboratoire d’encadrement de ma thèse a 

induit la surexpression de DL1 humain, un des ligands de NOTCH1, à la surface de cellules MS5 

(lignée appelée MS5-DL1). Cette surexpression de DL1 a induit une activation de la voie dans 

les blastes leucémiques de patients favorisant leur croissance in vitro, ce qui a permis de 

confirmer le rôle de cette voie dans la croissance/propagation leucémique et proposer un 

modèle intéressant d'étude des LAL-T (Armstrong et al., 2009). De plus, en prenant avantage 

des découvertes faites sur le rôle des molécules sécrétées dans le microenvironnement, il est 

possible voire nécessaire d’ajouter des cytokines et facteurs de croissance comme IL-7, 

l’insuline, le SCF (Stem Cell Factor) ou le FLT3L pour la culture cellulaire de LAL-T (Armstrong et 

al., 2009; Cahu et al., 2017).  
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B. Le microenvironnement inflammatoire 

1. Généralités  

L’inflammation est la réponse rapide et robuste du système immunitaire qui sert de 

mécanisme de défense en réponse aux stimuli provenant de molécules du « soi » (lésions 

tissulaires, cancers) ou du « non soi » (infection bactérienne, virale, ou composés toxiques…) 

pour limiter la progression d’un pathogène, minimiser les dommages physiques et stimuler la 

réparation des tissus. La réponse inflammatoire se caractérise par 2 parties majeures : l’étape 

d’inflammation et l'étape de résolution (Figure 13). La phase inflammatoire est définie par 

l’ensemble des réactions cellulaires et moléculaires permettant de contenir et d’éliminer 

l’agent infectieux. Cette réaction est caractérisée par 4 signes cliniques incluant la douleur, la 

chaleur, le rougissement et le gonflement conduisant à la formation d’un œdème. Ces signes 

cliniques résultent de la réponse vasculaire caractérisée par une augmentation de la 

perméabilisation des vaisseaux et l’augmentation de l’afflux sanguin caractéristique de 

l’œdème. Cette réaction favorise une réponse inflammatoire locale, puis systémique grâce au 

recrutement de cellules immunitaires en réponse à la signalisation moléculaire pathologique. 

Ces cellules immunitaires sont responsables de la sécrétion de molécules pro-inflammatoires 

nécessaires à l’élimination du pathogène. Une fois l’ensemble des agents pathogènes éliminés, 

l’arrêt de la phase inflammatoire est indispensable pour retourner à un état homéostatique. Si 

cette phase de résolution n’est pas accomplie, elle conduit à une inflammation chronique qui 

peut être à l’origine de différentes pathologies comme des maladies auto-immunes ou 

contribuer à l’apparition de cancers (Deng et al., 2016; Pikarsky et al., 2004) (Figure 13). En 

résumé, la réaction inflammatoire est une réaction biologique naturelle de protection de 

l’intégrité tissulaire indispensable à la survie qui peut être à l’origine de pathologie lorsqu’elle 

n’est pas précisément régulée dans l’organisme. 

En effet, Les cliniciens ont identifié que la présence de tumeurs s’accompagne souvent 

d’une inflammation (Balkwill and Mantovani, 2001). Qu’elle soit à l’origine ou en réponse à la 

tumorigénèse, l’inflammation dans les cancers peut favoriser la prolifération des cellules 

tumorales et leur dissémination (Greten and Grivennikov, 2019; Liu et al., 2015). Cependant, 

l’impact du microenvironnement inflammatoire a été identifié au cours du développement de 

tumeurs solides et l’invasion du microenvironnement tumoral par les cellules immunitaires 
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peut être bénéfique ou néfaste pour la progression tumorale en fonction des cellules 

immunitaires du microenvironnement et du type cellulaire cancéreux (voir paragraphe sur la 

description des populations cellulaires immunitaires). La leucémogénèse est différente, 

notamment par la nature des cellules tumorales et par les niches dans lesquelles elles évoluent. 

Il se pose donc la question de l’existence et du rôle la réponse inflammatoire suite à la 

progression leucémique et de son impact sur cette progression. Pour étudier ces interactions, 

il est important de définir les acteurs qui peuvent contribuer à l’inflammation dans le 

microenvironnement leucémique. 

Figure 13 : Intensité de l’activité inflammatoire en fonction du temps et du recrutement des 

populations immunitaires. La première étape de l’inflammation est caractérisée par la 

formation d’un œdème en réponse à une stimulation. Les cellules immunitaires innées 

vont rapidement infiltrer le site inflammatoire en commençant par les neutrophiles qui 

vont phagocyter les cellules infectées ou de pathogènes puis entrer en apoptose. Les corps 

apoptotiques vont être phagocytés par les macrophages, recrutés par les signaux 

inflammatoires. Ces macrophages vont ensuite initier la phase de résolution en sécrétant 

des molécules pro-résolutives. Vient ensuite le recrutement de cellules pro-résolutives et 

des cellules mémoires du système immunitaire adaptatif. Si l’inflammation aigüe n’est pas 

résolue, la phase inflammatoire se changera en inflammation chronique qui peut être à 

l’origine de différentes pathologies (adapté de Serhan et al., 2005 ; Serhan, 2014 er 

Fullerton et al., 2016). 
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2. Rôles des cellules immunitaires myéloïdes dans l’inflammation et 

dans les cancers 

Les cellules qui interviennent en premier sur le site de l’inflammation sont les cellules 

immunitaires innées comme les monocytes ou les granulocytes neutrophiles. Le recrutement 

des cellules immunitaires innées est facilité grâce à la sécrétion de d’histamines, 

prostaglandines et leucotriènes par les cellules impactées qui activent les cellules endothéliales 

favorisant ainsi la vasodilatation. Les cellules immunitaires sont recrutées par les cellules 

résidentes comme les macrophages résidents ou les cellules non immunitaires endommagées 

qui sécrètent des molécules inflammatoires. Les cellules immunitaires innées expriment à leur 

surface les PRR « Pattern Recognition Receptors » qui leur permettent de reconnaitre les 

signaux moléculaires associés au danger issus du soi en détectant les DAMPs « Damage 

Associated Molecular Patterns » ou du non soi en détectant les PAMPs « Pathogene Associated 

Molecular Patterns » (Jeannin et al., 2008; Takeuchi and Akira, 2010). 

Les DAMPS sont des molécules issues de la dégradation des cellules du soi qui peuvent être 

reconnues par les PRR. Dans les cancers, on retrouve dans ce groupe l’HMGB1 (High group box 

1 protein), les HSP (Heat shock protein) ou encore l’ATP (Adenosine triphosphate) qui vont 

activer les cellules immuntaires comme les cellules dendritiques via les PRR (Abu et al., 2021). 

Les PAMPs sont des molécules issues de pathogènes comprenant notamment les acides 

nucléiques microbiens ou les LPS « Lipopolysaccharides ». Les PRR comme les TLR « Toll Like 

Receptors » ou les CLR « C type Lectin Receptors » sont des récepteurs transmembranaires. 

Leur l’activation induit la transcription de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire 

notamment par la voie NF-κB, conduisant à la sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires à l’origine de l’amplification de la réaction immunitaire (Takeuchi and Akira, 

2010). La régulation de ces signalisations est primordiale pour générer une réaction 

inflammatoire transitoire pouvant être résolue. Les mutations dans les PRR ou modifiant 

l’expression de leurs ligands peuvent conduire à une réaction inflammatoire accrue à l’origines 

de pathologies (maladies auto-immunes, cancers) (de Koning et al., 2012; Nagi et al., 2014). 

 Les tumeurs solides sont souvent envahie par les cellules immunitaires y compris les 

cellules myéloïdes qui peuvent créer un environnement immunosuppresseur ou immuno-

activateur (Deng and Fleming, 2022). Les cellules myéloïdes comprennent les monocytes, les 
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macrophages, les granulocytes et les cellules dendritiques d’origine myéloïde. Leurs rôles dans 

la réaction inflammatoire immunitaire ainsi dans les cancers sont décrits dans la partie suivante. 

i. Monocytes 

Les monocytes prennent origine dans la MO, à partir de progéniteurs myéloïdes 

engagés CMP « Common Myeloid Progenitors » (Akashi et al., 2000) et représentent 2-8% des 

leucocytes dans la circulation sanguine humaine et 2% chez la souris. Il existe 2 principaux types 

de monocytes qui remplissent différentes fonctions que l’on peut identifier grâce à l’expression 

de marqueurs de surface. Comme la majorité des cellules myéloïdes, les 2 types de monocytes 

expriment le CD11b, mais on peut différencier les monocytes inflammatoires (CD11b+, Ly6C+, 

CD115+, CCR2+, CX3CR1-) des monocytes circulants ou également appelés monocytes 

résidents  ou monocytes non classiques (CD11b+, Ly6C-, CD115+, CCR2-, CX3CR1+) par 

l’expression de marqueurs de surface, notamment des récepteurs aux chimiokines comme 

CCR2 et CX3CR1 chez la souris (Geissmann et al., 2003).  

Le rôle des monocytes inflammatoires Ly6C+ est de se rendre sur le site d’infection 

primaire en réponse aux signaux inflammatoires pour ensuite se différencier en macrophages 

ou en cellules dendritiques. Ils participent à la réaction inflammatoire et à la réaction 

immunitaire antimicrobienne (Geissmann et al., 2003; Serbina et al., 2008). Les signaux 

majoritairement identifiés dans la signalisation des monocytes inflammatoires sur le site 

d’infection sont CCL2 et CCL7 (également connu sous le nom de MCP-1 et MCP-3 

respectivement, pour monocyte chemoattractant protein 1 et 3) se fixant sur le récepteur 

CCR2. La chimiokine CCL2 « Chemokine (C-C motif) Ligand 2 » est exprimée par un grand 

nombre de types cellulaires en réponse à une infection ou à une signalisation inflammatoire 

facilitant l’adressage des monocytes à de nombreux sites différents (Deshmane et al., 2009) 

(Figure 14). Si aucune signalisation moléculaire ne les active, les monocytes inflammatoires 

retournent dans la MO où ils pourront être redifférenciés en monocytes circulants Ly6C-, 

notamment par la régulation de la voie NOTCH activée par l’expression de DLL1 à la surface de 

cellules endothéliales spécialisées dans la rate et la MO (Gamrekelashvili et al., 2016). 

 



 

58 
 

Bien que l’un des rôles des monocytes résidents Ly6C- soit d’infiltrer les tissus 

indépendamment de la signalisation inflammatoire pour reconstituer les cellules dendritiques 

et les macrophages endommagés pour reconstituer l’homéostasie tissulaire (Nahrendorf et al., 

2007), ils peuvent également être recrutés au cours de l’inflammation et participer à la 

sécrétion de molécules inflammatoires comme le TNF (Tumor Necrosis Factor) et d’autres 

chimiokines de la famille  à motif CC comme CCL6, CCL7 CCL12, CCL22 ou à motif CXC comme 

CXCL1, CXCL9, CXCL10 et cytokines inflammatoires comme IL1-β (Auffray et al., 2007). 

Cependant, la signalisation précise de recrutement de ces monocytes vers les sites reste 

inconnue.  

Figure 14 : Mécanismes de recrutement des monocytes au cours de l’inflammation. Les 

monocytes inflammatoires sont produits dans la MO osseuse où ils peuvent être 

recrutés via la détection de CCL2 pour se retrouver dans la circulation (partie supérieure 

du schéma). Une fois dans la circulation, les monocytes inflammatoires vont être 

recrutés vers le site inflammatoire via la signalisation de CCL2 où ils vont pouvoir se 

différencier en macrophages ou cellules dendritiques pour phagocyter les cellules du 

tissu endommagé (partie inférieure) (adapté de Serbina et al., 2008). 
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Rôle des monocytes dans les cancers 

Dans les cancers, les monocytes sont majoritairement adressés au microenvironnement 

tumoral via CCL2 (Qian et al., 2011). Il a également été montré que les monocytes 

inflammatoire exposé à L’IFNα ou à l’IFNγ pouvaient sécréter la protéine TRAIL et induire 

l’apoptose de cellules cancéreuses (Griffith et al., 1999). Cependant, la principale 

caractéristique associée aux monocytes est qu’ils vont pouvoir se différencier en macrophages 

une fois arrivés sur le site tumoral (Macrophages Associés aux Tumeurs) où ils vont favoriser la 

croissance tumorale grâce à leur capacité immunomodulatrice (voir partie macrophages) 

(Franklin et al., 2014). 

ii. Macrophages 

Les macrophages peuvent soit être d’origine fœtale et présents dans les tissus pour 

réguler l’homéostasie tissulaire, soit provenir de l’adressage des monocytes (Epelman et al., 

2014). Une fois arrivés sur le site inflammatoire, les monocytes inflammatoires peuvent se 

différencier en macrophages notamment grâce au « Macrophage- Colony Stimulating Factor » 

M-CSF (CSF1) qui se fixe au son récepteur CD115 (également CSF1-R) (Ushach and Zlotnik, 

2016). Leur premier rôle est la dégradation des débris cellulaires, des cellules apoptotiques ou 

des pathogènes pour maintenir l’intégrité tissulaire. Les macrophages (comme les cellules 

dendritiques et les lymphocytes B) sont des cellules présentatrices d’antigène (CPA) et peuvent 

reconnaitre les DAMPs et les PAMPs grâce à leurs PRR. Ils présentent ensuite à leur surface, 

après phagocytose et dégradation des cellules, des antigènes du « non soi » combinés au 

Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type 2 (CMH2) aux lymphocytes T CD4 dits « helper » 

qui vont induire la réponse immunitaire humorale par les lymphocytes B, ou l’activation de 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques par la sécrétion d’Interleukine 2 (IL-2). On reconnait les 

macrophages murins grâce à l’expression de marqueurs de surface et leur faible granulosité 

identifiable en cytométrie en flux, Gr1-, F4/80+, CD115- et SSC faible (Chow et al., 2011) mais ils 

ont une grande versatilité intrinsèque et émettent un large éventail de réponses en fonction 

de l’organe dans lequel ils se trouvent et des stimuli qui peuvent les activer (Chow et al., 2011; 

Gordon et al., 2014). Les macrophages ont une plasticité phénotypique et peuvent être 

réversiblement polarisés en 2 types  (M1 et M2) identifiés grâce à des marqueurs de surface, 

leur profil transcriptomique, et leurs activité immunitaire pro ou anti-inflammatoire (Yang et 

al., 2018). Les macrophages de type M1 sont pro-inflammatoires et expriment CD80, CD86 et 
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CD16/32, alors que les macrophages de type M2 ont des propriétés anti-inflammatoires et 

expriment Arg-1 et CD206 (Yunna et al., 2020). La polarisation des macrophages M1 ou M2 est 

dictée par les signaux du microenvironnement. Les macrophages M1 sont activés par le Tumor 

Necrosis Factor α (TNF-α) ou par le Granulocyte-Macrophage Colonony-stimulating factor (GM-

CSF) et sécrètent des cytokines pro-inflammatoires. En revanche, la signalisation 

immunosuppressive de type Th2 caractérisée notamment par la sécrétion d’IL-4, d’IL10 et d’IL-

13 polarise les macrophages vers un phénotype de type M2 (Figure 15).  

Rôle des macrophages dans les cancers 

Les macrophages représentent la majorité des cellules immunitaires qui envahissent le 

microenvironnement tumoral. Ce microenvironnement induit un phénotype particulier aux 

macrophages que l’on appelle alors MAT « Macrophages Associés au Tumeurs » (ou TAM pour 

« Tumor Associated Macrophage »). Bien que l’on puisse retrouver des macrophages de type 

M1 dans le microenvironnement tumoral, la majorité des MAT a un phénotype proche des 

macrophages M2 (Pan et al., 2020). Ils favorisent l’immunotolérance des cellules cancéreuses 

et contribuent ainsi à la progression tumorale. Ils participent notamment à l’inhibition du 

recrutement des lymphocytes T cytotoxiques anti tumoraux et contribuent au processus 

métastatique en favorisant l’angiogenèse (Qian and Pollard, 2010).  Du fait de leur plasticité 

phénotypique, une partie de la recherche en immunothérapie se concentre sur la réversion du 

Figure 15 : Mécanismes de polarisation des macrophages en type M1 ou M2. Les 

macrophages vont se polariser préférentiellement en M1 sous l’influence d’une 

stimulation pro-inflammatoire (LPS, IFN-γ, ligands des TLR, GM-CSF) et vont adopter un 

phénotype pro-inflammatoire. En revanche, l’IL-4, l’IL13, l’IL10 et l’IL21 contribuent à la 

polarisation des macrophages de type M2 avec un phénotype anti-inflammatoire, 

favorisant entre autre la réparation tissulaire (adapté de Yunna et al., 2020 ; Wang et al. 

2014). 



 

61 
 

phénotype M2 des MAT en M1 pour contribuer à l’activité immunitaire anti-tumorale (Pan, 

2012). 

iii. Cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques représentent un groupe hétérogène de cellules immunitaires 

myéloïdes. Ce sont des CPA et contribuent donc à l’activation du système immunitaire acquis 

après avoir phagocyté les cellules pathologiques ou les pathogènes. Elles peuvent émerger de 

différents progéniteurs de la MO comme les cellules dendritiques pré-conventionnelles (pre-

cDC) ou des monocytes qui vont migrer vers les organes lymphoïdes comme la rate ou les 

ganglions lymphatiques, ou vers des tissus non lymphoïdes comme la peau, les poumons ou les 

intestins via la circulation sanguine (Randolph et al., 2008). Le type majeur de cellule 

dendritique est appelé les cellules dendritiques conventionnelles (cDC), elles sont d’abord 

immatures et jouent un rôle de sentinelle et reconnaissent un grand nombre de signaux de 

danger issus de pathogènes par leur PRR. Contrairement aux macrophages, les cDC une fois 

activées vont phagocyter les agents pathogènes et exprimer CCR7 ce qui les sensibilise à la 

signalisation de CCL21 et CCL19. Cette signalisation les adresse vers les organes lymphoïdes 

comme les ganglions lymphatiques et la rate où les cDC vont pouvoir activer les lymphocytes T 

naïfs et induire la réponse lymphocytaire (Braun et al., 2011; Gunn et al., 1999). Il existe 

également un autre type de cellule dendritique, les cellules dendritiques issues de monocytes 

(moDCs). Comme décrit dans le paragraphe sur les monocytes, les monocytes inflammatoires 

Ly6C+ en réponse à la signalisation CCL2 vont migrer vers le site d’inflammation, ils vont se 

ensuite se différencier en moDC et pouvoir induire la réponse Th1 des lymphocytes T helper 

(León et al., 2007) qui cible les infections bactériennes ou virales. Le troisième type de cellule 

dendritique est les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) qui sont retrouvées dans le sang 

périphérique et sécrètent de l’Interféron de type 1 (IFN-I), primordiale pour l’immunité anti 

virale. En conclusion, les cellules dendritiques forment l’une des premières lignes de défense 

en réponse aux infections et sont indispensables à la signalisation immunitaire (Liu et al., 2021). 

Rôle des cellules dendritiques dans les cancers 

Les DC peuvent également être recrutées dans les cancers et jouer un rôle ambivalent 

sur la progression tumorale (Wylie et al., 2019). L’envahissement du microenvironnement 

tumoral par les pDC est corrélé avec un mauvais pronostic notamment par l’inhibition de leur 

sécrétion d’IFN-I, l’activation de la sécrétion de cytokine anti-inflammatoires comme l’IL-10 et 
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le TGF-β, et leur expression de récepteurs de l’inhibition du checkpoint immun comme PD-L1 

ce qui inhibe l’activité cytotoxique antitumorale des lymphocytes T CD8+ (Bruchhage et al., 

2018; Labidi-Galy et al., 2011; Sisirak et al., 2012). Les cDC sont présentes en faible quantité 

dans les microenvironnements tumoraux mais leur présence est corrélée avec un bon pronostic 

(Böttcher et al., 2018; Broz et al., 2014). Elles contribuent à l’activation des Lymphocytes T 

cytotoxiques et à l’augmentation de leur activité immunitaire antitumorale (Wylie et al., 2015) 

notamment par la sécrétion de CXCL10 un chemoattractant des lymphoctes T (Spranger et al., 

2017). Finalement, la présence et le rôle des moDC dans le microenvironnement tumoral n’est 

pas bien définie.  

iv. Granulocytes neutrophiles 

Bien que les granulocytes neutrophiles soient des cellules myéloïdes à durée de vie 

courte (entre 6 à 8 heures chez l’Homme et 12.5 heures chez la souris), ils représentent 40 à 

60% des leucocytes dans la circulation sanguine chez l’Homme et 10% chez la souris, indiquant 

une production permanente à partir de progéniteurs médullaires. Ce sont les cellules de 

l’immunité innée qui sont recrutées le plus rapidement sur le site de l’infection (Liew and Kubes, 

2019). On les détecte en cytométrie en flux grâce à leur phénotype CD11b+ Ly6G+, Ly6Cmid chez 

la souris. Ils jouent principalement un rôle dans l’immunité antibactérienne, par leur capacité 

de phagocytose, par la sécrétion de granules contenant d’enzymes antibactériennes, par la 

production de ROS, ou par la formation d’un filet extra cellulaire constitué d’ADN et de 

protéines associées appelé "Neutrophil Extracellular Trap » (NET) qui après la lyse de la cellule 

permettant l’inhibition de la propagation bactérienne (Mantovani et al., 2011). Les 

neutrophiles sont attirés sur le site de l’inflammation notamment grâce à l’un de leurs 

récepteurs qui reconnait spécifiquement les protéines spécifiques des bactéries et 

mitochondries, le récepteur FPR1. Ils expriment également de nombreux PRR, comme les TLR, 

qui leur permette de répondre à un large panel de signaux inflammatoires détectés (Hayashi et 

al., 2003). Les neutrophiles peuvent sécréter de très nombreuses molécules avec des activités 

extrêmement variées comme le recrutement d’autres cellules immunitaires (chimiokines), une 

activité pro-inflammatoire, ou anti-inflammatoire, ou de facteurs de croissance (Mantovani et 

al., 2011). 
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Rôle des neutrophiles dans les cancers  

Les neutrophiles sont recrutés vers le microenvironnement tumoral en réponse à la 

sécrétion de CXCL2 et CXCL5 par les macrophages. Une fois recrutés les NAT « Neutrophiles 

Associés à la Tumeur » (ou TAN « Tumor Associated Neutrophiles ») contribuent à la réaction 

inflammatoire antitumorale notamment en recrutant les lymphocytes T CD8 cytotoxiques anti-

tumoraux (Fridlender et al., 2009). Il a également été montré que la signalisation TGF-β dans 

les cancers inhibe le recrutement des neutrophiles au site tumoral et induit un phénotype N2 

anti-inflammatoire ce qui contribue à la progression tumorale. On peut alors identifier 2 

populations NAT qui diffèrent au niveau de leur profil transcriptomique: les N1 pro-

inflammatoires qui inhibent la progression tumorale, et les N2 anti-inflammatoires qui la 

stimulent (Shaul et al., 2016). 

v. Les Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) 

Le terme MDSC est utilisé pour définir une population cellulaire hétérogène d’origine 

myéloïde survenant au cours de l’apparition de pathologies. Cette population est définie chez 

la souris par l’expression des antigènes CD11b et Gr-1, et des niveaux plus ou moins élevés 

d’autres marqueurs de cellules myéloïdes matures. Ces cellules ont une expression génique 

augmentée soit de gènes impliqués dans le métabolisme d’acides aminés soit dans la 

production de ROS ou de « Reactive Nitrogen Species » (RNS); mais leur caractéristique 

principale est qu’elles peuvent supprimer la réponse immunitaire des lymphocytes T in vitro et 

in vivo (Condamine et al., 2015; Gabrilovich et al., 2012; Marigo et al., 2008). On en distingue 2 

types : les MDSC monocytiques (MO-MDSC) avec une expression de marqueurs de surface 

proche des monocytes inflammatoires (CD11b+, Ly6G-, Ly6C+) et les MDSC granulocytiques (G-

MDSC) avec une expression de marqueurs de surface proche des granulocytes (CD11b+, Ly6G+, 

Ly6C-). 

Rôle des MDSC dans les cancers 

Dans le contexte tumoral, les MO-MDSC présentent un phénotype immunosuppresseur 

différent des phénotypes conventionnels observés dans un contexte non cancéreux. Par la 

sécrétion de CCL5, elles recrutent les lymphocytes T régulateurs (Treg) producteurs d’IL-4 , IL-

10 et IL-13 qui favorisent la polarisation des macrophages en M2 immunosuppresseurs 

stimulant la progression tumorale (Pommier et al., 2013; Schlecker et al., 2012; Tiemessen et 
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al., 2007). De même, grâce à leur capacité immunomodulatrice, les G-MDSC supportent la 

progression tumorale (Kramer and Abrams, 2020; S. Li et al., 2020). 

vi. Conclusion sur les cellules myéloïdes dans l’inflammation et les 

microenvironnements tumoraux 

Un grand nombre de cellules immunitaires myéloïdes participe à la réaction 

inflammatoire ou à sa résolution notamment par la signalisation moléculaire en sécrétant des 

cytokines, des facteurs de croissance ou des chimiokines. Ce système immunitaire capable de 

résoudre les infections par les pathogènes et les dommages tissulaires a été sélectionné au fil 

de l’évolution, conduisant à une régulation fine et complexe du processus inflammatoire et de 

sa résolution. Cependant, l’inflammation résultant du cancer représente un type différent de 

stimulation du système immunitaire. Le microenvironnement tumoral permet le recrutement 

de cellules immunitaires et peut modifier les caractéristiques de ces cellules et ainsi 

complexifier l’identification du rôle qu’elles peuvent jouer. Ainsi, la réaction de ces cellules 

immunitaires dans les microenvironnements tumoraux est complexe et variable en fonction 

des signaux du le microenvironnement et des types de tumeurs. 

3. L’inflammation dans les leucémies aigües Lymphoblastiques. 

Les patients leucémiques développent souvent des infections dues au déficit en 

production de cellules immunitaires normales comme les neutrophiles, ou en réponse aux 

traitements chimiothérapeutiques. Ces infections sont accompagnées d’une inflammation et 

sont à l’origine d’un pronostic défavorable (Inaba et al., 2017; O’Connor et al., 2014). 

Cependant, dans les cancers on peut identifier une inflammation dite stérile caractérisée par 

l’activation de cellules immunitaires impliquée dans la réaction inflammatoire et la sécrétion 

de molécules inflammatoires indépendamment de la présence d’agents infectieux (Chen and 

Nuñez, 2010). Cette réaction inflammatoire stérile a été observée chez les patients 

leucémiques, de la même façon que l’on observe une réaction inflammatoire en 

microenvironnement de tumeurs solides (Grivennikov et al., 2010; Pérez-Figueroa et al., 2016). 

Il existe un fort impact de l’inflammation sur les leucémies et inversement notamment observé 

dans le cadre des LAM (Binder et al., 2018; Lasry et al., 2022; Luciano et al., 2022; Récher, 2021). 

Dans la partie suivante je m'intéresserai aux études se concentrant sur le rôle de l’inflammation 

(stérile ou en réponse à une stimulation infectieuse) dans les LAL-B pour finir avec 

l’inflammation dans les LAL-T. 
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Une étude sur des patients atteints de LAL pédiatriques (âge moyen 7.5 ans) a montré 

qu’il existait une inflammation stérile en réponse à la progression leucémique. Dans cette 

cohorte de 99 patients (dont 64 LAL-B, 14 LAL-T, 3 biphénotypiques et 18 non classées) 

comparée à des contrôles non leucémiques sans infection, les chercheurs ont identifié une 

augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme IL-1β, TNFα, IL-2; une 

augmentation de chimiokines comme IL-8 et MCP-1; une augmentation de molécules signant 

la réponse Th1 comme Interferon-γ (IFN-γ), IL-12 et IL2 ; une absence de la réponse Th2 IL-4 , 

IL-13 ; et finalement une augmentation d’IL-10 , et une diminution du TGF-β, cytokines anti-

inflammatoires dans le plasma des patients (Pérez-Figueroa et al., 2016). Cependant, bien que 

cette modulation de molécules inflammatoires soit observée, aucun lien n’est établi entre ces 

molécules et le rôle qu’elles pourraient avoir sur la progression leucémique. De plus, la 

variabilité du type de leucémies au sein des patients (LAL-B, LAL-T, biphénotypique, ou 

indéterminée) peut être à l’origine d’une diversité de sécrétion dissimulée par le regroupement 

de ces échantillons dans cette analyse. 

i. Rôle du microenvironnement inflammatoire dans les LAL-B 

Rôle de l’inflammation sur l’initiation de LAL-B 

L’existence d’acteurs extrinsèques qui pouraient jouer un rôle dans l’initiation des 

leucémies aigües pédiatriques est une question posée depuis au moins deux décennies. Le 

professeur Melvin F. Greaves propose l’hypothèse selon laquelle la leucémogénèse et plus 

particulièrement la LAL-B chez les patients pédiatriques se déclarerait en réponse à une 

réaction inflammatoire exacerbée, en se basant sur des données étiologiques biologiques et 

génétiques (Greaves, 2018). En sachant qu’il existe des clones pré-leucémiques prénataux 

arborant des premières mutations nécessaires à l’initiation leucémique mais insuffisantes à sa 

progression chez les patients, il propose un modèle selon lequel une réaction inflammatoire 

aigüe chez les jeunes enfants serait à l’origine d’un stress permettant la sélection de cellules 

ayant accumulé des mutations secondaires indispensables à la progression leucémique. Cette 

réaction inflammatoire exacerbée serait la conséquence de l’amélioration des conditions 

hygiéniques au cours des années et de la révolution industrielle. Les jeunes enfants seraient 

moins en contact dès leur première année de vie avec des pathogènes induisant un manque 

d’éducation du système immunitaire précoce. Lorsque les enfants sont ainsi en contact avec 

des pathogènes plus tardivement dans leur vie, ils subissent une réaction inflammatoire 
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exacerbée qui induirait la prolifération des clones préleucémiques favorisant l’émergence de 

clones arborant de nouvelles mutations nécessaires à l’initiation leucémique. 

 Cette théorie est soutenue expérimentalement par l’utilisation de modèles murins. 

Dans cette étude de 2015, les chercheurs utilisent un modèle génétique de prédisposition au 

développement d’une LAL-B qui présente une haploinsuffisance du gène Pax5+/- (Martín-

Lorenzo et al., 2015). Ce modèle murin ne développe pas de pathologie lymphoïde de façon 

spontanée en condition d’élevage EOPS (Exempt d’Organismes Pathogènes Spécifiques) donc 

en absence de contexte infectieux. Cependant, en les maintenant dans un environnement 

infectieux, les souris Pax5+/- développent des LAL-B de novo entre 5 et 15 mois d'âge avec une 

accumulation de lymphoblastes B dans les organes hématopoïétiques, typiques des LAL-B 

(Martín-Lorenzo et al., 2015). De fait, maintenir les souris dans un environnement comprenant 

des agents pathogènes (comme le norovirus murin, le virus de l’hépatite murine, des 

hélicobacter et des parasites) incite une réponse immunitaire chez les animaux, qui stimule la 

mutagénèse et favorise in fine la progression leucémique. Les blastes leucémiques accumulent 

des mutations dans différents gènes comme dans la version sauvage de Pax5, ou des gènes de 

la voie Jak/Stat (Jak1 ou Jak3). En somme, ce modèle murin d’induction de LAL-B, est en faveur 

de l’hypothèse du rôle primordial de l’inflammation dans la progression leucémique. Bien que 

le maintien des souris en milieu infectieux soit indispensable au développement leucémique 

dans ce modèle, les mécanismes sous-jacents inflammatoires moléculaires ou cellulaires 

conduisant à la leucémogénèse n’ont pas été identifiés. 

Transcriptome des cellules du microenvironnement des LAL-B et rôle des monocytes. 

 L’équipe de Iannis Aifantis s’est intéressée au microenvironnement médullaire dans les 

LAL-B. L’étude du trancriptome à cellules unique de MO de patients de LAL-B (avec 2 différentes 

mutations) a montré que les monocytes non conventionnels CD16+ (l’équivalent des monocytes 

Ly6C- chez la souris (Shi and Pamer, 2011)) étaient augmentés dans la MO des patients et qu’ils 

exprimaient une signature transcriptomique associée à une interaction avec les cellules 

endothéliales (comme l'expression de PECAM1) (Witkowski et al., 2020). Ils se sont ensuite 

intéressés au rôle des cellules immunitaires dans la rechute en réalisant la même expérience 

sur les prélèvements des mêmes patients après traitement chimiothérapeutique (en rémission 

ou en rechute). Ils ont remarqué que la population de monocytes non conventionnels était à 

nouveau augmentée avec la même signature transcriptomique qu'au diagnostic (adhésion aux 
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cellules endothéliales) dans les prélèvements de patients en rechute indépendamment du type 

de LAL-B considéré. Cette population monocytaire est également augmentée dans le sang 

périphérique au diagnostic. De plus, grâce à une cohorte de 568 patients pédiatriques, ils ont 

montré que la présence de ces monocytes sanguins est corrélée avec un mauvais pronostic de 

survie. L'étude d'un modèle murin de LAL-B leur a permis d'observer l’équivalent murin de cette 

population monocytaire (Ly6C-) dans le sang. Les chercheurs ont également remarqué 

qu’inhiber la maturation de ces monocytes résidents Ly6C- grâce à l’utilisation d’anticorps 

ciblant CSF1-R (CD115) (MacDonald et al., 2010) en combinaison avec des ITK qui ciblent la LAL-

B étudiée, augmentait considérablement la survie des souris. Cette expérience démontre ainsi 

le rôle de soutien de soutient qu’apporte cette population de monocytes résidents Ly6C- à la 

progression leucémique des LAL-B notamment via la résistance aux traitements anti-

leucémiques (Witkowski et al., 2020). 

Rôle de l’infection au cours de la progression de la LAL-B. 

Pour démontrer le rôle de l’inflammation sur la progression leucémique au cours de 

l’évolution de la pathologie, les chercheurs ont remarqué dans un premier temps que traiter 

des souris dans un modèle syngénique de LAL-B comportant la fusion oncogénique BCR-ABL1 

avec des LPS augmentait la vitesse de progression leucémique (Zhang et al., 2022). En effet, le 

LPS est un composé chimique constitué de lipides et de saccharides issus la paroi des bactéries 

GRAM-, utilisé en expérimentation animale pour induire un phénotype représentatif d’une 

inflammation systémique (Seemann et al., 2017) en se fixant sur le récepteur TLR4 et en 

activant la voie NF-κB. Stimuler les blastes de LAL-B avec le LPS in vitro augmente la 

prolifération, la survie et diminue la sensibilité des blastes leucémiques à l’Imatinib, un ITK 

spécifique de la fusion BCR-ABL1. De plus, l’injection de LPS aux souris au cours de la leucémie 

favorise la progression et l’initiation leucémique caractérisée par une diminution de la survie 

des souris et une augmentation du pourcentage de blastes leucémiques dans les organes. 

L’initiation leucémique et la prolifération des blastes de LAL-B BCR-ABL1+ traités au LPS sont 

régulées par la protéine « Activation-Induced Deaminase » (AID) qui joue un rôle de 

mutagénèse nécessaire à l’initiation de la recombinaison homologue dans la physiologie des 

lymphocytes B (Methot and Di Noia, 2017). En somme, cette étude démontre que 

l’inflammation induite par le LPS in vivo favorise la progression leucémique des LAL-B BCR-ABL1 

par l’activation de la voie NF-κB (Zhang et al., 2022). A ce jour, aucune publication ne montre 
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l’effet de l’injection d’agents inflammatoires comme le LPS sur la progression ou l’initiation des 

LAL-T. 

ii. Rôle du microenvironnement inflammatoire dans les LAL-T 

Modifications intrinsèques des LAL-T impactant le microenvironnement inflammatoire et la 

progression leucémique. 

Stim1 et Stim2 

Dans une publication de 2018, les auteurs ont identifié que la voie SOCE (Store-

Operated Calcium Entry) régulant l’influx d’ions Calcium grâce à l’expression des gènes Stim1 

et Stim2 supportait l’inflammation induite dans les LAL-T. Cette voie de régulation du flux des 

ions calciques est dérégulée dans de nombreux cancers notamment dans les lignées cellulaires 

de LAL-T (Saint Fleur-Lominy et al., 2018). Pour comprendre l’effet de cette régulation des ions 

calciques sur les cellules de LAL-T, les chercheurs ont introduit la construction oncogénique 

ICN1 (activation constitutive de la voie NOTCH induisant la LAL-T (Aster et al., 2011; Pui et al., 

1999)) dans des progéniteurs hématopoïétiques murins issus de souris C57Bl/6 sauvages (WT) 

ou miutées Stim1/2-/- puis les ont injectés à des souris receveuses WT ou Stim1/2-/-. Les souris 

injectées avec les cellules ICN1/Stim1/2-/- montrent un délai dans la progression leucémique, 

ainsi qu’une amélioration de leur survie indépendamment du statut mutationnel de la souris 

receveuse. L’amélioration de cette survie des souris est accompagnée d’une meilleure viabilité 

des cellules de la MO ainsi qu’une diminution de l’inflammation. De plus, ils ont observé une 

diminution de la sécrétion de cytokines pro inflammatoires comme l’IFN-γ, le TNF-α et l’IL-17 

dans le plasma de souris leucémiques Stim1/2-/- ainsi qu’une diminution du nombre de 

macrophages dans la MO et la rate. Pour comprendre les mécanismes sous-jacents à ce retard 

de progression leucémique, les chercheurs ont identifié une augmentation de l’expression de 

gènes associés à la réponse inflammatoire dans les blastes sauvages comparés aux blastes 

Stim1/2-/- comme ceux impliqués dans la signalisation IFN-γ et d’autres cytokines comme IL-16, 

IL-22, IL-34, CSF-1, et chimiokines comme CCL6, CCL9, CXCL9, et CXCL10. En conclusion, l’import 

d’ions Ca2+ intra cellulaire par la voie SOCE dans les blastes de LAL-T ICN1 entretient une 

réponse inflammatoire qui stimule la progression leucémique et favorise l’apoptose des cellules 

du microenvironnement leucémique, corrélée à une diminution de la survie des souris. Cette 

étude de Stim1/2 contribue à la compréhension de l’effet des LAL-T sur l’induction d’un 

microenvironnement soutenant la progression leucémique. Cependant, les mécanismes précis 
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de réponse du microenvironnement sur les blastes de LAL-T ne sont pas décrits. Bien qu’ils 

observent une activation transcriptionnelle de gènes associés à l’inflammation dans les blastes 

leucémiques exprimant Stim1/2, ils ne démontrent pas une interaction fonctionnelle entre les 

molécules sécrétées et leur effet sur l’expansion leucémique, la croissance cellulaire ou la 

survie des souris (Figure 16). 

NF-κB 

La voie NF-κB est une voie de signalisation complexe intervenant dans de nombreux 

processus cellulaires et qui est considérée notamment comme un centre majeur de la 

régulation de l’inflammation (Hoesel and Schmid, 2013). Il a été démontré que la rapidité avec 

laquelle les échantillons primaires de LAL-T sont capables de se développer en modèle PDX et 

la vitesse à laquelle les cellules leucémiques proliféraient in vitro était corrélés avec l’activation 

Figure 16 : Mécanismes de la voie SOCE « Store Operated Calcium Entry » médiée par les 

gènes Stim1 et Stim2 dans les LAL-T sur l’induction d’un microenvironnement 

inflammatoire. 1) Les gènes Stim1 et 2 favorisent l’influx d’ions calciques dans les blastes 

leucémiques 2) dont la signalisation est nécessaire pour la sécrétion d’acteurs 

moléculaires de l’inflammation. 3) Ces sécrétions activent les cellules du 

microenvironnement 4) et favorisent la nécrose et la sécrétion d’acteurs pro-

inflammatoires moléculaires 5) qui peuvent interagir avec la LAL-T (de Saint Fleur-Lominy 

et al., 2018). 
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de la voie NF-κB dans les blastes leucémiques de patients (Poglio et al., 2015). De plus, la voie 

NOTCH1 active la voie NF-κB et cette activation de est primordiale dans les mécanismes 

oncogéniques associés aux LAL-T mutées pour la protéine NOTCH1 (Espinosa et al., 2010). Il est 

donc envisageable que dans un contexte indépendant de l’activation de la voie NOTCH1 dans 

les LAL-T, la signalisation inflammatoire induite par le microenvironnement puisse activer la 

voie NF-κB et soutenir la progression leucémique.   

IL-7/IL-7R 

A ce jour, la signalisation IL-7/IL7R est la seule à avoir été identifiée dans l’activation 

autocrine des LAL-T (Buffière et al., 2019). Cependant, la variabilité de méthylation de l’ADN au 

niveau du promoteur de l’IL7 des blastes leucémiques, conduit à des niveaux d’expression et 

donc d’activation autocrines variables entre les échantillons de patients de LAL-T. Cette étude, 

en plus de celles réalisées sur l’identification du rôle de l’IL-7 sécrété dans le 

microenvironnement supporte les thérapies visant l’axe IL-7/IL-7R comme les inhibiteurs de la 

voie JAK/STAT en aval de la signalisation ou PI3K/AKT.  

Rôles des acteurs cellulaires immunitaires sur les LAL-T. 

Cellules myéloïdes 

 Plusieurs sous-types de cellules myéloïdes peuvent stimuler la progression leucémique. 

En effet, cultiver les blastes de LAL-T provenant de souris leucémiques en présence ou non de 

cellules myéloïdes CD11b+ (monocytes, macrophages, granulocytes neutrophiles, cellules 

dendritiques) issues de différents organes (rate, foie, MO) montre que ces cellules aident la 

croissance des LAL-T in vitro (Lyu et al., 2020). De plus, la déplétion de l’ensemble des cellules 

phagocytaires (monocytes, cellules dendritiques et macrophage), grâce à l’injection de 

liposomes de clodronate qui ciblent les cellules phagocytaires, diminue la progression 

leucémique dans la majorité des organes envahis (le foie, la rate, les reins, les poumons, la MO, 

le thymus et les ganglions) (Lyu et al., 2020). Les expériences de coculture de cellules myéloïdes 

ont également été reproduites avec des échantillons primaires humains de LAL-T et l’on obtient 

la même conclusion en utilisant des monocytes, cellules dendritiques et macrophages dérivés 

de monocytes de sang périphérique. Ce soutien de la progression leucémique par les cellules 

myéloïdes du microenvironnement est expliqué en partie par l’activation de la voie de l’IGF1R 

dans les blastes leucémiques, notamment par la phosphorylation du récepteur et la cascade 

d’activation en aval. Par ailleurs, cette même équipe a identifié que le soutien des cellules 
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myéloïdes aux LAL-T nécessite un contact cellulaire entre les 2 populations. Ainsi ils ont pu 

identifier qu’en plus de de l’activation de la voie IGF1R, les cellules myéloïdes stimulent la 

croissance leucémique par l’activation de la voie des intégrines (Lyu et al., 2022) (Figure 17).  

Les macrophages  

Les macrophages jouent un rôle primordial dans l’inflammation et dans le processus de 

défense immunitaire. Dans la majorité des tumeurs solides, les Macrophages Associés aux 

Tumeurs (MAT) se rapprochant du phénotype M2 ont un rôle néfaste puisqu’ils favorisent 

l’invasion tumorale, l’angiogenèse, l’apparition de métastases et augmentent 

l’immunosuppression associée aux cellules tumorales (partie macrophages) (Noy and Pollard, 

2014). Il a été identifié en modèle syngénique de LAL-T que les macrophages murins associés 

aux LAL-T ont des caractéristiques différentes des macrophages associés aux tumeurs solides. 

Ils ont montré que les macrophages étaient différents en fonction de leur localisation (MO ou 

rate) et au cours de la progression leucémique, en se basant sur l’expression de 5 gènes 

associés au phénotype M1 (Cxl9, Cxcl11, Il-1β, Il-12α et Nos1) et 9 gènes associés au phénotype 

M2 (Arg1, Ccl17, Ccl22, CD206, Il-10, Csf-1, Mmp-9, Tgf-β1 et Vegf). Les auteurs proposent un 

Figure 17 : Rôle de soutien des cellules myéloïdes systémique à la LAL-T. Au cours de 

l’expansion leucémique, les organes envahis sont accompagnés d’un recrutement de cellules 

immunitaires myéloïdes (monocytes, macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques). 

Les analyse des blastes leucémique ont montré que l’activation signalisation IGF1R (puis en 

aval AKT) pouvait expliquer le mécanisme de support des cellules myéloïdes sur la LAL-T (de 

Passaro et al, 2020). 
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nouveau type de macrophages qu’ils baptisent « macrophages associés à la leucémie » MAL 

(ou « Leukemia Associated Macrophages », LAM) avec un profil d’expression génique différent 

des profils M1 ou M2 classiques (expression de marqueurs de surface CD206 associés au M2 

alors qu’ils expriment des gènes de la signature M1) (Chen et al., 2015). En revanche, il n’existe 

pas de corrélation entre l’identité M1 ou M2 des macrophages dans le microenvironnement 

leucémique et leur rôle sur la progression leucémique. Ces MAL éduqués par le 

microenvironnement leucémique de la rate et de la MO soutiennent la croissance cellulaire des 

LAL-T ex vivo. Cependant, les mécanismes cellulaires ou moléculaires de soutien aux blastes 

leucémiques ne sont pas détaillés dans cette publication (Chen et al., 2015). Dans une autre 

étude, on apprend que l’axe CSF-1/CSF-1R favorise l’activation de macrophages issus de MO 

(BMDM « Bone Marrow Derived Macrophages ») en MAL lorsqu’ils sont cultivés en présence 

de la lignée de lymphome T EL4 murine. Cette lignée peut générer une leucémie T en injection 

en souris immunocompétentes. Inhiber l’axe CSF-1/CSF-1R in vivo diminue la progression 

leucémique en restreignant le recrutement de macrophages, démontrant le rôle de soutien des 

MAL sur la progression leucémique (K. Li et al., 2020). 

Une autre étude de 2020 étudie les MAL de la rate et du foie au cours de la progression 

des LAL-T. Les chercheurs identifient différentes sous populations de macrophages dans la rate 

et le foie en se basant sur l’expression de Ly6C et F4/80 et identifient les macrophages Ly6C+ 

comme dérivés des monocytes. Ils montrent qu’inhiber la signalisation CCL2/CCR2 (modèle 

murin KO pour le récepteur CCR2) diminue le recrutement de macrophages Ly6C+ associés à la 

leucémie injectée. L’inhibition de ce recrutement est accompagnée par une diminution de 

l’inflammation stérile (diminution de la sécrétion de TNFα, IL-1β et IFN-γ) dans les organes 

extra-médullaires notamment le foie et la rate, et par une diminution de l’envahissement de la 

rate et du foie par la leucémie mais pas de la MO. Ces résultats indiquent que les macrophages 

Ly6C+ contribuent à la propagation des blastes de LAL-T dans les organes extramédullaires. Ils 

ont ensuite étudié les mécanismes de recrutement des cellules leucémiques et ont identifié 

que les MAL Ly6C+ sécrétent les chimiokines CCL8 et CCL9 dont les récepteurs sont CCR2 et 

CCR1 respectivement. Ces récepteurs étant exprimés à la surface des cellules leucémiques, les 

chercheurs ont remarqué qu’inhiber cette interaction in vitro diminue la migration des blastes 

leucémiques et qu’injecter des inhibiteurs de ces récepteurs aux souris leucémiques in vivo 

diminue l’envahissement de la rate et du foie. Cette étude identifie donc les MAL dérivés de 
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monocytes inflammatoires comme une population cellulaire contribuant à l’envahissement des 

blastes leucémiques vers les organes extramédullaires via la signalisation CCL8/CCR1-CCR2 et 

CCL9 CCL10/CCR1 (Yang et al., 2020). 

Des équipes de recherche souhaitent identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques 

en se basant sur la plasticité des macrophages cette activité pro-tumorale des MAT en induisant 

une réversion vers un phénotype M1 anti-tumorale des macrophages (Pan, 2012). Cependant, 

les cellules cancéreuses contournent souvent le processus de phagocytose en induisant la 

signalisation « don’t eat me » caractérisée par l’expression de protéines de surface comme 

CD47, PD-L1, β2M et CD24 qui se fixent respectivement sur SIRPα, PD-1, LILRB1 et Siglec-10 sur 

les macrophages. Dans cette étude de 2022, Allouch et ses collègues démontrent que les 

macrophages dérivés de monocytes de sang périphérique humains sont capables d’activité 

phagocytaire des blastes de LAL-T in vivo, contournant la signalisation « dont’ eat me » en 

exprimant p21, un inhibiteur transcriptionnel de SIRPα (Figure 18). Ces macrophages 

phagocytent les blastes de LAL-T, diminuent la progression leucémique et améliorent la survie 

des souris (Allouch et al., 2022). Cette phagocytose induit une activation pro-inflammatoire des 

macrophages, caractérisée par une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme IL1-β, IL-

6, IL-8, SERPIN E1, GM-CSF, IL-23, Gro-α, IL1-ra, MIF, IL-27, et surtout l’IFN-γ qui est décrit 

comme une cytokine permettant l’activation des macrophages en macrophages 

proinflammatoires de type M1 (Müller et al., 2017). Allouch et ses collègues ont démontré que 

l’IFN-γ sécrété par les macrophages activés par la phagocytose de cellule leucémique polarise 

les macrophages immunosuppresseurs non phagocytaires in vitro et in vivo en macrophages 

pro-inflammatoires phagocytaires (Figure 18). L’injection d’anticorps dirigés contre l’IFN-γ 

induit la perte de l’amélioration de la survie prodiguée par l’injection de macrophages 

surexprimant p21 soulignant le rôle primordial de la signalisation IFN-γ dans l’éducation des 

macrophages du microenvironnement des LAL-T. 
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En conclusion, cette étude propose une stratégie thérapeutique cellulaire innovante par 

l’injection de macrophages dérivés de monocytes modifiées exprimant p21 et induire leur 

activité phagocytaire anti-tumorale en complément des traitements chimiothérapeutiques 

actuels. Cependant, bien que des stratégies thérapeutiques modifiant les macrophages soient 

en cours d’essai pour d’autres pathologies que les LAL-T, le modèle comporte quelques 

contraintes comme la complexité de la transduction des cellules myéloïdes primaires humaines 

avec des vecteurs viraux dans un cadre thérapeutique. De plus, bien que cette stratégie soit 

très efficace en modèle PDX, les macrophages jouent un rôle de soutien de la progression 

leucémiques dans les modèles syngéniques de LAL-T (Chen et al., 2015). Il faut donc être vigilant 

sur le risque potentiel que les macrophages injectés puissent stimuler la progression 

leucémique plutôt que d’induire la phagocytose de leurs blastes. 

Figure 18 : Activité phagocytaire anti-tumorale dépendante de p21 des macrophages dans les 

LAL-T. L’absence d’expression de p21 dans les macrophages induit la signalisation « don’t 

eat me » médiée par la présence de CD47 à la surface des cellules leucémique et SIRPα à la 

surface des macrophages. Induire la surexpression de p21 dans les macrophages inhibe 

l’expression de SIRPα et permet l’activité phagocytaire antitumorale des macrophages dans 

la LAL-T. Les macrophages activés sécrètent de l’IFN-γ induisant l’activation des 

macrophages avoisinant dans le microenvironnement tumorale (adapté de Allouch et al., 

2022).  
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Rôles des acteurs moléculaires inflammatoires sur les LAL-T. 

 A ce jour, il n’existe que quelques molécules sécrétées dans le microenvironnement des 

LAL-T qui ont été identifiées pour soutenir la progression ou l’initiation leucémique. Ces 

molécules sont souvent impliquées dans des réactions immunitaires. Cette dernière partie a 

pour but de répertorier les facteurs extrinsèques sécrétés impliqués dans l’inflammation et leur 

rôle sur la LAL-T. 

Par exemple, l’IGF1 est impliquée dans l’immunité pour potentialiser la réponse pro-

inflammatoire des cellules du sang périphérique (Arikan et al., 2009; Higashi et al., 2014; 

Weigent, 2013). Cette molécule a premièrement été décrite dans le microenvironnement 

thymique des LAL-T et sécrétée par les cellules dendritiques (Triplett et al., 2016). Plus tard, il 

a été décrit qu’une diversité plus large de cellules myéloïdes incluant les monocytes, 

macrophages et cellules dendritiques soutenaient la progression leucémique par l’induction de 

la voie de l’IGF1 (Lyu et al., 2020) (voir partie rôles des acteurs cellulaires immunitaires sur les 

LAL-T).  

L’IL-18 est une cytokine pro inflammatoire. En se fixant à son récepteur IL-18R, la 

signalisation qu’elle induit provoque la sécrétion d’IFN-γ pour notamment réguler l’activité des 

lymphocytes Th1 et Th2 (Dinarello, 2000; Nakanishi et al., 2001; Xu et al., 1998). Cette cytokine 

est exprimée constitutivement par de nombreux types cellulaires hématopoïétiques comme les 

cellules mononucléées du sang périphérique, les macrophages, les cellules dendritiques (Lorey 

et al., 2004). Par ailleurs, il a été démontré que les cellules mésenchymateuses dans la MO 

sécrètent de l’IL-18 au cours de la progression leucémique et que cette sécrétion soutient la 

progression leucémique (Uzan et al., 2014). 

D’autres acteurs moléculaires impliqués dans l’inflammation ou dans la signalisation 

comme l’IL-7 soutiennent la LAL-T. Il peut être sécrété par les cellules stromales de la MO ou 

les cellules épithéliales thymiques. Son expression est primordiale dans la lymphopoïèse B et T 

(Ceredig and Rolink, 2012). Le microenvironnement supporte la progression leucémique via à 

la sécrétion d’IL7 (Barata et al., 2001; Scupoli et al., 2003; Silva et al., 2011). Cependant, en plus 

de la sécrétion par le microenvironnement, les blastes leucémiques peuvent également 

sécréter de l’IL7 et jouer un rôle autocrine (Buffière et al., 2019). 
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Les chimiokines CCL19 et CCL21 sont toutes les 2 impliquées dans l’adressage des 

progéniteurs hématopoïétiques exprimant le récepteur CCR7 au thymus et sont également très 

fortement sécrétés dans le microenvironnement de la rate pour recruter les lymphocytes T et 

contribuer à leur éducation en contexte infectieux (Chauveau et al., 2020; Lo et al., 2003; Yan 

et al., 2021). Cette signalisation est impliquée dans le recrutement de blastes de LAL-T dans la 

rate et au SNC (Buonamici et al., 2009; Ma et al., 2014) (voir partie microenvironnement de la 

rate). 

L’interaction IL-15/IL-15R est importante dans l’homéostasie des lymphocytes T CD8 

mémoires, des lymphocytes NKT « Natural Killer T » et les lymphocytes T γδ notamment dans 

le thymus (Stonier and Schluns, 2010; Tao et al., 2021). Une équipe de recherche a identifié 

qu’en modèle murin de fond génétique NOD/SCID, l’ajout du KO de la cytokine IL-15 conduit à 

l’initiation d'une LAL-T. Ces expériences démontrent que dans un modèle d’abrogation de 

l’induction de la cassure double brin nécessaire au NHEJ « Non homologous End Joining » pour 

le réarrangement du TCR (mutation SCID) la signalisation IL-15/IL-15R empêche la 

leucémogénèse (Bobbala et al., 2016; Nandi et al., 2023).  

 

C. Conclusion générale 
L’étude de l’impact du microenvironnement sur la progression des LAL-T est complexe 

du fait de la diversité 1) des cellules leucémiques, 2) des niches tumorales, 3) des cellules qui 

composent ces niches et de leurs interactions avec les blastes de LAL-T, 4) d’acteurs 

moléculaires sécrétés par ces cellules et des divers rôles qu’ils peuvent avoir sur la progression 

leucémique. Cette introduction a passé en revue les interactions identifiées à ce jour entre les 

cellules de LAL-T et le microenvironnement. Bien que le rôle du microenvironnement 

inflammatoire sur l’initiation, l’induction de métastase et la progression des tumeurs solides 

soit largement étudié, cet aspect du microenvironnement n’est pas encore très connu dans les 

LAL-T. Ainsi, ce travail de thèse cherche à complémenter le savoir actuel des mécanismes 

cellulaires et moléculaires du microenvironnement inflammatoire qui peuvent impacter la 

progression leucémique avec l'idée à long terme d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 

dans le traitement des LAL-T.  
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Objectifs de la thèse 

Bien que les traitements actuels aient considérablement permis d’améliorer la survie des 

patients atteints de LAL-T, quand il y a rechute ou que la leucémie est réfractaire aux 

traitements peu de possibilités thérapeutiques sont envisageables. Ce travail de thèse se place 

dans une démarche d’amélioration de la compréhension des mécanismes extra-cellulaires qui 

influent sur le développement leucémique, avec le but à long terme d'améliorer la survie de 

patients souffrant de LAL-T. Etudier cette hémopathie maligne permet de mieux comprendre 

les causes de l’évolution de la maladie et potentiellement de proposer de nouvelles approches 

thérapeutiques innovantes.  

L’objectif de ce travail est de caractériser les acteurs du microenvironnement inflammatoire 

induit par la LAL-T et tester leur rôle dans la progression de la leucémie. Pour cela, nous avons 

utilisé deux modèles murins de LAL-T. 

Le premier objectif de ce travail a été d'identifier les acteurs cellulaires et moléculaires du 

microenvironnement inflammatoire induit par la LAL-T. L’impact de la leucémie a été évalué en 

particulier sur les cellules myéloïdes. Nous avons souhaité également déterminer l’activité de 

ce microenvironnement notamment par la sécrétion de cytokines pro inflammatoires, de 

molécules impliquées dans le recrutement de cellules immunitaires ou de facteurs de 

croissance.  

Le deuxième objectif a été d’identifier si les populations immunitaires inflammatoires modifiées 

par la LAL-T influencent la progression de la maladie. Pour cela, nous avons utilisé in vivo des 

anticorps ciblant et supprimant de manière spécifique les cellules myéloïdes identifiées ou un 

modèle pharmacologique, par injection de liposomes de clodronate pour cibler les cellules 

phagocytaires.  

Le dernier objectif s'est concentré sur les acteurs moléculaires sécrétés indépendamment de 

l’identification des populations immunitaires. En inhibant spécifiquement la sécrétion de 

molécules inflammatoires par le microenvironnement avec l’utilisation d’un agoniste des 

récepteurs à l’adénosine (NECA), nous avons souhaité identifier de nouveaux candidats 

moléculaires impliqués dans la progression leucémique. 

J'ai choisi de présenter la description des résultats produits ainsi que la partie décrivant les 

matériels et méthodes utilisés au cours de la thèse sous un format de publication scientifique, 

en anglais. 

Les résultats obtenus sont ensuite débattus dans une partie discussion de la thèse, en français, 

et n'a pas encore été mise sous la forme demandée pour un article. 

La publication intitulée « Hypoxia favors chemoresistance in T-ALL through an HIFα-mediated 

mTORC inhibition loop » publiée dans le journal « Blood advances » en 2021, dans laquelle je 

suis auteur pour ma contribution à la correction du manuscrit se trouve dans la partie annexe. 
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ABSTRACT  

 

Background: T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a malignant hematological 

disorder characterized by an increased proliferation of immature T lymphocytes precursors. 

T-ALL treatment is based on chemotherapy with strong side effects, and patients that undergo 

relapse display poor prognosis. Although cell-intrinsic oncogenic pathways are well-studied, 

the tumor microenvironment, such as inflammatory cellular and molecular components is less 

explored in T-ALL. Thus, we sought to determine the composition of inflammatory 

microenvironment induced by T-ALL, and the role of the inflammatory molecules secreted on 

T-ALL progression. 

  

Methods: Two different mouse T-ALL cell models were injected intravenously into 

immunocompetent C57Bl/6 mice. We used anti-Ly6G neutrophils depleting antibody, and 

clodronate liposomes to suppress neutrophils and phagocytic cells, respectively. NECA, an 

agonist of adenosine receptors, was used to decrease inflammatory molecules secretion and 

study their implication in T-ALL growth. 

 

 Findings: We show that T-ALLs enhance blood neutrophils and resident monocytes, 

accompanied with an acute secretion of inflammatory molecules in the plasma. Depleting 

neutrophils or resident monocytes does not modulate plasmatic inflammatory molecule 

secretion and mice survival. However, inhibition of inflammatory molecule secretion by the 

microenvironment using NECA diminishes T-ALL progression resulting in enhanced mouse 

survival. Focusing on the most decreased molecule in the plasma with NECA treatment, we 

uncover Hepatocyte Growth Factor (HGF), a common regulator of proliferation and migration 

of tumor cells as a potential therapeutic target in T-ALL. 

 

Interpretation: Altogether, we identified a signature of inflammatory molecules that can 

potentially be involved in T-ALL evolution and uncovered HGF as a new potential therapeutic 

target. 

 

Fundings: The work was supported by CEA, Inserm, Université Paris Saclay and Université Paris 

Cité. The LSHL team is labellised by Ligue Nationale Contre le Cancer.  
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INTRODUCTION 

 

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a hematologic malignancy that arises 

from T-cell precursors in the thymus 1. Current treatments have improved survival rates for 

up to 90% of pediatric patients, whereas survival rates for adults remain at 50% 2,3. However, 

the intensified multiagent chemotherapy regimens are associated with significant long-term 

morbidity, including neurotoxicity, secondary cancers, and cardiopathies 4,5. Furthermore, 

frontline therapy refractory or relapsing T-ALL patients have poor outcomes and few 

alternative therapeutic options are available.  

Earliest research on T-ALL has been focused on the identification of cell-intrinsic 

genetic alterations that promote tumor growth such as activating mutations in NOTCH1 

pathway and aberrant expression of the transcription factors like T-cell acute lymphocytic 

leukemia 1 (TAL1/SCL) or LIM domain only 1/2 (LMO1/2) 6–9. Although oncogenic subgroups 

of T-ALL are identified and correlate with assorted prognosis, T-ALL relapse and refractory 

patients can occur in various types of T-ALL subgroups supporting a role of the niches to 

generate differential growth and treatment response of T-ALL cells in patients 10,11. Despite 

our deeper understanding of these cell-intrinsic alterations, we have yet to develop successful, 

possibly more targeted, therapeutic approaches to improve patient outcomes, suggesting the 

need to broaden our understanding of other factors affecting T-ALL. 

Tumor progression is not only driven by cell-intrinsic alterations but also by dynamic 

interactions between cancer cells and the surrounding tumor microenvironment (TME). 

Notably, neither primary mouse nor human T-ALL cells survive when cultured in the absence 

of cytokines or cellular support suggesting that TME provides critical support for T-ALL growth 

12–14. In addition to TME cells, molecular actors interact with leukemic blasts in a paracrine 

way, including cytokines, chemokines or growth factors. Multiple cell types in the TME have 

been shown to support T-ALL survival and progression, including vascular endothelial cells 

through a C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4)-CXCL12 axis in the Bone Marrow (BM) 

15,16, BM-derived stromal cells by pro-inflammatory cytokine IL-18 production 17 and thymic 

epithelial cells (TECs) through release of interleukin 7(IL-7) and expression of NOTCH1 ligands 

18.  

Biological features, such as inflammation can also participate in cancer progression, 

particularly in the case of hematological malignancies 19. The inflammatory microenvironment 
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of cancers is a complex network in which cellular and molecular immune infiltration can 

contribute to the development, spread of cancer, metastasis and the onset of resistance to 

anticancer therapies 20,21. Cytokines are essential for BM niche homeostasis, and the first 

studies on B-ALL reported a higher expression of these molecules when compared with 

healthy BM samples, suggesting an autocrine/paracrine regulation of leukemic cells and 

cytokines 22. More recently, studies have demonstrated that inflammation can drive 

progression of BCR-ABL1 B-ALL 23. The composition and the contribution of the inflammatory 

microenvironment in T-ALL still remains poorly explored. The deletion of stromal interaction 

molecule (STIM1/2) regulating store-operated Ca2+ (SOCE) mechanism improves T-ALL mouse 

survival in relation with reduced inflammation 24. Also, tumor-associated myeloid cells, in 

particular dendritic cells, support T-ALL growth via insulin-like growth factor 1 receptor 

(IGF1R) activation 25. These results suggest that inflammatory microenvironment comprising 

myeloid cells and soluble factors help T-ALL growth, and the cellular and molecular features 

of inflammatory response induced by the T-ALL in the microenvironment as well as its impact 

on leukemic progression still call for better characterization.  

In the present work, we investigated the role of the inflammatory microenvironment 

induced by leukemia using NOTCH1 and TAL1/LMO1-driven mouse T-ALL models. We found 

that T-ALL favors the recruitment of myeloid cells like neutrophils and resident monocytes 

accompanied with acute secretion of inflammatory molecules in the plasma. The depletion of 

specific myeloid cells was not sufficient to decrease inflammatory molecule secretion and 

increase T-ALL mice survival, even though leukemic burden could be impaired. Besides, 

inhibiting inflammatory molecule secretion in the plasma by a nonselective adenosine 

receptor agonist, 5’-(N-ethylcarboxamido)adenosine (NECA) treatment drastically decreased 

T-ALL progression and prolonged mouse survival. Our findings demonstrate the importance 

and the composition of inflammatory factor microenvironment in T-ALL progression and 

identifying HGF as a new putative driver of T-ALL, and serve as opportune therapeutic target. 
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RESULTS 

 

T-ALL spreads to multiple organs, increases blood neutrophils and resident monocytes 

infiltration that correlate with high inflammatory molecules in the plasma 

 

Previous studies have shown that even though leukemic cells become the most dominant cell 

population in the hematopoietic organs as leukemia develops, a supportive 

microenvironment is important for its establishment and rapid dissemination 26. Our goal 

being to better characterize the impact of the microenvironment on T-ALL progression, we 

first used a NOTCH1-induced mouse T-ALL model (further noted as T-ALL#1), NOTCH1 being a 

major actor in T-ALL pathology 27. In this model intracellular NOTCH1 (ICN1), the active form 

of NOTCH1, expression is constitutively expressed in T cell progenitors through a MIGR 

retrovirus vector that includes a GFP tracer 28. Phenotypic analysis showed that GFP+ T-ALL#1 

express mature cortical T lymphoid progenitor markers CD4+CD8+TCR-β+CD3+ associated with 

this T-ALL model 29 (Figure 1A). T-ALL#1 cells are detectable in the blood, BM and spleen 7 

days after the injection of T-ALL#1 cells in non-irradiated C57BL/6 wild type (WT) mice and 

remain low until day 12. The highest levels of leukemia are observed at day 14 triggering a 14 

days median survival time of leukemic mice (Figure 1B and Supp. Figure 1A). Survival curves 

and dynamic distribution of T-ALL cells suggested that day 7 and 14 were interesting time 

points to define early and late stages of leukemia, respectively. At 14 days post T-ALL#1 mouse 

transplant, a 2.3- and 1.6-fold increase of spleen and liver weight was observed respectively, 

in comparison with control mice (Figure 1C). Representative size of spleen and liver are 

illustrated in Figure 1C (right panels). 

Extramedullar organ infiltration is a common clinical feature of leukemia and is observed in 

many T-ALL models 30. Because immune cells are part of the leukemic cell microenvironment 

in those organs, we followed the evolution of several immune cell populations among the 

normal cells (i.e. GFP- cells) including neutrophils (CD11b+ Ly6G+), inflammatory monocytes 

(CD11b+ Ly6C+ CD115+), resident monocytes (CD11b+ Ly6C- CD115+) and lymphoid cells 

including B lymphocytes (CD11b- B220+) and T lymphocytes (CD11b- CD3+) (Supp. Figure 1B). 

We observed that the progression of T-ALL was correlated only with the increase of blood 

neutrophils and resident monocytes with a 3.4-fold for neutrophils and 2.0-fold for resident 

monocytes at day 14 (Figures 1D-E and Supp. Figure 1C).  
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To verify that these observations were independent of ICN1-T-ALL model, we performed 

identical experiments with a second T-ALL model in which TAL1 and LMO1 oncogenes were 

combined 31. Mice developed T-ALL with CD4-CD8-CD44-CD25+ immature progenitor 

phenotype (further entitled T-ALL #2) (Supp. Figure 1E). When T-ALL#2 cells were injected in 

CD45.1.2+ non irradiated C57BL/6 recipient mice, the spreading of T-ALL#2 cells in several 

hematopoietic organs was observed 34 days post injection, mouse death deadline (Supp. 

Figure 1F). Similarly to T-ALL#1, T-ALL#2 infiltrated mice exhibited a 2-fold and 10-fold increase 

of blood neutrophils and resident monocytes respectively (Figure 1G). The observations made 

with these two T-ALL models suggest that T-ALL induces a cellular inflammatory 

microenvironment with increased neutrophils and resident monocytes in the peripheral 

blood. 

To further characterize the inflammatory response associated with T-ALL, we tested the 

presence of chemokine and cytokine in the plasma with relative quantification cytokine array. 

As shown in Figures 1F and 1H, an increase of different class of inflammatory molecules was 

observed in the plasma of both T-ALL models such as growth factors, cytokines, chemokines 

and metalloprotease (Supp. Figures 1D and 1G). Notably, enhanced and significant levels of 

plasmatic hepatocyte growth factor (HGF) were observed in T-ALL#1 mice (20-fold) and in T-

ALL#2 mice (3-fold) as well as a significant increase of Serpin E1, CXCL13 and Matrix 

metallopeptidase 9 (MMP-9) compared to healthy mice (Figure 1F and 1H).  

Altogether, these results describe actors of the blood microenvironment that are stimulated 

by and may interact with T-ALL cells, thus providing a favorable milieu to leukemic expansion. 

This environment includes increased blood neutrophils, resident monocytes and inflammatory 

molecules. 

 

T-ALL progression is independent of neutrophils in vivo  

Since the increase of blood neutrophils is correlated with T-ALL growth in vivo, we investigated 

whether neutrophils could contribute to generalized inflammation and in turn, support T-ALL 

progression. To test this hypothesis, we assessed leukemic invasion in T-ALL#1 mice treated 

with anti-Gr1 antibody or isotype to deplete neutrophils. Anti-Gr1 recognizes Ly6G, the most 

widely used marker of mouse neutrophils, and Ly6C also expressed on inflammatory 

monocytes 32. When blood T-ALL burden reached 0.1-1%, anti-Gr1 was administrated to half 

of the cohort with 3 intraperitoneal injections from day 7 to day 13 and T-ALL burden was 
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followed up (Figure 2A). As expected, data extracted from flow cytometry analysis indicated a 

selective decrease of myeloid cells including inflammatory monocytes and neutrophils mostly 

in blood and spleen in anti-Gr1-treated mice (Figure 2B and Supp. Figure 2A). Despite this 

reduction, no difference in T-ALL burden in the BM and even a slight increase was noted in 

blood and spleen (Figure 2C).  

Unlike anti-Gr1, anti-Ly6G has the advantage to target neutrophils specifically 33. Anti-Ly6G 

has commonly been associated with a lower efficiency but higher specificity than anti-Gr1 to 

deplete neutrophils 34. When applying the same protocol as for anti-Gr1 treatment (Figure 

2D), a selective decrease (2-fold) of blood and spleen neutrophils was observed after anti-

Ly6G treatment (Figure 2E and Supp. Figure 2B). Consistently with anti-Gr1 results, neutrophils 

depletion did not impact T-ALL burden in the blood, BM and spleen (Figure 2F). Furthermore, 

neutrophil depletion neither modified the inflammatory molecules secreted in the plasma of 

anti-Ly6G-treated mice (Figure 2G and Supp. Figure 2C).  

Since neutrophil depletion was not complete with 3 injections of anti-Ly6G antibody, we 

evaluated the effect of a daily treatment with anti-Ly6G over 5 days from day 7 to day 11 on 

T-ALL burden and survival of mice. We found that greatest neutrophil depletion did not modify 

the survival of anti-Ly6G-treated mice that succumbed of T-ALL at similar time and with 

identical T-ALL burden compared to isotype-treated mice (Figure 2H and data not shown).  

These results demonstrate that neutrophils are dispensable for T-ALL progression in vivo and 

suggest that other cell types such as resident monocytes and/or macrophages, likely 

contribute to T-ALL growth.  

 

Phagocytic myeloid cells support T-ALL progression without modulating the molecular 

plasma microenvironment and mice survival  

 

Based on our previous findings that the increase of blood resident monocytes was correlated 

with the T-ALL growth in vivo, we hypothesized that resident monocytes would contribute to 

T-ALL progression. Hence, we used clodronate liposomes that are known to deplete all 

phagocytic cells including resident monocytes and macrophages 35. The same protocol as anti-

Ly6G treatment was applied and T-ALL#1 burden was assessed after clodronate or vehicle 

treatment (Figure 3A). In clodronate-treated mice, resident monocytes and macrophages 

significantly decreased without affecting inflammatory monocytes and neutrophils levels in 
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blood, BM and spleen (Figure 3B and Supp. Figure 3A). Macrophages and resident monocytes 

depletion strikingly diminished T-ALL#1 burden in all tested cell compartment (Figure 3C). 

Nevertheless, depleting specific phagocytic cells from mice with established T-ALL was not 

sufficient to decrease molecular plasma secretions or to impact mice survival (Figures 3D-E 

and Supp. Figure 3B). These results demonstrate that leukemia associated resident monocytes 

and macrophages support established T-ALL progression in vivo. However, the phagocytic cell-

mediated decreased T-ALL burden was not sufficient to decrease the molecular plasma 

microenvironment and the mice survival was unchanged, indicating that they play significant 

but not major role in supporting T-ALL. 

 

NECA targets the cellular microenvironment and prevents leukemia-associated 

inflammation  

Experimental studies have shown that adenosine receptor (AR) agonists are promising 

pharmacological modulators of disease-associated inflammation and immune responses 36. 

Adenosine is known to mediate anti-inflammatory effects via the adenosine A2a receptor 

(A2aR) 37. Based on our results, it appears that mice injected with T-ALL#1 and T-ALL#2 

significantly increase blood neutrophils and inflammatory molecules. However, targeted 

depletion of neutrophils or resident monocytes does not significantly impact inflammatory 

molecule levels or confer a survival benefit to the leukemic mice. To uncouple the effects of 

inflammatory factors induced by leukemia from the inflammatory cells on T-ALL progression, 

we treated T-ALL-transplanted mice with 5’-(N-ethyl-carboxamido)adenosine (NECA), a non-

selective adenosine receptor agonist, known to decrease inflammatory factors secretion 38–40. 

To exclude a direct interaction between NECA treatment and T-ALL, we first treated T-ALL#1 

or T-ALL#2 cells in vitro with increasing NECA doses. T-ALL#1 and T-ALL#2 cells were counted 

by FACS analysis at different time points. Overall, similar T-ALL growth were obtained with or 

without NECA treatment suggesting that NECA may not act directly on T-ALL cells growth 

(Figure 4A and Supp. Figure 4D), although we cannot exclude that MS5 stromal cells, used in 

this co-culture assay, had captured NECA, limiting its effects on T-ALL. We also measured the 

expression levels of A2aR in T-ALL#1 from transplanted mice compared to BM and blood cells 

and observed that A2aR levels were extremely low on T-ALL#1 cells compared to control total 

BM cells especially compared to myeloid cells (Figure 4B and Supp. Figure 4A), further 

suggesting leukemic cells may not be targeted directly by NECA. Next, we applied a similar 
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injection protocol as previously used with antibody experiments and treated mice 

transplanted with T-ALL with NECA (Figure 4C). 

As expected from the fact that A2aR stimulation inhibits the transcriptional activity of NF-κB 

subsequently suppressing the expression of pro-inflammatory cytokines 37, NECA-treated 

mice exhibited a strong reduction of the inflammatory molecular response observed in T-ALL 

models (Supp. Figures 1D and 1G). In particular HGF was firmly decreased (12.3-fold) as were 

Serpin E1 (6.3-fold), CXCL13 (3.5-fold) and MMP-9 (6-fold) (Figure 4D and Supp. Figure 4B). In 

NECA-treated mice after T-ALL#2 injection, we also observed a decrease in several 

inflammatory molecules, though it was much more limited, with a 2-fold decrease of HGF for 

instance and not clearly significant decrease of Serpin E1, CXCL13 and MMP-9 (Figure 4E and 

Supp. Figure 4E). On the cellular level, NECA treatment induced a decrease of blood and spleen 

percentage of neutrophils and a slight not significant decrease of blood monocytes (Supp. 

Figure 4C). 

Collectively these data show that NECA slightly modifies the cellular microenvironment of T-

ALL and inhibits the molecular inflammatory environment induced by the leukemia in vivo.  

 

Effect of NECA on T-ALL progression 

To understand the impact of NECA on T-ALL growth in vivo, we analyzed T-ALL cells levels and 

viability in the blood, BM and spleen. NECA treatment of T-ALL#1 mice significantly diminished 

the weight of spleen associated with a decrease of T-ALL#1 burden in blood, BM and spleen 

at day 14 (Figures 5A-C). Furthermore, NECA treatment (4 injections between day 7 and day 

15) conferred a low but significant survival benefit, as NECA-treated mice succumbed from 

leukemia 3 days after the last NECA injection (day 18) with T-ALL invasion in blood, BM and 

spleen (Figure 5D and Supp. Figure 5A). Interestingly, transplantation of BM T-ALL cells from 

NECA-treated T-ALL or control mice showed that all secondary recipient mice died at the same 

time, regardless of the leukemic cell origin, on average after 14 days (Supp. Figure 5D). It 

suggests that NECA treatment did not induce specific intrinsic modifications on T-ALL cells but 

rather triggered a transient response of leukemic cells to the microenvironment changes. 

To validate that the impact of NECA treatment was not specific to the NOTCH1-driven T-ALL#1 

model, mice injected with T-ALL#2 were also treated with NECA, starting when the first T-

ALL#2 cells were detected in the blood until sacrifice (day 36). In this model NECA also induced 

a reduction of T-ALL burden although, and maybe in accordance with the lowest decrease in 
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the molecule production (Figure 4E and Supp. Figure 4E), this was only significant in the BM 

compartment (Supp. Figure 5E).  

To understand the NECA-induced loss of T-ALL cells in treated mice, we investigated the 

proliferation and apoptosis of T-ALL#1 cells after NECA treatment in BM and spleen. In both 

organs, T-ALL#1 cells were less activated in NECA-treated mice, with lower proliferating Ki-67+ 

cells and conversely higher leukemic cells in the G0 cell cycle phase (Figure 5E and Supp. Figure 

5B). Besides, higher levels of apoptotic Annexin V+ leukemic cells were measured although 

only significant in the spleen (Supp. Figure 5C).  

Altogether, these findings utilizing NECA treatment in two T-ALL model demonstrate that 

targeting the inflammatory microenvironment triggers a decrease of T-ALL cells by reducing 

their proliferation and blocking them in G0 phase allowing a survival benefit of T-ALL mice.  

 

NECA treatment decreases inflammatory pathways activation in T-ALL cells and identifies 

HGF as a potential molecular actor in T-ALL. 

To gain insight into the molecular regulation of NECA dependent inflammation in T-ALL, we 

investigated gene expression in T-ALL cells isolated from BM of NECA or vehicle-injected mice 

on day 14 of disease. Principal component analysis (PCA) showed that NECA treatment 

induced transcriptional difference between samples. In the PCA score plot, the two groups 

were well separated with 89.2% total variances including principal component (PC) 1 (84.4%) 

and PC 2 (4.8%) indicating that NECA treatment induces the alteration of various gene panels 

in T-ALL cells (Figure 6A) similarly indicated in the heatmap showing at least 2-fold 

differentially expressed genes in both condition (Figure 6B). Gene set enrichment analysis 

(GSEA) revealed overrepresentation of genes associated with KRAS signaling, type I (interferon 

alpha), and type II (interferon gamma) responses in vehicle-treated mice (Figure 6C). Several 

studies showed KRAS as a pro-inflammatory tumor microenvironment modulator and 

interferons response are well identified in several inflammatory pathways 41–43. The 

transcriptional decrease of inflammatory response in NECA-treated T-ALL cells is consistent 

with the reduced inflammatory environment and T-ALL progression observed in NECA-treated 

mice (Supp. Figure 4D and Figure 5C). We found canonical pathways associated with the 

inflammatory response and cell cycle using ingenuity pathways analysis (IPA) system with a 

threshold of -Log (P-value) > 2,110 and a Benjamini-Hodgberg corrected p-value < 0,05 (Supp. 

Figure 6A). Interestingly, pathway analysis showed that HGF signaling was among the top 
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pathways preferentially inhibited in T-ALL#1 from NECA-treated mice (Figure 6D). This result 

was associated with a major decrease of HGF in the plasma of NECA-treated mice by cytokine 

array (Figure 4D). Consistent with this, quantification analysis of HGF in the mouse plasma 

showed that HGF was increased by 68-fold with T-ALL disease and decreased by 22-fold after 

NECA treatment (Figure 6E). Experiments were then performed to test if the HGF signaling 

pathway could be a major actor to activate T-ALL cells. Flow cytometry analysis and western 

blot showed that T-ALL cells express cMet, the HGF receptor, indicating that this growth factor 

could interact with T-ALL#1 cells (Figure 6F and Supp. Figure 6B).  

To determine the eventual clinical impact of circulating HGF levels, cytokine array analysis was 

performed on plasma of T-ALL patients compared to healthy donors. Interestingly, HGF was 

detected among the 20 most increased inflammatory molecules in plasma of T-ALL patients 

compared to controls (Figure 6G), although its increase was not major. 

Collectively, these studies indicated that diminishing the inflammatory microenvironment 

with NECA treatment in T-ALL mice regulates several pathways associated with cancer-

induced inflammation including HGF/cMet signaling interrogating on the role of this pathway 

in T-ALL progression. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Ethics statments 

Mice  

All mice were housed and bred in CEA, Fontenay-aux-Roses, France, in a conventional animal 

facility (registration number C9203202) and handled in compliance with French Ministry of 

Research. Experimental procedures were performed in accordance with the European 

Community Council Directive (EC/2010/63) and were approved by the Ethics Committee 

(APAFIS#20682-2019051615369428 v2). All experiments were performed on 8 to 16 week-

old-female mice with a C57BL/6 background. 

Human T-ALL 

4 primary T-ALL cell samples were collected after obtaining informed consent by the patients 

or the patient’s relatives in accordance with the Declaration of Helsinki and French ethics 

regulations. Blood cells were ficolled, plasma were collected and stored at -80°C. 

Authorization was obtained from the INSERM ethical comittee (KGM-13-16). 

 

T-ALL mouse models 

Notch1 induced T-ALL model (T-ALL#1)  

T-ALL#1 cells were generated as described in 27,28,44. Hematopoietic progenitors from C57BL/6 

BM had been genetically modified using retroviral expression vectors containing intracellular 

domain of NOTCH1 (ICN1) construct followed by an IRES GFP reporter. ICN1/T-ALL#1 cells 

were kindly provided by Dr J Ghysdael, Institut Curie, Orsay. To perpetuate T-ALL#1, 1.5.104 T-

ALL#1 GFP+ cells were injected intravenously (i.v.) via retro-orbital injection into syngeneic 

immunocompetent wild type CD45.2 C57BL/6 littermates (weight, 18-25 g) after being 

anesthetized with isoflurane. The viability of T-ALL#1 cell suspension was assessed by flow 

cytometry with Zombie Aqua Viable dye (423102, BioLegend) prior to the injection. Mice were 

euthanized upon the detection of disease signs such as arched back, weight loss, disheveled 

hair, or at indicated timepoints by cervical dislocation. At sacrifice, up to 1ml of blood was 

recovered in Anticoagulant Citrate Dextrose (ACD-A, Macopharma), femurs were taken and 

flushed in PBS, spleens and livers were weighed, crushed and filtered to remove debris. Red 

cells from all samples were lyzed with ACK Lysing Buffer (A10492-01, Gibco) following 

manufacturer’s protocol and filtered with 80µm diameter nylon filters to remove debris. 
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Plasma was recovered after centrifugation of blood samples at 5000 rpm for 5 minutes at 4°C, 

and supernatant aliquots were frozen at -80°C.  

TAL1/ LMO1 model (T-ALL#2).  

C57BL/6J mice harboring either the pSIL/SCL mutation inducing overexpression of human 

TAL1 oncogene 31 or the lckPr Ttg-1 resulting in the overexpression of human LMO1 oncogene 

45 were bred in CEA mouse experimentation housing facility following ethic committee 

recommendation, in ventilated cages. Mice were provided by Pr. V. Asnafi, Necker Hospital, 

Paris, France. Genotyping of the mice were done using PCR with primers in Table 1. When 

mice developed T-ALL symptoms they were sacrificed and their BM, spleen, thymus, lymph 

nodes were collected, followed by surface marker phenotyping to characterize the T cell 

differentiation origin of the T-ALL cells. Cells (named T-ALL#2) were conserved in frozen vials, 

in 90% Fetal Calf Serum (FCS) and 10% DMSO solution (Sigma Aldrich), and injected into 

CD42.1.2 C57BL/6 recipient mice. At sacrifice, organs were collected and processed as 

described for TALL#1. 

 

In vivo treatments of mice  

Neutrophils depletion 

Neutrophil depletion was performed using 100µg intraperitoneal (i.p.) injection of either anti-

Gr1 (clone RB6-8C5, Bio X Cell) or anti-Ly6G (clone 1A8, Bio X Cell) depleting antibodies or the 

equivalent quantity of isotype control rat, IgG2b (clone: LTF-2, Bio X Cell, sham control) every 

3 days, corresponding to a total of 3 injections/mouse, between day 7 and day 13 after T-

ALL#1 injection. For the survival curve experiment, 100µg of anti-Ly6G depleting antibody was 

injected daily for 5 days between day 7 and day 11. Neutrophil depletion and T-ALL#1 

progression were assessed at day 14.  

NECA treatments 

 5’-(N-Ethylcarboxamido)adenosine (NECA) (E2387, Sigma Aldrich) adenosine receptor agonist 

was resuspended in DMSO at a concentration of 14mg/ml and aliquoted at -20°C following 

manufacturer’s recommendation. 1µg/20g of mice of NECA or the equivalent quantity of 

DMSO was injected via i.p. route (diluted in 100µl PBS) every 3 days for a total of 3 injections 

between day 7 and day 13 after the T-ALL#1 injection. For the survival curve protocol, a 4th 

injection of NECA was done at day 15 in T-ALL#1 mice. Every mouse was sacrificed at day 14 
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for T-ALL#1. For T-ALL#2 model, NECA was injected 3 times a week from day 14 until day 35, 

providing a total of 10 injections. Mice were sacrificed at day 36.  

Phagocytes depletion 

Clodronate-liposomes and phosphate-buffered saline (PBS)-liposomes were purchased from 

LIPOSOMA (C-010). 200µl of a 5mg/ml liposome solution were injected i.p. every 3 days for a 

total of 3 injections between day 7 and day 13 after T-ALL#1 injection according to published 

study 35. Mice were either sacrificed at day 14 or followed up for survival.  

Both treated and vehicle-treated mice in each experiment were not kept after day 14 for T-

ALL#1 model and day 36 for T-ALL#2 model and blood, BM, spleen and liver were then 

harvested. Leukemic progression and modulation of immune cell populations were assessed 

on Canto II (Beckton Dickinson) or LSR II (Beckton Dickinson) flow cytometers.  

 

Secreted molecules level measurements 

Mice  

Cytokine array analysis. A pool of plasma from 2 to 4 mice was loaded on the membrane of 

the Proteome Profiler Mouse XL cytokine Array (ARY028, R&D systems) following the 

manufacturer’s recommendations. Chemiluminescence signal was quantified using Gbox 

(Syngene) device. The analysis of the spots intensities and background noise removal was 

performed using ImageQuant TL software (Version 8.1, GE Healthcare). Each spot intensity 

was quantified as duplicates and the mean calculated. The relative levels were calculated 

dividing the intensity of the signal obtained for each tested molecule by the intensity of 

positive control pre-loaded spots. The fold increase/decrease was calculated by dividing the 

relative quantification of each molecule in every tested pool of plasma from treated mice by 

the relative quantification of each molecule in the pooled plasma of control mice. 

Multiplex analysis. The Luminex Discovery assay Mouse premixed multi-analyte kit was 

utilized (LXSAMSM-03, R&D systems) for mouse plasma samples, delivering concentrations of 

murine HGF in ng/ul. HGF quantification of each samples was independently acquired using 

Bio-Plex 200 system (LX10016187401, BioRad) device. The monthly validation was successfully 

achieved using the Bio-Plex kit 4.0 (171203001, BioRad) and the calibration was set using Bio-

Plex Calibration kit (17120360, BioRad) prior to sample quantification. Data were acquired and 

analyzed using the Bio-Plex Manager software (Version 6.1.1, BioRad). 
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Human  

Cytokine array analysis. The plasma of 4 T-ALL patients (age 6 to 14 years old) were collected 

by the Pediatric Hematology clinicians of Hôpital Armand Trousseau, Paris, France, providing 

informed consent by the patient or the patient’s relatives in accordance with the declaration 

of Helsinki and French ethics regulation. Plasma from 2 healthy donors (age 25 and 27 years 

old) was obtained with informed consent. Each human plasma sample was loaded 

independently on a membrane of the Proteome Profiler Human XL Cytokine Array (ARY022B, 

R&D systems) following the manufacturer’s recommendations and background noise removal. 

 

In vitro co-culture of T-ALL cells 

MS5 BM-derived stromal cells were cultured in αMEM (32561-029, Gibco) complemented 

with 10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) (F9665, Sigma Aldrich), 1% Penicillin 

Streptomycin (15140-122, Gibco) and 1% L-Glutamine (25030-024, Gibco). 1.105 T-ALL#1 or T-

ALL#2 cells were seeded on a confluent layer of MS5 cells in RPMI 1640 (31870-025, Gibco, 

Life Technology, France) complemented with 10% FBS (F9665, Sigma Aldrich), 1% Penicillin 

Streptomycin (15140-122, Gibco) and 1% L-Glutamine (25030-024, Gibco) in a 24-well plate 

(3524, Corning). Culture medium was complemented with NECA (0.1, 1 and 10 µM). Cell 

growth was assessed by counting T-ALL cells 2 and 5 days after culture initiation by flow 

cytometry. 

 

Flow cytometry and cell sorting  

Blood, BM and spleen cells were stained with indicated antibodies at 4°C in the dark for 30 

minutes. Every antibody was diluted at 1:500. Flow cytometry antibodies were listed in Table 

2. Following staining, cells were washed in PBS and resuspended in 300µl PBS. Cells were 

characterized using Canto II or LSR II flow cytometers (both BD Bioscience).  

Cell sorting was performed with BM cells stained with anti-CD45 APC antibody (clone 30-F11, 

eBioscience) and dead cells were removed using HOECHST staining. HOECHST-CD45+ GFP+ cells 

were sorted using Aria or Influx cell sorting cytometers (both BD Biosystem).  

Cell cycle analysis was done using 1-2 .106 of T-ALL#1 cells from BM and spleen stained with 

anti-CD4 PerCP/Cyanine 5.5 (clone GK1.5, eBioscience) and anti-CD8a APC (clone 53-6.7, BD 

pharmingen) for 40 minutes at 4°C. Following surface marker staining, cells were washed and 

permeabilized using BD Cytofix/CytopermTM (BD Biosciences) according to the 
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manufacturer’s protocol. Cells were then incubated with anti-Ki67 PE antibody (51-36525X, 

BD Bioscience) or with isotype PE (51-35405X, BD Bioscience) and with 40µg/ml HOECHT 

33342 (H3570, Invitrogen) and cell cycle entry/ DNA content were measured.  

Apoptosis levels were quantified in T-ALL#1 BM and spleen cells. Cell suspension was first 

washed with Annexin V binding buffer (51-66121E, BD Pharmingen) according to 

manufacturer’s protocol, then incubated with APC-Annexin V (640920, BioLegend) for 15 min 

at room temperature (RT) and afterwards with HOECHST 33258 1,25 ug/ml final concentration 

(H3569, Invitrogen).  

 

Microarray analysis.  

Up to 2x106 T-ALL#1 GFP+ cells were sorted from femurs of NECA or vehicle-treated T-ALL mice 

using the Influx cell sorter and mRNA was extracted directly after sorting using the RNeasy 

Plus Mini kit (74134, QIAGEN). The quality of the RNA was acquired using the RNA 6000 Pico 

Labchip Kit (5067-1513, Agilent) providing RNA Integrity Number (RIN) of 10 for each sample 

used for the microarray. Each sample RNA was then processed to micro-array analysis using 

GeneChip Whole Transcritp Pico Regent Kit expression array (902622, ThermoFisher) for 

amplification and Biotin incorporation and was further loaded onto Clariom D array Mouse 

Cartridge (520851, Applied Biosystem) for gene expression assessment. Data were then 

analyzed by Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

plot were generated using GSEA 4.0.3 software and identification of pathways with Ingenuity 

(Ingenuity Pathway Analysis, IPA). 

 

Capillary electrophoresis immunoassay (Simple Western) 

Total proteins from T-ALL#1 cells were extracted with a RIPA buffer containing a cocktail of 1X 

protease inhibitors (11836145001, Roche) and 1X phosphatase inhibitors (P2850; P5726, 

Sigma-Aldrich). After 5 min denaturation at 95°C in the presence of 5X Fluorescent Master Mix 

(PS-FL01-8, ProteinSimple), samples were assayed on a ProteinSimple Wes automated 

capillary-based electrophoresis instrument with Wes Separation Module protocol 

(ProteinSimple). The 12-230 kDa Separation Module 8 x 25 capillary cartridges (SM-W004, 

ProteinSimple) and the Anti-Rabbit Detection Module (DM-001, ProteinSimple) were used. 

Proteins were detected using rabbit primary antibodies listed in Table 3. Results (peak area) 

were analyzed using Compass for SW software v5.0.1. 
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Statistical analysis  

Data are presented as Mean ± SEM. Statistical comparisons were performed with Mann-

Whitney non-parametric test, in accordance with data distribution. Mouse survival curves 

were obtained using the Kaplan-Meier statistics and log-rank Mantel-Cox statistical test was 

applied comparing treated or untreated conditions. Correlation analysis was performed using 

Person’s r correlation coefficient. All statistical analyses were performed with GraphPad Prism 

8.0 (GraphPad Software,CA). 
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Table 1: List of PCR primers 

 Primers for TAL1 and LMO1 constructions 

 Forward Reverse 

TAL1 

transgene 

5’-CACAGGGTCCTTGCCAGTC-3’ 5’-CTACCCTGCAAACAGACCTC-3’ 

LMO1 

transgene 

5’-CGGGATCCGAGATGATGGTGCTGG-3’ 5’-CCCAAGCTTACTGAACTTGGCATTCAAAGG-3’ 

 

 

Table 2: List of antibodies used in flow cytometry 

Antigen Clone Source 

B220-V500 RA3-6B2 BD Bioscience 

CD115-PE ASF98 BioLegend 

CD115-PE/Cyanine 7 ASF98 BioLegend 

CD11b-BV605 M1/70 BioLegend 

CD11b-PECyanine 7 M1/70 BioLegend 

CD25-BV421 PC61 BioLegend 

CD3-PerCP/Cyanine5.5 145-2C11 BioLegend 

CD44-APC/Cyanine 7 IM7 BioLegend 

CD45.1-APC A20 BioLegend 

CD45.2-FITC 104 BioLegend 

CD4-BV421 GK1.5 BioLegend 

CD4-PerCP/Cyanine 5.5 GK1.5 BioLegend 

CD8a-APC 53-6.7 eBioscience 

CD8a-PE 53-6.7 BD pharmingen 

cMet-PE eBioclone 7 Invitrogen eBioscience 

F4/80-AF700 BM8 BioLegend 

Gr1-PerCP/Cyanine 5.5 RB6-8C5 BioLegend 

Ly6C-APC HK1.4 Invitrogen 

Ly6C-BV711 HK1.4 BioLegend 

Ly6G-BV421 1A8 BioLegend 
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Table 3: List of antibodies used in Simple Western 

Antigen Clone Reference Supplier 

cMet E4E4W 82202S Cell Signaling Technology 

GAPDH 14C10 2118 Cell Signaling Technology 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Mouse syngenic models of T-ALL increase blood neutrophils, resident monocytes 

and inflammatory molecule secretion in the plasma. 

 A) Flow cytometry analysis of T-ALL#1 recovered from bone marrow (BM) at sacrifice. B) 

Kinetic evolution of the T-ALL#1 cells percent in the blood, BM and spleen at day 7, 10, 11, 13 

and 14 after T-ALL#1 injection (log scale). C) Weights of the spleen (left) and liver (right) and 

their representative size and morphology 14 days after T-ALL#1 injection compared to control 

mice. (31 spleens and 5 livers of control, 53 spleens and 22 livers of T-ALL#1 mice). D) 

Correlation between the percent of blood neutrophils (left) or resident monocytes (right) and 

the percent of blood T-ALL#1 cells. 60 mice are shown (Person’s r correlation test was applied). 

(E) Percent of blood neutrophils (left) and resident monocytes (right) in T-ALL#1 injected mice 

compared to control mice at day 14. Shown are the mean ± SEM of 19 control and 51 T-ALL#1 

mice. Fold increase detection of mouse HGF, Serpin E1, CXCL13 and MMP-9 identified by 

cytokine array in plasma samples after (F) T-ALL#1 injection (day 14) or (H) T-ALL#2 injection 

(day 36) compared to control plasma. Each dot represents one cytokine array experiment. 2 

plasma samples were pooled for controls in 2 independent experiments. 3 or 4 plasma 

samples were pooled for T-ALL#1 in 4 independent experiments and 2 plasma were pooled 

for T-ALL#2 in 1 experiment. (G) Percent of blood neutrophils (left) and resident monocytes 

(right) in T-ALL#2 (4 mice) injected mice compared to control mice (8 mice) (day 34). Data in 

C, E and G represent means ± SEM. **p<0.002, ***p<0.001, ****p<0.0001 (two-tailed Mann-

Whitney U test). 

 

Figure 2: Neutrophil depletion does not impact T-ALL progression, molecule secretion in the 

plasma or mice survival.  

A) Mice were treated for one week with 3 intraperitoneal injection of 100µg of anti-Gr1 

depleting or isotype antibodies between day 7 and day 13 after T-ALL#1 injection and were 

sacrificed at day 14. B-C) Percentage of myeloid cells (CD11b+) B) and T-ALL#1 cells C) in the 

blood, BM and spleen from anti-Gr1 or isotype-treated mice. The dotted line represents the 

percentage of cells in non-leukemic control mice (9 control mice and 6 anti-Gr1 treated mice 

in 2 independent experiments). D) Similar protocol was performed with anti-Ly6G or isotype 

antibodies. E-F) Percentage of neutrophils E) and T-ALL#1 cells F) in blood, BM and spleen from 
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anti-Ly6G or isotype-treated mice (6 control mice and 5 anti-Ly6G treated mice in 1 

experiment). G) Fold increase detection of HGF, Serpine E1, CXCL13 and MMP-9 in the plasma 

from anti-Ly6G and isotype-treated mice identified by cytokine array. Each dot represents one 

cytokine array experiment. 2 plasma samples were pooled for each condition. H) Kaplan-Meier 

survival curves of T-ALL#1 mice treated with anti-Ly6G or isotype. Intensified neutrophils 

depletion was performed for survival curves with a daily injection of 100µg anti-Ly6G or 

isotype antibodies for 5 days between day 7 and day 11 (11 controls and 11 anti-Ly6G treated 

mice in 2 independent experiments, log-rank Mantel-cox test was applied for statistical 

analysis). All values represent means ± SEM.*p<0.02, **p<0.002, ***p<0.001 (two-tailed 

Mann-Whitney U test). 

 

Figure 3: Phagocytes depletion with clodronate liposomes decreases T-ALL progression but 

does not impact molecule secretion in the plasma or mice survival. 

 A) Mice were treated for one week with 3 intraperitoneal injections of 1mg of clodronate 

liposomes or saline liposomes (vehicle) between day 7 and day 13 after T-ALL#1 injection and 

were sacrificed at day 14. B) Percentage of resident monocytes in the blood, BM and spleen 

(upper panels) and percentage of macrophages (Gr1- CD115- F4/80+ SSClow) in the BM and 

spleen (lower panels) in clodronate or vehicle-treated mice. The dotted line represents the 

percentage of cells in non-leukemic control mice. C) Percentage of T-ALL#1 cells in clodronate 

or vehicle-treated mice. (B and C represent 10 mice in each treatment group in 2 independent 

experiments). D) Fold increase of plasma HGF, Serpine E1, CXCL13 and MMP-9 from clodronate 

or vehicle-treated mice identified by cytokine array. Each dot represents one cytokine array 

experiment. 3 plasma samples were pooled for each condition. E) Kaplan-Meier survival curves 

for T-ALL mice treated with clodronate or vehicle (10 mice in each treatment group in 2 

independent experiments, log-rank Mantel-cox test was applied for statistical analysis). All 

values represent means ± SEM. *p<0.02, **p<0.003, ****p<0.0001 (two-tailed Mann-

Whitney U test). 

 

Figure 4 : NECA acts indirectly on T-ALL cells and decreases molecule secretion in the plasma. 

 A) Growth curve of T-ALL cells cultured on MS5 stromal cells in the presence (TALL#1 + NECA) 

or absence (DMSO alone, T-ALL#1) of 10, 1 or 0,1 µM of NECA. B) Cell surface expression of 

Adenosine A2a receptor (A2aR) on T-ALL#1 cells, normal BM cells compared to unstained 
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negative control. C) Mice were treated for one week with 3 intraperitoneal injections of NECA 

between day 7 and day 13 after T-ALL#1 injection and were sacrificed at day 14. D) Fold 

decrease of HGF, Serpine E1, CXCL13 and MMP-9 in the plasma from NECA or vehicle-treated 

mice after T-ALL#1 injection (Each dot represents one cytokine array experiment, 3 or 4 plasma 

samples were pooled for each condition). Shown are the mean ± SEM. E) Fold decrease of HGF, 

Serpine E1, CXCL13 and MMP9 in the plasma from NECA or vehicle-treated mice after T-ALL#2 

injection. 2 plasma samples were pooled for each condition.  

 

Figure 5 : NECA decreases T-ALL progression and increases mice survival 

A) Spleen weight and representative sizes in NECA and vehicle-treated mice (16 vehicle and 19 

NECA treated mice from 4 independent experiments). B) Flow cytometry plots before T-ALL#1 

injection, 7 and 14 days after T-ALL#1 injection in the blood, BM and spleen of NECA and 

vehicle-treated mice. C) Percent of T-ALL#1 cells in the blood, BM and spleen of NECA and 

vehicle-treated mice (20 vehicle and 22 NECA-treated mice in 6 independent experiments for 

blood and BM). D) Kaplan-Meier survival curve of NECA and vehicle-treated mice after 4 

intraperitoneal injections of NECA between day 7 and day 15 (13 vehicle and 15 NECA-treated 

mice in 3 independent experiments). Log-rank Mantel-Cox statistical analysis was applied. E) 

Percent of T-ALL#1 cells in G0 phase by flow cytometry in NECA and vehicle-treated mice (7 

vehicle and 8 NECA-treated mice in 2 independent experiments). Data A to C represent means 

± SEM. Data E are represented with Min to Max box-and-whiskers. *p<0.05, **p<0.006, 

***p<0.006 (two-tailed Mann-Whitney U test). 

 

Figure 6 : NECA treatment decreases inflammatory pathways at the transcripomic level and 

identifies HGF as a potential molecular actor in T-ALL.  

A) Principal component analysis (PCA) of the transciptomic profile of T-ALL#1 cells from NECA 

(blue) or vehicle-treated (red) mice. Clusters are represented in circles. B) Heatmap of the 

genes expressed with a two-fold difference between NECA or vehicle condition. C) Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA) positively enriched for vehicle compared to NECA condition. The 

normalized enrichment score (NES), nominal p-value (NOM p-value) and False Discovery Rates 

q-value (FDR q-value) are indicated for each GSEA plot. D) HGF signaling pathway identified 
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significantly decreased in NECA condition by Ingenuity Pathway Analysis (p-value indicates the 

significativity of the pathway and the negative sign of the z-score indicates that the pathway 

is decreased in the NECA-treated condition). E) Quantification of plasma HGF in control (non-

leukemic mice), T-ALL#1 (vehicle-treated mice) or NECA-treated mice (plasma from 3 non-

leukemic, 8 vehicle and 9 NECA-treated mice from 3 independent experiments each). F) 

Expression of cMet (HGF receptor) in T-ALL#1 by flow cytometry. G) Top 20 most increased 

inflammatory molecules measured by cytokine array in the human T-ALL patients (n=4) or 

healthy donors (n=2). Data E to G represent means ± SEM. *p<0.02, ***p<0.0003 (two-tailed 

Mann-Whitney U test). 
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 

 

Supp Figure 1: A) Kaplan-Meier survival curve of T-ALL#1 injected mice (n=36). 50% of mice 

deceased at day 14 (dotted line). B) Gating strategy performed by flow cytometry to identify 

T cells, B cells, neutrophils, inflammatory monocytes and resident monocytes. C) Correlation 

between the percent of either blood inflammatory monocytes, B cells and T cells and the 

percent of blood T-ALL#1 cells. The blood of 60 mice are shown (Person’s r correlation test 

was applied). D) Top 20 most increased inflammatory molecules in T-ALL#1 mice plasma 

measured by cytokine array. 2 plasma samples were pooled for control in 2 independent 

experiments. 3 or 4 plasma were pooled for T-ALL#1 in 4 independent experiments. The fold 

increase of each molecule in leukemic mice compared to controls is represented in grey dotted 

line. E) Typical flow cytometry analysis of T-ALL#2 cells from BM T-ALL#2 injected mice. F) 

Percent of T-ALL#2 cells in the blood, BM and spleen of T-ALL#2 injected mice at sacrifice (4 

or 5 mice). G) Top 20 most increased inflammatory molecules in T-ALL#2 mice plasma 

measured by cytokine array. Fold increase of each molecule in leukemic mice compared to 

controls is represented in grey dotted line. 2 plasma samples were pooled for controls in 2 

independent experiments and 2 plasma samples were pooled for T-ALL#2 in 1 experiment. All 

values represent means ± SEM. *p<0.05 (two-tailed Mann-Whitney U test). 

 

Supp. Figure 2: A) Percent of neutrophils, inflammatory monocytes and resident monocytes 

in anti-Gr1 or isotype-treated mice in blood, BM and spleen (9 control mice and 6 anti-Gr1 

treated mice in 2 independent experiments). B) Percentage of resident monocytes and 

inflammatory monocytes in anti-Ly6G or isotype-treated mice in blood, BM and spleen (6 

control and 5 anti-Ly6G treated mice in 1 experiment). C) Top 20 most decreased inflammatory 

molecules measured by cytokine array in the plasma of anti-Ly6G or isotype-treated mice. Fold 

decrease of each molecule is represented in grey dotted line. Each dot represents one cytokine 

array experiment. 2 plasma samples were pooled for each condition in 1 experiment. All values 

represent means ± SEM.*p<0.02, **p<0.002, ***p<0.001 (two-tailed Mann-Whitney U test). 

 

Supp. Figure 3 : A) Percent of neutrophils and inflammatory monocytes in the blood, BM and 

spleen (10 mice in each group in 2 independent experiments). B) Top 20 most decreased 
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inflammatory molecules measured by cytokine array in the plasma of clodronate or vehicle-

treated mice. Fold decrease of each molecule is represented in grey dotted line. Each dot 

represents one independent cytokine array experiment. 3 plasma samples were pooled for 

each condition. All values represent means ± SEM.*p<0.02 (two-tailed Mann-Whitney U test). 

 

Supp. Figure 4 : A) Mean Fluorescence Intensity (MFI) of Adenosine A2a receptor (A2aR) 

associated with blood and BM immune cells (inflammatory monocytes Ly6C+, resident 

monocytes ly6C-, neutrophils, lymphoid cells) compared to T-ALL#1 cells. B-E) Top 20 most 

decreased inflammatory molecules measured by cytokine array in the plasma of NECA 

compared to vehicle-treated mice after T-ALL#1 (Each dot represents one independent 

cytokine array experiment. 3 or 4 plasma are pooled for each condition) (B) or T-ALL#2 

injection (2 plasma pooled for each condition) (E). Fold decrease of each molecule is 

represented in grey dotted line. C) Percent of neutrophils, inflammatory monocytes and 

resident monocytes in NECA compared to vehicle-treated mice in blood after T-ALL#1 injection 

(7 control and 8 NECA-treated mice in 2 independent experiments). D) Growth curve of T-

ALL#2 cells cultured on MS5 stromal cells in the presence (T-ALL#2 + NECA) or absence (DMSO 

alone, T-ALL#2) of 10, 1 or 0,1 µM of NECA. All values represent means ± SEM.*p<0.03(two-

tailed Mann-Whitney U test). 

 

Supp. Figure 5 : A) Percent of T-ALL#1 cells 3 days after the last NECA injection (day 18) (related 

to Figure 5D) (3 NECA-treated mice in 1 experiment). B) Representative flow cytometry plot 

for cell cycle analysis (left panel) and percentage of proliferating Ki-67+ T-ALL#1 cells in NECA 

and vehicle-treated mice (right panel) (7 vehicle and 8 NECA-treated mice in 2 independent 

experiments). C) Percentage of apoptosis Annexin V+ T-ALL#1 cells by flow cytometry in NECA 

and vehicle-treated mice (7 vehicle and 8 NECA-treated mice in 2 independent experiments). 

D) Experimental procedure of secondary transplantation of BM T-ALL#1 cells (upper panel) 

and Kaplan-Meier survival curve of secondary transplanted mice from NECA treated or vehicle 

BM T-ALL#1cells (lower panel) (8 from vehicle and 6 from NECA-treated mice in 2 independent 

experiments). E) Percentage of T-ALL#2 cells in blood, BM and spleen of NECA compared to 

vehicle-treated mice. Data A and E represent means ± SEM. Data B and C are represented with 

Min to Max box-and-whiskers. *p<0.03, **p<0.003 (two-tailed Mann-Whitney U test). 
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Supp. Figure 6 :  

A) Pathways identified by IPA significantly decreased in NECA condition (left) or significantly 

increased in NECA condition (right). B) Representative western blot showing protein level of 

cMet in T-ALL#1 cells. GAPDH was used as internal control.  
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Ingenuity Canonical Pathways p-value z-score

LXR/RXR Activation 1,15E-03 -2,449

PPAR Signaling 5,62E-04 -1,633

Senescence Pathway 7,76E-03 -1,134

Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation 4,79E-04 -1

Melanoma Signaling 1,29E-03 -1

GADD45 Signaling 2,57E-03 -1

Antiproliferative Role of Somatostatin Receptor 2 6,31E-03 -1

Th1 Pathway 6,31E-03 -1

JAK/STAT Signaling 7,76E-03 -1

PD-1, PD-L1 cancer immunotherapy pathway 5,37E-04 -0,816

PTEN Signaling 5,89E-04 -0,447

Glioblastoma Multiforme Signaling 1,29E-03 -0,447

HGF Signaling 1,66E-03 -0,447

ID1 Signaling Pathway 3,09E-03 -0,378

Coronavirus Pathogenesis Pathway 3,39E-03 -0,378

Ingenuity Canonical Pathways p-value z-score

Cell Cycle Control of Chromosomal Replication 1,91E-04 2,236

Acute Phase Response Signaling 2,00E-03 1,633

IL-17 Signaling 4,37E-04 1,414

HER-2 Signaling in Breast Cancer 1,51E-03 1,414

Estrogen-mediated S-phase Entry 4,17E-06 1,342

Cholecystokinin/Gastrin-mediated Signaling 5,62E-03 1,342

Cyclins and Cell Cycle Regulation 1,23E-03 1

IL-7 Signaling Pathway 6,46E-03 1

PI3K/AKT Signaling 1,26E-04 0,816

IL-6 Signaling 1,41E-03 0,816

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 4,17E-03 0,816

Tumor Microenvironment Pathway 7,41E-03 0,816

Pancreatic Adenocarcinoma Signaling 2,04E-04 0,447

HIF1α Signaling 3,80E-03 0,378
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Discussion et perspectives 

Résumé des résultats : 

Les thématiques d’étude du laboratoire se concentrent depuis quelques années sur 

l’identification de facteurs extrinsèques aux LAL-T qui peuvent contribuer à différents 

mécanismes comme la chimiorésistance des LAL-T (Cahu et al., 2017; Fahy et al., 2021b) ou 

l’identification d’acteurs inflammatoires pro-leucémiques comme la cytokine pro-

inflammatoire  IL-18 (Uzan et al., 2014). Mon projet de thèse s’inscrit dans la continuité de ce 

travail pour identifier de nouveaux acteurs cellulaires et moléculaires du microenvironnement 

inflammatoire qui pourraient contribuer à la progression leucémique. 

L’étude des LAL-T nous a permis d’établir que la progression leucémique est 

accompagnée d’une augmentation des neutrophiles et monocytes résidents dans les organes 

périphériques et plus particulièrement dans le sang. En parallèle nous avons observé une 

augmentation de la sécrétion molécules inflammatoires dans le plasma, avec la détection de 

diverses cytokines, chimiokines et facteurs de croissance.  

La déplétion des neutrophiles dans le sang et la rate n’a affecté ni le pourcentage de 

cellules leucémiques, ni la survie des souris traitées, ni la sécrétion de molécules inflammatoires 

dans le plasma. Ainsi, les neutrophiles ne jouent pas de rôle majeur dans le 

microenvironnement inflammatoire induit par leucémie et n’impactent pas la progression 

leucémique. J’ai ensuite utilisé les liposomes de clodronate pour cibler les populations 

phagocytaires ce qui a permis de diminuer la progression leucémique mais n’a pas impacté la 

survie des souris ni la sécrétion de molécules sécrétées dans le plasma des souris traitées. Ces 

résultats montrent que, les neutrophiles et les cellules phagocytaires ne sont pas les cellules 

majoritairement responsables de l’environnement moléculaire inflammatoire observé dans les 

LAL-T, et que dépléter spécifiquement ces cellules myéloïdes n’est pas suffisant pour améliorer 

la survie des souris. 

Nous nous sommes ensuite concentrés sur le rôle des acteurs moléculaires 

indépendamment des acteurs cellulaires in vivo. L’inhibition de la sécrétion de molécules 

inflammatoires par le NECA a permis de fortement diminuer l’expansion leucémique 
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accompagnée d’une amélioration de la survie des souris. En étudiant l’expression génique des 

cellules leucémique de souris traitées, on observe une diminution de l’activation de voies de 

signalisation impliquées dans certains processus inflammatoires et également de la voie de 

l’HGF (Heptocyte Growth Factor), un facteur de croissance fortement sécrété dans le plasma 

des souris LAL-T. Les cellules de LAL-T étudiées expriment le récepteur de ce facteur supportant 

l’hypothèse du rôle de l’HGF, également détecté dans le plasma de patient. 

Pour conclure, cette étude a montré la composition du microenvironnement 

inflammatoire induit par la leucémie et a démontré ainsi l’importance du microenvironnement 

inflammatoire moléculaire dans la progression de la LAL-T. Ces résultats nous ont permis 

d’identifier l’HGF comme une cible moléculaire potentielle du microenvironnement 

inflammatoire des LAL-T. 

 

La partie suivant s’attelle à discuter des résultats obtenus en regard de la littérature et 

d’autres résultats également produits au cours de la thèse.  
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Discussion 

Point 1 : Utilisation de modèles murins pour modéliser la réponse inflammatoire induite par les 

LAL-T 

Des lignées de souris sont généralement utilisées pour réaliser ce type d'étude et le 

système immunitaire de ces souris est assez bien identifié, surtout dans la lignée C57BL/6J. 

L’avantage de ces modèles par rapport aux modèles immunodéficients (comme le modèle NSG 

décrit en introduction) est que leur système immunitaire est intact et complet. On peut donc 

s’attendre à observer une réaction immunitaire inflammatoire fonctionnelle. Il faut cependant 

être vigilant quant à l’origine des cellules immunitaires et la lignée murine receveuse, afin de 

ne pas créer de situations de rejet entre les lignées murines (Eliopoulos et al., 2004). Dans notre 

étude, les cellules leucémiques murines sont donc injectées en souris C57BL/6J syngéniques 

receveuses. L’un des inconvénients de ce modèle est la nécessité d’injecter les cellules 

leucémiques ce qui peut générer une légère inflammation locale. Pour pouvoir se rapprocher 

au plus d’un modèle reconstituant les interactions entre les LAL-T et le microenvironnement, 

un modèle génétique avec génération de novo de LAL-T (comme le modèle murin génétique 

de surexpression de TAL1 et LMO1 (Aplan et al., 1997)) semble plus proche du patient car ne 

nécessite pas d’injection de cellules. Cependant, avec ce genre de modèle le développement 

leucémique est beaucoup plus long justifiant en partie notre choix de l’utilisation de modèles 

d’injections de LAL-T pour pouvoir gérer plus précisément les protocoles de traitement et le 

nombre de souris étudiées. 

D’autre part, l’utilisation de lignées de souris est de plus en plus débattue. Il est nécessaire et 

fortement conseillé par les comités éthiques d’utiliser le moins d’animaux possible jusqu’à 

remplacer le modèle animal par un autre modèle. Dans le cas de la LAL-T, l’étude des cellules 

leucémiques en culture cellulaire in vitro nécessite l’utilisation d’une seconde lignée stromale 

permettant de soutenir la croissance leucémique (Armstrong et al., 2009). Ces techniques de 

cultures cellulaires ne permettent pas de modéliser l’ensemble des interactions entre les types 

cellulaires présents dans les différents microenvironnements tumoraux et les cellules 

leucémiques mais permettent par exemple de tester l’influence de certaines molécules 

(inhibiteurs, molécules thérapeutiques, facteurs de croissance, cytokines…) sur la leucémie de 

façon directe. En revanche, l’ajout de molécules dans le milieu de culture peut impacter aussi 
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bien les cellules leucémiques que les cellules stromales, remettant en question la spécificité 

d’action de la molécule testée. Une nouvelle technique appelée leucémie sur puce « Leukemia-

on-a-chip » a permis de reconstituer en partie le microenvironnement médullaire sur une puce 

ex vivo avec la présence de différents types cellulaires du microenvironnement comme les 

cellules endothéliales et les CSM. Cette technique permet notamment d’administrer des 

molécules thérapeutiques pour étudier les mécanismes associés à la chimiorésistances dans les 

LAL-B (Ma et al., 2020) (Figure 19). On peut facilement imaginer appliquer ce modèle pour 

l’étude les LAL-T. Cependant, ce modèle est très loin de récapituler l’ensemble des cellules et 

des interactions présentes dans le microenvironnement médullaire. De plus, il ne prend pas en 

compte les autres organes qui peuvent interagir avec la leucémie notamment par le biais de 

signalisation paracrine. Ainsi, pour répondre aux questions scientifiques sur l’interaction entre 

la leucémie et les différents microenvironnements du corps, il est indispensable d’utiliser un 

modèle d’étude se rapprochant le plus possible de la réalité physiologique du patient. Dans 

notre contexte de l’étude du microenvironnement inflammatoire il a donc été difficile de 

s’affranchir de l’utilisation de modèles animaux avec un système immunitaire intact, nous nous 

sommes donc penchés sur un modèle d’injection de LAL-T murines en souris syngéniques 

C57BL/6. Dans notre étude, nous utilisons 2 modèles de LAL-T, l’une avec l’activation 

constitutive de la voie NOTCH1 et une autre sur-exprimant les oncogènes TAL1 et LMO1. 

Figure 19 : Simulation de la niche médullaire dans l’étude de la LAL-B ex vivo. 

Représentation graphique de la puce « leukemia-on-chip » qui simule le 

microenvironnement médullaire pour identifier de nouveaux mécanismes de 

chimiorésistance dans la LAL-B. L’ensemble est constitué d’un support solide sur lequel 

sont cultivées des cellules endothéliales et des MSC qui vont pouvoir se différencier en 

ostéoblastes. Enfin, les cellules de LAL-B sont ajoutées au montage (issu de Ma et al., 

2020) 
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Point 2 : Rôles des populations de cellules immunitaires dans les LAL-T in vivo 

Comprendre le rôle des neutrophiles 

L’utilisation d’anticorps anti-Gr1 et anti-Ly6G a montré que l’on pouvait obtenir une 

bonne diminution des neutrophiles dans les organes périphériques que nous avons étudiés 

dans nos modèles de LAL-T. En revanche, les neutrophiles de la MO n’ont pas été impactés par 

les injections. On ne peut donc pas exclure que les neutrophiles de la MO ne contribuent pas à 

la progression leucémique. On ne peut pas non plus rejeter l’hypothèse que le maintien des 

neutrophiles de la MO malgré les traitements avec les anticorps puisse empêcher l’observation 

du rôle des neutrophiles sur la sécrétion d’acteurs moléculaires. Des études ont montré que la 

déplétion des neutrophiles était plus efficace avec l’anticorps anti-Gr1 (Carr et al., 2011) mais 

qu’elle est plus spécifique avec l’anticorps anti-Ly6G (Daley et al., 2008). Cependant, il existe 

des modèles génétiques comme le modèle PMNDTR comportant une constructions exprimant 

le récepteur à la toxine diphtérique spécifiquement à la surface des neutrophiles qui montrent 

une déplétion des neutrophiles spécifique et plus efficace que les injections d’anticorps 

contrôlée par l’injection de toxine diphtérique (avec une déplétion des neutrophiles de la MO 

également) (Reber et al., 2017) alors que le modèle génétiques G-CSFR-/- montre une 

neutropénie constitutive avec une diminution de 80 et 50% des neutrophiles du sang et de la 

MO respectivement (Liu et al., 1996). L’utilisation du système PMNDTR dans le contexte de la 

LAL-T aurait pu nous permettre de connaitre l’effet d’une déplétion plus drastique des 

neutrophiles (malheureusement nous n'avons pas pu avoir accès à ce modèle expérimental). 

Cependant, bien que la diminution des neutrophiles n’ait pas été efficace dans l’ensemble des 

compartiments étudiés, les neutrophiles périphériques sanguins et spléniques ont été 

fortement atteints par les 2 anticorps, et la sécrétion de molécules inflammatoires est pourtant 

restée inchangée, confortant l’idée que les neutrophiles ne sont pas responsables de la 

sécrétion de molécules inflammatoires dans les LAL-T et qu’ils ne contribuent pas 

majoritairement à la progression des LAL-T in vivo. Dans la littérature, il a été démontré que 

l’activité des neutrophiles pouvait être modifiée et qu’en interagissant avec les cellules 

stromales, ils contribuaient à la progression des lymphomes B. Les cellules stromales associées 

au lymphome sécrètent de l’IL-8 qui recrute les neutrophiles qui à leur tour supportent les 

cellules tumorales via la voie BAFF/APRIL (Grégoire et al., 2015). Il a également été montré dans 

les Leucémie Lymphoïdes Chroniques B (LLC-B) que les centres prolifératifs sécrétaient de l’IL-
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8 mais également du G/GM-CSF, de l’IL-10 et du TGF-β qui respectivement induisait la 

chimiotaxie des neutrophiles et supportait leur reprogrammation en cellules supportrices de 

LLC-B. Cette reprogrammation favorise l’inhibition de l’activité cytotoxique T anti-tumorale et 

la formation de « Neutrophils Extracellular Traps », deux mécanismes qui supportent la 

progression des LLC-B (Wachowska et al., 2021). Bien que l’activité des Lymphocytes T anti-

tumorale n’ait jamais été démontrée dans les LAL-T et que le centre prolifératif soit une 

structure propre aux LLC, il pourrait être intéressant, de disséquer ces mécanismes d’activation 

des neutrophiles dans la LAL-T et leurs potentielles interactions avec les autres cellules de 

l’environnement comme les cellules stromales. 

Comprendre le rôle des phagocytes 

Les résultats que nous obtenons en supprimant les cellules phagocytaires et plus 

particulièrement les macrophages et monocytes résidents corroborent avec l’identification de 

leur rôle de soutien dans la LAL-T (Chen et al., 2015; Lyu et al., 2020). En effet, la suppression 

des phagocytes corrèle avec une diminution drastique de la progression leucémique. En 

revanche, contrairement à ce qui est décrit dans (Lyu et al., 2020), dans notre modèle nous 

n’observons pas d’amélioration de la survie des souris. Ils étudient le rôle des cellules myéloïdes 

de souris receveuses C57BL/6 injectée par une LAL-T primaire issue de la lignée murine LN3 qui 

expriment le TCR de façon prématurée ce qui conduit à l’apparition de LAL-T (Triplett et al., 

2016). Dans notre étude, nous utilisons 2 modèles de LAL-T décrits ci-dessus avec 2 phénotypes 

de marqueurs de surface et des vitesses de progression leucémiques différents. Cependant, en 

comparant le profil de sécrétion de molécules inflammatoires dans le plasma de souris C57BL/6 

injectées avec la LAL-T « T-ALL#1 » (ICN1) et celui de souris injectées avec « T-ALL#2 » 

(TAL1/LMO1), on observe de façon similaire une augmentation d’un ensemble de molécules 

inflammatoires identifiées par cytokine array (notamment des molécules décrites dans la partie 

résultats comme l’HGF, le CXCL13, la SERPINE E1 ou le MMP-9). Cependant, il existe des 

différences entre les profils comme la détection de GDF-15 ou CCL17 dans le plasma de souris 

injectées avec T-ALL#1 alors qu’ils ne le sont pas dans le plasma des souris injectées T-ALL#2 et 

inversement pour CCL12 ou BAFF. Etant donné que nos modèles de LAL-T sont différents des 

modèles LN3, nous pouvons supposer qu’il existe également des différences au niveau des 

molécules sécrétées dans le plasma de ces souris leucémiques. Par ailleurs nous avons étudié 

l’effet du clodronate uniquement dans le modèles T-ALL#1 (ICN1) et nous n’avons pas observé 
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de différences entre les molécules sécrétées dans le plasma des souris des 2 groupes de 

traitement. L’étude de Lyu et ses collègues ne montrent pas l’impact de l’effet du clodronate 

sur les molécules sécrétées mais on peut supposer que le traitement entraine dans leur modèle 

une diminution de la sécrétion de molécules inflammatoires contrairement au notre, 

conduisant à une amélioration de la survie des souris. 

Quelles sont les cellules à l’origine de la réponse inflammatoire dans les LAL-T ? 

L’un des rôles majeurs des cellules immunitaires dans l’inflammation est de sécréter des 

acteurs moléculaires permettant le recrutement ou l’activation d’autres cellules immunitaires 

afin de répondre à l’agression détectée (Newton and Dixit, 2012). Ce rôle de sécrétion et de 

recrutement dans l’immunité innée est majoritairement endossé par les cellules myéloïdes.  

Contrairement à ce que nous espérions voir, nous avons remarqué qu’en supprimant les 

neutrophiles et les monocytes inflammatoires (utilisation de l’anticorps anti-Gr1) ou bien les 

phagocytes incluant les macrophages et les monocytes résidents au cours de la progression 

leucémique, nous ne sommes pas parvenus à modifier la sécrétion de molécules 

inflammatoires dans le plasma. Ces résultats nous ont permis de conclure que les neutrophiles, 

les monocytes et les macrophages ne sont pas des cellules essentielles dans la production de 

l’environnement moléculaire inflammatoire observé dans la LAL-T. En revanche, la déplétion 

des phagocytes a permis de diminuer l’envahissement leucémique montrant que les 

monocytes résidents et macrophages pourraient avoir un rôle dans la progression leucémique 

contrairement aux neutrophiles et monocytes résidents. Plusieurs éléments de réponse 

peuvent être apportés. Dans l’article de Lyu et ses collègues de 2022, les auteurs montrent que 

les cellules myéloïdes favorisaient la croissance des cellules leucémiques par interaction directe 

via la voie des intégrines (Lyu et al., 2022). Cet aspect n’a pas été étudié dans notre modèle. 

Dans notre étude, la déplétion des différentes populations myéloïdes n’est peut-être 

pas suffisante pour inhiber la sécrétion de molécules inflammatoires dans les conditions 

expérimentales dans lesquelles nous nous trouvons. En effet, nous avons étudié les rôles de 

ces populations cellulaires indépendamment les unes des autres au cours de la leucémie afin 

d’identifier leur rôle respectif au cours de la progression leucémique. Cependant, il est très 

probable que différentes populations cellulaires puissent collaborer pour générer un 

microenvironnement inflammatoire propice à la progression leucémique et que cibler ces 

populations séparément ne permette pas de diminuer cette sécrétion d’acteurs moléculaires 
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dans le plasma. Cette problématique est contournée par l’utilisation du NECA qui cible une 

large variété de types cellulaires du microenvironnement pour bloquer leur production de 

molécules inflammatoires (voir discussion sur le NECA).  

Il a été décrit que d’autres populations immunitaires comme les cellules dendritiques 

peuvent contribuer à la progression leucémique notamment par la sécrétion d’IL-7 (Triplett et 

al., 2016) et elles font également partie des cellules qui contribuent à la progression 

leucémique décrites par Lyu et ses collègues (Lyu et al., 2020). En réalisant un phénotypage 

plus poussé, nous pourrions éventuellement identifier d’autres populations immunitaires qui 

pourraient être modifiées avec la leucémie et il serait d’intérêt d’étudier leur contribution sur 

la progression leucémique.  

Etant donné que les populations cellulaires le plus impactées par la leucémie sont les 

neutrophiles et les monocytes résidents dans le sang, nous nous sommes focalisés sur l’étude 

de ces cellules sur la progression leucémique. Cependant, les cellules de la lignée lymphoïdes 

peuvent également participer à la réaction immunitaire et impacter la LAL-T. Par exemple, le 

rôle des lymphocytes T cytotoxique ait été identifié dans l’immunité anti-tumorale de 

nombreux cancers (Waldman et al., 2020). Cependant, cette activité n’a jamais été décrite dans 

les LAL-T. Il est impossible d’utiliser des anticorps ciblant les lymphocytes T in vivo pour les 

supprimer car ils risquent de cibler également les cellules leucémiques. En revanche, on peut 

utiliser des modèles génétiques déficients pour les lymphocytes T comme les souris doubles 

mutantes c-Kit-/- γc-/- (Rodewald et al., 1997). On peut également se poser la question 

concernant le rôle des lymphocytes B sur la progression leucémique en utilisant le modèle 

murin µMT-/- , ou par l’injection d’anticorps anti-CD20 ciblant les lymphocytes B (Kitamura et 

al., 1991; Yu et al., 2012), ou pour les lymphocytes NK en injectant des anticorps anti-NK1.1 

(Waggoner et al., 2014) aux souris receveuses.  

Finalement, la sécrétion de molécules inflammatoires dans l’environnement cellulaire 

est éventuellement due à la présence d’autres populations cellulaires non immunitaires que 

celles que nous avons ciblées dans cette étude. Par exemple, il a été montré que dans le 

contexte des LAL-B, la présence de cellules leucémiques induit la différenciation de CSM en 

Cancer Associated Fibroblasts (CAF). Dans cette étude il apparaît que la présence de cellules 

leucémiques in vitro induit la différenciation de cellules MSC en CAF en réponse au stress 

oxydatif et que cette différenciation est corrélée à une augmentation de la sécrétion de 
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molécules inflammatoires dans le surnageant de culture par les CAF (Burt et al., 2019). De plus, 

cette co-culture entre cellules stromales et cellules leucémiques est accompagnée de transferts 

de mitochondries entre les 2 populations cellulaires via l’excroissance de la membrane 

cytoplasmique rappelant que le soutien du stroma aux cellules leucémiques peut également se 

passer par contact cellulaire. 

D’autres arguments sont en faveur du rôle de sécrétion des cellules stromales dans les 

LAL-T. Par exemple, il a été démontré que l’IL-18 qui contribue à la progression leucémique 

peut être sécrétée par des cellules stromales de la MO (Uzan et al., 2014), et nous avons montré 

que les cellules stromales murines MS5 sécrétent de l’HGF in vitro pouvant potentiellement 

soutenir la croissance des cellules "T-ALL#1" (ICN1) (Figure 18a). Il est également reconnu que 

les MSC peuvent sécréter de nombreux acteurs moléculaires et agir sur de nombreuses 

populations cellulaires (Joel et al., 2019). 

Point 3 : Peut-on utiliser le NECA comme outil scientifique ou comme outil thérapeutique ? 

L’un des systèmes de régulation des mécanismes de l’inflammation passe par la 

régulation de l’Adénosine. L’adénosine est retrouvée dans le microenvironnement en réponse 

à l’inflammation où elle peut se fixer aux récepteurs à l’adénosine (Adenosine Receptors AR). 

Ces récepteurs sont au nombre de 4 (A1, A2a, A2b et A3) et sont exprimés à la surface de 

nombreuses cellules immunitaires (Effendi et al., 2020). Leur activation peut impacter la 

réponse inflammatoire, notamment le récepteurs A2a qui en activant la voie de l’AMP cyclique 

active la voie CREB qui inhibe la voie NF-KB (Morello et al., 2009). L’inhibition de cette voie 

centrale de la réponse inflammatoire par les récepteurs à l’adénosine conduit à la diminution 

de la sécrétion de molécules pro-inflammatoires par de nombreux types cellulaires 

immunitaires comme les macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles et les 

lymphocytes (Pasquini et al., 2021). Bien qu’il ait une affinité pour l’ensemble des récepteurs à 

l’adénosine, le 5’-(N-ethylcarboxamido)adenosine (NECA) est décrit comme agoniste du 

récepteur A2a, peut se fixer à ce récepteur avec une affinité supérieure à l’Adénosine et induire 

l’inhibition de l’inflammation en aval de la cascade de signalisation (Jacobson and Gao, 2006). 

Il existe un agoniste plus spécifique du récepteur A2a, le CGS21680. Cependant son utilisation 

est controversée puisqu’en plus du récepteur A2a, il peut se fixer à certains récepteurs d’autres 

familles et induire des effets indésirables (Cunha et al., 1996). 
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Le NECA peut donc agir sur un large ensemble de cellules dans le microenvironnement. De plus, 

il a été démontré que les récepteurs à l’adénosine étaient surexprimés en condition 

inflammatoires (Murphree et al., 2005) et nous avons montré que le récepteur A2a n’était pas 

exprimé sur les cellules leucémiques ICN1 (T-ALL#1) in vivo ni dans le sang, ni dans la MO alors 

que les cellules immunitaires (notamment myéloïdes) l’expriment fortement. Par ailleurs, avant 

d’utiliser le NECA, nous avions utilisé un autre récepteur agoniste, 2-Chloro-N6-

cyclopentyladenosine (CCPA) spécifique de la fixation à A1. L’activation du récepteur A1, 

contrairement au récepteur A2a, peut induire l’activation de la réaction inflammatoire en 

diminuant l’AMP cyclique intracellulaire (Effendi et al., 2020; Salmon et al., 1993). Cet agoniste 

spécifique de A1 n’a pas diminué la sécrétion de molécules inflammatoires comparé à la 

condition contrôle et la progression leucémique (Figure 20). Nous avons donc montré dans 

notre étude que le NECA agit spécifiquement sur l’environnement leucémique pour inhiber la 

sécrétion de molécules inflammatoires en ciblant le récepteur A2a. 

L’utilisation du NECA a montré que la progression de la LAL-T est inhibée lorsque la sécrétion 

de molécules inflammatoires est bloquée. L’étude transcriptomique a montré une inhibition 

des voies d’activation de l’inflammation dans les blastes issus de souris traitées. Par exemple, 

la voie KRAS qui est une voie majeure de la transduction du signal impliquée dans de nombreux 

cancer (Eser et al., 2014) mais qui est également impliquée dans la signalisation HGF est inhibée 

Figure 20 : Effet du traitement CCPA sur la progression leucémique de T-ALL#1 et sur la 

sécrétion de molécules inflammatoires dans le plasma. a) Pourcentage de cellules T-ALL#1 

dans le sang de souris contrôle comparé aux souris traitées avec le CCPA. b) Quantification 

par cytokine array de molécules inflammatoires sécrétées dans le plasma de souris traitées 

avec le CCPA ou non traitées. (Résultats produits par Lucine Fahy, doctorante). 

a) b) 
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dans les blastes traités au NECA. Cependant, les voies de l’interferon α et γ sortent 

significativement diminuées de l’analyse, malgré le fait qu’elles ne fassent pas partie des 

molécules inflammatoires les plus fortement augmentées par la leucémie ni même diminuées 

par le NECA. De plus, nous avons quantifié la sécrétion de molécules inflammatoires dans le 

plasma des souris alors que les blastes utilisés pour l’analyse transcriptomique proviennent de 

la MO. Même si les molécules inflammatoires détectées dans le plasma représentent l’état 

inflammatoire global des souris, nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que les molécules 

sécrétées dans le plasma diminuées par le NECA soient les mêmes que celle qui sont détectées 

dans le microenvironnement de la MO. Il n’est pas impossible que la réponse des cellules 

leucémiques retrouvées dans la circulation sanguine soit différente de celles de la MO après le 

traitement NECA. Les échantillons de surnagent de MO de souris traitées ou contrôles sont 

disponibles au laboratoire pour pouvoir répondre à cette question.  

Au cours de ma thèse, j’ai utilisé le NECA comme outil permettant de cibler 

spécifiquement le microenvironnement (et pas la LAL-T) pour inhiber la sécrétion de molécules 

inflammatoire et comprendre l’impact de cet environnement sur la progression leucémique. 

Les traitements actuels en thérapie impactnt l’ensemble des cellules de l’organisme et nous 

cherchons à identifier les acteurs spécifiques de l’environnement. Cependant, avec  ces 

traitements, les patients en rechute et les patients réfractaires ont un mauvais pronostique (Pui 

and Evans, 2006). L’utilisation du NECA apporterait un nouvel axe de traitement des LAL-T en 

ciblant la sécrétion de molécules inflammatoires spécifiquement dans le microenvironnement. 

Parmi les molécules classiquement utilisées pour traiter les LAL-T on retrouve les 

glucocorticoïdes, comme la déxamétasone, qui sont des molécules anti-inflammatoires. Ces 

molécules se fixent sur des récepteurs intracellulaires et inhibent l’expression de gènes 

impliqués dans la réponse immunitaire (Barnes, 1998). Cependant, les effets secondaires des 

glucocorticoïdes sont très lourds incluant des infections, des fractures osseuses, de 

l’ostéonécrose, des problèmes comportementaux et des myopathies (Inaba et al., 2017). Le 

NECA pourrait éventuellement se substituer aux glucocorticoïdes. De plus, cette molécule est 

déjà utilisée en clinique pour son action vasodilatatrice (Makujina et al., 1992) et a donc été 

préalablement validée par les instances d'évaluation de protocoles cliniques. Son utilisation 

pourrait donc être considérée en repositionnement en combinaison avec les autres molécules 

utilisées en chimiothérapie dans les LAL-T comme la vincristine, l’anthracycline et la L-
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asparaginase.  L’effet du NECA devrait être testée en comparaison avec la dexaméthasone afin 

d’identifier un éventuel avantage. L’effet vasodilatateur du NECA doit être pris en considération 

lors des tests en vue de son repositionnement pour le traitement des LAL-T. Cependant, l’une 

des contraintes dans la modélisation de l’utilisation de ces molécules est que les autres 

molécules (vincristine, anthracycline, L-asparaginase) utilisées en clinique diminuent déjà très 

fortement la quantité de cellules leucémiques et l’éventuel bénéfice que le NECA peut apporter 

sera dissimulé par la faible quantité de cellules leucémiques. 

Point 4 : L’inflammation peut-elle être un moteur à l’initiation ou à la progression des LAL-T ? 

Les problématiques de ma thèse sont étudiées avec comme hypothèse que la 

diminution du microenvironnement inflammatoire moléculaire et/ou cellulaire devrait inhiber 

la progression leucémique. En effet, la suppression de populations cellulaires immunitaires 

spécifiques (les phagocytes), ou l’inhibition de la sécrétion de molécules inflammatoires 

sécrétées dans le microenvironnement diminuent l'amplification/expansion leucémique. Cette 

stratégie fonctionne particulièrement bien dans le cadre d’un modèle d’étude avec une LAL-T 

à progression rapide comme la leucémie ICN1 (T-ALL#1). 

A l’inverse, nous nous sommes demandés si générer un environnement inflammatoire 

dans notre modèle de transplantation de T-ALL#1 (ICN1) pouvait être un moteur pour 

Figure 21 : Effet de l’injection de LPS sur progression leucémique. a) Pourcentage 

de neutrophiles sanguins dans les souris T-ALL#1 traitées ou non avec le LPS. b) 

Pourcentage de cellules T-ALL#1 dans le sang de souris traitées ou non au LPS. 

Sont représentées 10 souris par groupes sur 2 expériences indépendantes 

(moyenne +/- SEM). 

a) b) 
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l’expansion leucémique. Nous savons que les LPS qui simule une infection bactérienne en se 

fixant au PRR de type TLR4 à la surface des cellules immunitaires, induisent une augmentation 

du recrutement et de l’activation de ces cellules et favorise le relargage de molécules 

inflammatoires dans le plasma comme le TNF-α, l’IFN-γ, l’IL-6, ou le CXCL12 (Seemann et al., 

2017). Nous avons donc voulu savoir si l’inflammation induite par le LPS pouvait favoriser 

l’expansion/la croissance leucémique et observer l’effet inverse de ce que nous obtenons avec 

les expériences en inhibant la sécrétion de molécules inflammatoires. Bien que l’injection de 

LPS ait induit une augmentation du pourcentage de neutrophiles, la progression leucémique 

n’a pas été impactée (Figure 21). On peut supposer que l’induction d’une inflammation par le 

traitement de souris avec du LPS ne permet pas d’induire la sécrétion de molécules 

inflammatoires impactant la progression leucémique. En effet, l’inflammation induite par le LPS 

engendre la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’Il-6 ou le TNF-a ne sont pas 

des molécules retrouvées dans le plasma de souris au cours de la leucémie supportant le fait 

que ces molécules n’aient pas modifiées la progression leucémique. Il serait intéressant de 

tester d’autres molécules d’induction de l’inflammation, comme le pI:pC qui simule une 

infection virale et génère une réaction immunitaire en se fixant aux PRR TLR3 exprimé à la 

surface des lymphocytes B, des macrophages et des cellules dendritiques (Alexopoulou et al., 

2001; Manetti et al., 1995). 

On peut également se demander si augmenter la sécrétion de molécules inflammatoires 

dans le microenvironnement peut contribuer à accélérer l’initiation leucémique. Au cours de 

ma thèse nous avons réalisé quelques expériences sur un modèle de souris mutées RPL10 R98S 

Lox CD2 Cre, en collaboration avec le laboratoire de Kim de Keersmaecker à Louvain, Belgique. 

L’expression de la Cre recombinase sous le promoteur CD2 induit l’expression de la sous-unité 

ribosomale RPL10 mutée spécifiquement dans la lignée lymphoïde. Cette mutation est 

retrouvée dans 5% des LAL-T et induit le blocage de la différentiation T au stade DN3 dans ce 

modèle murin (Kampen et al., 2019). Les 2 principales caractéristiques des LAL-T sont la 

prolifération anarchique de progéniteurs lymphoïdes T immatures et le blocage de la 

différenciation lymphocytaire T. L’hypothèse associée à nos expériences dans ce modèle est 

qu’induire une inflammation à ce modèle génétique de blocage de la différenciation T pourrait 

contribuer à accélérer l’initiation leucémique, à l’image des modèles expérimentaux décrits par 

Martin-Lorenzo ou Zhang dans des modèles de prédisposition de la LAL-B (Martín-Lorenzo et 
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al., 2015; Zhang et al., 2022). Cette hypothèse de travail suit l’idée du Dr. Melvin Greaves 

décrite en introduction selon laquelle un inflammation aigüe contribue à l’initiation leucémique 

des LAL chez les patients pédiatriques (Greaves, 2006). Pour induire l’inflammation dans ces 

modèles pré-leucémiques, nous avons choisi d’injecter du LPS par voie intrapéritonéale ou de 

maintenir les souris dans un environnement infectieux dans la zone de l’élevage en quarantaine 

comprenant des agents pathogènes contrairement à la zone conventionnelle. Après le 

conditionnement, les souris mutées n’ont jamais développé de LAL-T malgré les traitements. 

Ces résultats montrent que la présence d’une mutation dans l’expression d’oncogènes majeurs 

(TAL1, NOTCH1, LMO1/2…) est nécessaire à l’initiation leucémique et que nos conditions 

d’induction de l’inflammation ne permettent pas de sélectionner un clone ayant acquis de telles 

mutations pour générer une LAL-T.  

Point 5 : Quelles sont les futurs défis pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans la 

LAL-T ? 

L’HGF comme potentielle cible thérapeutique : 

Grâce à l’utilisation du NECA, nous avons identifié l’HGF comme un acteur moléculaire 

potentiel dans la LAL-T. Nous nous sommes concentrés sur l’HGF car il s’agit de la molécule la 

plus fortement augmentée dans le plasma des souris LAL-T et que c’est la plus fortement 

diminuée par le traitement au NECA. De plus il a été démontré que ce facteur de croissance 

favorisait la progression leucémique dans l’ATL (Adult T Leukemia) une leucémie des 

Lymphocytes T matures (Totani et al., 2020) et dans les LAM (Kentsis et al., 2012). La 

signalisation induite par l’HGF en se fixant à son récepteur cMet induit une cascade de réactions 

conduisant à la prolifération cellulaire, la survie et la motilité (Liu et al., 2020; Organ and Tsao, 

2011). Cette molécule peut donc représenter un candidat potentiel dans le support de la 

progression des LAL-T, sans être un facteur inflammatoire à proprement parler. Après avoir 

identifié l’expression du récepteur cMet à la surface des blastes de T-ALL#1, nous avons voulu 

aller plus loin dans l’identification du rôle de cette molécule sur la progression leucémique. 

Pour étudier cette interaction nous nous sommes premièrement penchés sur cette interaction 

in vitro. Tout d’abord, notre modèle de culture de cellules leucémique impose l’utilisation d’un 
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stroma cellulaire en coculture avec nos cellules leucémiques. Nous avons quantifié l’HGF dans 

le surnagent des cellules stromales seules et avons découvert que cette lignée stromale murine 

sécréte fortement de l’HGF (jusqu’à 10 ng/ml) (Figure 22a) supportant le fait que ce facteur de 

croissance puisse contribuer à la croissance des cellules leucémiques in vitro. L’HGF en se fixant 

sur son récepteur cMet va induire la phosphorylation de sa partie intracellulaire et activant les 

cascades de signalisation en aval (Parikh et al., 2014). Cette phosphorylation a pu être observée 

par cytométrie en flux en culture sur les cellules leucémiques T-ALL#1 grâce à un anticorps 

ciblant spécifiquement la partie intracellulaire phosphorylée (Figure 22b). Il existe des petites 

molécules comme le SU11274 (simplifié en SU) qui inhibent spécifiquement la phosphorylation 

activatrice de ce récepteur et est utilisé dans des modèles tumoraux (Berthou et al., 2004; Gao 

et al., 2013). En ajoutant cet inhibiteur au milieu de culture in vitro, on observe en cytométrie 

Figure 22 : Effet de l’inhibition de la voie de signalisation HGF/cMet in vitro sur T-ALL#1. 

a) Quantification d’HGF murin dans le surnagent de culture de cellules stromales MS5. 

B) Phosphorylation du récepteur à l’HGF (PcMet) sur les cellules T-ALL#1 en présence de 

cellules stromales MS5 in vitro. c) Diminution de la MFI relative de PcMet des cellules T-

ALL#1 contrôles ou traitées avec 10µM de SU pendant 24 heures. b) Nombre relatif de 

cellules T-ALL#1 après traitement 10µM de SU pendant 24 heures.  

a) b) 

c) d) 
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en flux que cette phosphorylation activatrice de cMet est diminuée (Figure 22c). Cette 

inhibition de phosphorylation est suffisante pour induire une diminution entre le nombre de 

cellules non traitées et traitées en 24 heures (Figure 22d). Inhiber la phosphorylation de cMet 

des cellules T-ALL#1 in vitro diminue le nombre de cellules leucémiques montrant le rôle 

potentiellement important de la voie HGF/cMet dans la croissance des blastes. 

Nous nous sommes ensuite concentrés sur l’effet de l’inhibition de cette phosphorylation in 

vivo. En se basant sur un protocole utilisant cette molécule, nous avons injecté 

quotidiennement le SU par voie intrapéritonéale pendant 4 jours avant de sacrifier les souris 

(Figure 23a). Le pourcentage de T-ALL#1 est légèrement diminué dans les différents organes 

étudiés (Figure 23b). Cependant, cette expérience qui a été réalisée une fois, doit être répétée 

pour pouvoir conclure sur l’effet de cet inhibiteur in vivo et l’effet de l’inhibition de la 

phosphorylation du récepteur sur les cellules leucémiques doit être validée à l’issu du 

traitement. De plus, les publications utilisant cette molécule préconisent l’injection quotidienne 

de SU en intraveineuse ce qui va nécessiter un nouveau protocole accepté par notre comité 

d’éthique. 

  Pour conclure sur le rôle de l’HGF il faudrait d’autres preuves expérimentales pour 

démontrer son rôle sur la progression leucémique. Il existe plusieurs stratégies pour valider le 

rôle de cette signalisation dans les LAL-T. Dans un premier temps, en parallèle des expériences 

utilisant le SU, il serait intéressant d’ajouter un anticorps ciblant l’interaction entre l’HGF et son 

récepteur in vitro puis in vivo pour inhiber cette interaction ligand récepteur. On peut 

également imaginer diminuer l’expression du récepteur à la surface des cellules de T-ALL#1 

Figure 23 : Effet du traitement SU sur les souris T-ALL#1 in vivo. a) Protocole de traitement 

des souris. Chaque flèche correspond à une injection de SU intrapéritonéale entre le 10ème 

et le 13ème jour suivant l’injection de T-ALL#1. b) Pourcentage de cellules leucémiques 

détectées dans les différents organes au 14ème jour. 
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grâce à la technique d’ARN interférant. Ces T-ALL#1 modifiées seraient ensuite injectées en 

souris C57BL/6. La progression leucémique et l’envahissement des différents organes serait 

comparées à celle de cellules T-ALL#1 non modifiées.  

Finalement pour replacer cette étude dans le contexte de la recherche de nouvelles cibles 

thérapeutiques pour les patients, il serait nécessaire de détecter l’expression de cMet à la 

surface des cellules primaires de patient de LAL-T. Les différentes stratégies d’inhibitions de la 

voie (inhibiteur spécifique comme le SU, blocage de la voie de signalisation et technique d’ARN 

interférant) pourraient ensuite être appliquées à ces échantillons. Si ces expériences 

supportent l’hypothèse du rôle de support de cette signalisation dans la progression 

leucémique, l’HGF pourra alors être considéré comme piste thérapeutique. 

Autres molécules comme cible thérapeutique : 

A ce jour, peu de molécules ont été identifiées pour jouer un rôle sur la progression leucémique 

des LAL-T. On retrouve notamment l’IL-7, l’IL-18, l’IGF1, le CCL19, le CCL21 et le CXCL12 (Barata 

et al., 2001; Ma et al., 2014; Passaro et al., 2015; Pitt et al., 2015; Triplett et al., 2016; Uzan et 

al., 2014).  Ces molécules sont toujours étudiées indépendamment dans ces articles. Au sein 

du microenvironnement, ces acteurs peuvent être retrouvés ensemble et peuvent impacter la 

progression leucémique simultanément. Grâce à l’utilisation du NECA, nous avons pu diminuer 

la sécrétion de nombreuses molécules inflammatoires en même temps. Il est donc probable 

que plusieurs acteurs moléculaires inhibés par le traitement NECA aient pu participer à limiter 

la progression leucémique et à favoriser la survie des souris. En plus de l’HGF qui est la molécule 

la plus fortement diminuée par le NECA, on retrouve la chimiokine CXCL13, la Serpine E1 

impliquée dans le processus de coagulation et le MMP-9 une métalloprotéase impliquée dans 

le remodelage de la matrice extracellulaire (dans la partie résultats, Supp. Figure 4). L’ensemble 

des molécules diminuées peuvent contribuer au recrutement de cellules immunitaires ou 

favoriser un environnement inflammatoire qui en retour supporte la progression leucémique. 

Il devient alors très complexe d’identifier les interactions multifactorielles qui peuvent 

contribuer à la progression leucémique. Nous nous sommes également interrogés sur le rôle 

du couple ligand récepteur CXCL13/CXCR5 dans les LAL-T. Lorsque CXCL13 se lie au CXCR5, le 

récepteur est internalisé par la cellule ce qui rend complexe sa détection en cytométrie en flux 

(Cagigi et al., 2008). L’ajout de CXCL13 au milieu de culture n’a pas modifié la croissance des 

cellules leucémiques compromettant l’hypothèse du rôle de CXCL13 dans la nos expérience. 
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Pour démontrer que les molécules inflammatoires sécrétées dans le plasma contribuent à la 

progression leucémique, il serait intéressant de complémenter le milieu de culture des LAL-T 

avec du plasma de souris envahies par ces cellules leucémiques et donc enrichi en molécules 

inflammatoires. Seulement, des tests préliminaires ont montré que l’ajout de plasma de souris 

induisait le décollement des cellules stromales MS5 adhérentes nécessaire à la culture des LAL-

T, ce qui a limité l’étude de cet aspect des résultats. 

 

Point 6 : Quels avantages les nouvelles technologies apportent-elles à l’étude de l’interaction 

entre les LAL-T et le microenvironnement ? 

  Ces dernières années, la nouvelle technique de séquençage de transcriptome à l’échelle 

uni-cellulaire (single cell RNA sequencing) (Tang et al., 2009) a permis de faire de grands progrès 

dans le compréhension du fonctionnement de pathologies ou de systèmes biologiques 

(Baryawno et al., 2019; Laurenti and Göttgens, 2018; Tikhonova et al., 2019). Cette technique 

a notamment permis d’identifier qu’il y avait un fort remodelage microenvironnement 

immunitaire de la MO de patients de LAL-B (Witkowski et al., 2020). En effet, ils ont observé 

une augmentation d’une population de monocytes résidents dans la MO et dans le sang en 

parallèle de la LAL-B. Ils ont finalement démontré que la présence de monocyte résidents est 

associée avec un mauvais pronostique chez les patients LAL-B et que cette population 

immunitaire contribuait à la résistance aux traitements aux Inhibiteurs aux Tyrosine Kinases. 

Une étude similaire a été réalisé dans le cadres des AML (Lasry et al., 2022) ce qui a permis 

d’identifier une signature transcriptomique inflammatoire propres aux cellules leucémiques 

corrélée avec un mauvais pronostique, une augmentation des lymphocytes B atypiques de la 

MO caractéristique d’une inflammation chronique.  

A ce jour, il n’existe aucune publication comportant une analyse de scRNAseq de 

patients de LAL-T se concentrant sur les cellules du microenvironnement. Cette technique 

serait un grand atout dans le cadre de notre étude et permettrait d’identifier avec précision 

chaque population cellulaire présente dans le microenvironnement et la contribution qu’elles 

peuvent avoir dans la génération d’un environnement inflammatoire. L’une des contraintes 

associées à cette hypothèse est que lorsque les patients se font diagnostiquer pour une LAL-T, 

les tissus (notamment la MO) sont souvent très envahis par les cellules leucémiques et il ne 
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reste que peu de cellules non leucémique. Pour pallier à cet effet, il faudrait répéter 

l’expérience avec suffisamment d’échantillons pour obtenir un profil de scRNAseq homogène 

commun à l’ensemble des patients. Il survient alors le problème de la diversité des LAL-T inter-

patient. Ces expériences permettraient d’identifier une signature transcriptomique du 

microenvironnement inflammatoire commune à toutes les LAL-T (indépendamment de leur 

classification ou de l’hétérogénéité intra-patient). Ainsi, nous pourrions formuler des 

hypothèses plus précises sur les mécanismes inflammatoires avec lesquelles les cellules du 

microenvironnement supportent la progression de la LAL-T communs à tous les patients. Cela 

permettrait de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques en lien avec le rôle du 

microenvironnement inflammatoire des LAL-T. 

 

Pour conclure, ce travail de thèse montre que la LAL-T s’accompagne d’une inflammation 

caractérisée par l’augmentation de populations immunitaires myéloïdes sanguines et d’une 

augmentation de la sécrétion de molécules inflammatoires dans le plasma. Cibler ces populations 

myéloïdes n’a pas permis de diminuer l’inflammation associée à la leucémie et ni d’améliorer la 

survie des souris, indiquant que d’autres cellules que celles étudiées en sont responsable. En 

revanche, inhiber la sécrétion de molécules inflammatoires spécifiquement par le 

microenvironnement de la leucémie grâce à un agoniste des récepteurs à l’adénosine a limité la 

progression leucémique et a amélioré la survie des souris. Finalement, l’inhibition de ces 

sécrétions a permis de dégager l’HGF comme nouveau candidat moléculaire potentiel pouvant 

être une cible dans le traitement des LAL-T. Des études mécanistiques supplémentaires sont 

nécessaires pour conclure définitivement sur un rôle de l’HGF dans le processus pro-leucémique. 
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Key Points

•Hypoxia inhibits T-ALL
cell growth by de-
creasing down cell cy-
cle and mitochondria
activity, making them
less sensitive to
chemotherapies.

•mTOR inhibitor mim-
icked the hypoxia
effects and increased
drug resistance.

Resistance to chemotherapy, amajor therapeutic challenge in the treatment of T-cell acute

lymphoblastic leukemia (T-ALL), can be driven by interactions between leukemic cells

and the microenvironment that promote survival of leukemic cells. The bone marrow, an

important leukemia niche, has low oxygen partial pressures that highly participate in the

regulation of normal hematopoiesis. Here we show that hypoxia inhibits T-ALL cell

growth by slowing down cell cycle progression, decreasing mitochondria activity, and

increasing glycolysis, making them less sensitive to antileukemic drugs and preserving

their ability to initiate leukemia after treatment. Activation of the mammalian target of

rapamycin (mTOR) was diminished in hypoxic leukemic cells, and treatment of T-ALL

with the mTOR inhibitor rapamycin in normoxia mimicked the hypoxia effects, namely

decreased cell growth and increased quiescence and drug resistance. Knocking

down (KD) hypoxia-induced factor 1a (HIF-1a), a key regulator of the cellular response

to hypoxia, antagonized the effects observed in hypoxic T-ALL and restored

chemosensitivity. HIF-1a KD also restored mTOR activation in low O2 concentrations, and

inhibiting mTOR in HIF1a KD T-ALL protected leukemic cells from chemotherapy. Thus,

hypoxic niches play a protective role of T-ALL during treatments. Inhibition of HIF-1a and

activation of the mTORC1 pathway may help suppress the drug resistance of T-ALL in

hypoxic niches.

Introduction

Cancer treatments have greatly improved because of the progress of genomics. However, chemo-
resistance remains a major problem in eradicating cancer cells. Drug resistance may involve many
molecular mechanisms including intrinsic metabolic adaptation of tumors, selection of cancer cells
bearing additional mutations, activation of compensatory signaling pathways,1 and extrinsic induced
chemoprotection by the tumor microenvironment.2 In fact, this resistance may rely at least partly on
less proliferating or even quiescent tumor cells escaping proliferating cell targeting drugs and preserving
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the ability to reinitiate cancers.3 Identifying and resolving resis-
tance mechanisms are thus currently major challenges in cancer
treatment.

The interactions of cancer cells with their surrounding microenvi-
ronment have gained increased attention because of the hypothesis
that specific supportive cells can regulate the quiescence, survival,
and self-renewal of cancer cells. This relationship may underlie
critical mechanisms that facilitate both disease initiation and drug
resistance.4

T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is an aggressive
hematologic malignancy characterized by bone marrow (BM)
infiltration of immature lymphoblasts derived from transformed
T-cell precursors.5 After chemotherapy, the 5-year T-ALL event-free
survival rate is now less than 50% for adults6 and about 80% for
children, both having a particularly unfavorable prognosis at
relapse.5 Drug-resistant blasts that survived below the detection
limit suggesting complete remission may subsequently be reac-
tivated, proliferate, and trigger the relapse. The mechanisms
underlying T-ALL chemoresistance are partially understood. Data
from the literature have shown that the main cause of treatment
failure in relapsed ALL is the resistance to glucocorticoids7 and that
the enhancement of a glycolytic status in leukemic cells may induce
drug resistance.8 Interestingly, transcriptional profiling reveals the
association of chemoresistance in T-ALL is associated with the
upregulation of glycolysis, oxidative phosphorylation, cholesterol
biosynthesis and glutamate metabolism, increased growth rates,
and activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase
B (AKT)/mammalian target of rapamycin (mTOR) and MYC
signaling pathways.9 The PI3K/AKT/mTOR pathway is thus an
attractive target to improve treatment responses in T-ALL because
it is frequently activated in association with treatment resistance.
Over the last decade, various targeted inhibitors of the PI3K/AKT/
mTOR pathway have been developed unraveling promising tools for
enhanced treatment efficacy.10

BM has been suggested to take part in a complex crosstalk in which
leukemic cells can remodel the microenvironment.11-13 Hence,
leukemia-supportive niches targeting treatments unveil a crucial
aspect of T-ALL therapy.14 In T-ALL, Hawkins et al15 highlighted
dynamic interactions of leukemic cells with the overall BM
microenvironment but not with specific cell types. Therefore, future
therapeutic interventions should target the migration/homing
interactions of leukemic cells in the BM rather than cell–cell
interactions to combat survival and invasion of drug-resistant T-ALL
cells. Identifying how the BM microenvironment physical/biochem-
ical properties impact T-ALL growth, in addition to the molecular
mechanisms governing the quiescence of resistant cancer cell, may
provide clues to efficiently target resistant cells.

Hypoxia is a key physical/biochemical microenvironmental status of
BM that influences both the biology of hematopoietic stem cells and
leukemic cells.16-21 In hypoxia, adaptive responses have been
identified as downstream effects of hypoxia-inducible factors
(HIFs).22 HIF-1 is a master transcription factor for oxygen sensing.
It is composed of an oxygen-regulated a subunit (HIF-1a) and
a constitutively expressed b subunit (HIF-1b).22 Under hypoxia,
stabilized HIF-1a dimerizes with HIF-1b and is translocated into the
nucleus to promote target gene transcription allowing the induction
of an expression program that results in enhanced oxygen delivery
to tissues.22 However, the determinants of HIF-1a regulation are

incompletely understood.23 HIF-1a protein levels are elevated
in most solid tumors because of hypoxic stress or aberrant
mutations.24 Clinical investigations revealed that elevation of
HIF-1a makes tumor cells more resistant to chemotherapy and
increases the likelihood of metastasis and poor outcome.25 In this
work, we investigated how low oxygen concentrations impact T-ALL
proliferation, apoptosis leukemia-propagating activity, and chemo-
resistance. We identified an interesting HIF-1a/mTORC1 signaling
loop that orchestrates quiescence of T-ALL cells and contributes to
T-ALL drug resistance.

Materials and methods

Human T-ALL

Human T-ALL cell samples were obtained with the informed
consent of patients in accordance with the Declaration of Helsinki
and the ethics regulations. Blood and/or BM samples were
collected at diagnosis at Hôpital R. Debré and Hôpital A. Trousseau
(Paris, France) and processed as previously described.26 Culture
conditions, in vivo protocols, and T-ALL cells used in this study are
described in the supplemental Methods.

Quantification of mitochondrial mass and

membrane potential

Mitochondrial mass was determined using 50 nM Mitotracker
Green (MTG; M7514; Thermo Fisher Scientific), and mitochondrial
membrane potential was measured using 100 nM tetramethylrhod-
amine methyl ester (TMRE; T669; Thermo Fisher Scientific), both
following the manufacturer’s instructions. Briefly, leukemic cells
were incubated with MTG and TMRE for 30 minutes at 37°C in their
culture medium before analysis. Carbonyl cyanide 4-(trifluorome-
thoxy) phenylhydrazone (2920; Sigma-Aldrich) was added at
50 mM, 15 minutes before the end of the labeling and used as
a negative control.

In vivo chemotherapy

For T-ALL 4-drug induction therapy, we used a 1-week schedule of
vincristine (0.25 mg/kg, intravenously, Monday), dexamethasone
(5 mg/kg, intraperitoneally, each day Monday-Friday), L-asparagi-
nase (1000 U/kg, intraperitoneally, each day Monday-Friday), and
cytarabine (Ara-C, 2.5 mg/kg, intravenously, Monday). At the end of
treatment, the mice were euthanized, and the percentage of
leukemia cells in the BM was evaluated.

Lentiviral vectors and transduction of T-ALL cells

Short hairpin RNA (shRNA) targeting 59-GTGATGAAAGAATTA
CCGAAT-39 of HIF1a (NM_181054.1, NM_001530.2; hypoxia-
inducible factor 1a subunit; shHIF-1a) was cloned in the pTRIP/
DU3-MND-GFP vector and vectors were produced as previously
described.27 shHIF-1a.2 vector construct was provided by the F.M.
laboratory.20 T-ALL cells were transduced as in Gerby et al.28 Control
shRNA vector contained the 59 GTGTTGGGTCGCGAAAGG of
hepacivirus C strain SL8 polyprotein (MN628597.1).29 shRNA
control was cloned in pTRIP/DU3-MND-GFP or in pTRIP/DU3-
MND-Cherry vectors.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
software. Values are presented as the mean or median 6 standard
error of the mean (SEM). Statistical comparisons between conditions
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were determined using nonparametric (Wilcoxon or Friedman
test) or parametric test (1-way analysis of variance). Survival of
mice was compared using the log-rank (Mantel-Cox) test. Differ-
ences with P, .05, P, .01, P, .001, or P, .0001 are considered
statistically significant.

Results

Hypoxia modulates apoptosis, cell cycle, and

metabolism of T-ALL cells

Leukemic cells from 5 human T-ALL patient samples and 3 T-ALL
mouse models (supplemental Table) were cocultured with MS5
or MS5-DL1 stromal cells30 for 4 days in 1%, 3.5%, and 21% O2

(hereafter called normoxia). At the end of the culture, T-ALL
cells were counted by flow cytometry using CD45 and CD7
expression on cells, as, respectively, pan hematopoietic and
T-cell markers. We observed that hypoxia strongly inhibits
CD451CD71 T-ALL cell growth with twice less cells in 3.5%
O2 than in normoxia and no growth in 1% O2 condition
(Figure 1A; supplemental Figure 1A). A direct effect of hypoxia
on leukemic cells (rather than a rebound effect on stromal cells)
was tested with 3 human T-ALL samples that can grow without
stromal support (T-ALL #1, #3, and #4) in contrast to most
T-ALL samples.30 The results showed that hypoxia inhibits T-ALL
growth although stromal cells were absent from the culture
(supplemental Figure 1A), suggesting that hypoxia directly
affects T-ALL cells through cellular cycle arrest or induced cell
death. Interestingly, T-ALL cells long-term cultured in hypoxic
conditions did not grow during this period but retained a pro-
liferation potential. Indeed, at the end of the 3-week culture,
T-ALL cells grew back when they were cultured in normoxia
(supplemental Figure 1B). Annexin-V staining showed that after
4 days of hypoxia, T-ALL cells that persisted did not exhibit
significant apoptosis (Figure 1B). Of note, higher apoptotic cells
could be detected, especially at 1% O2 (median levels ,6%),
when a larger gating strategy was applied, indicating that low O2

may induce some cells to die (data not shown). Measuring lactate
dehydrogenase levels in culture media, indicative of unspecific
release of this intracytoplasmic enzyme caused by cell death,
shows a very slight increase only at 1% O2, further supporting
limited apoptosis induction in hypoxia (supplemental Figure 1C).
Further analyzes showed that hypoxia rather impacted T-ALL
growth by increasing quiescence and reducing cell cycle
progression. Indeed, the percentage of leukemic cells in G0

was 33% and 40% in, respectively, 3.5% O2 and 1% O2 vs 20%
in 21% O2, whereas 12% and 8% of cells in hypoxia vs 22% of
cells in normoxia were in the S phase of cell cycle (Figure 1C;
supplemental Figure 1D). As cell exposure to hypoxic conditions
may also alter energetic metabolism through mitochondrial
morphology, size, and mean velocity, we next incubated T-ALL
cultured in various O2 concentrations with MTG and TMRE. Low
MTG and TMRE detection was observed in hypoxic compared
with normoxic T-ALL cells, indicating mitochondrial mass de-
crease and weaker activity or depolarization of the mitochondria
membrane (Figure 1D). Increased anaerobic glycolysis was
observed with elevation of lactate levels in T-ALL culture medium
as O2 levels decreased, further indicative of metabolic switch in
hypoxia (Figure 1E). Altogether these data suggest an increased
quiescence and a significant mitochondrial rewiring in leukemic
cells under hypoxia.

Hypoxia induces HIF target gene expression in T-ALL

Cell adaptation to hypoxia requires the activation of transcriptional
programs that coordinate expression of genes involved in oxygen
delivery (notably via angiogenesis) and metabolic adaptation (via
glucose uptake) but also genes such as those implicated in cell
trafficking in and out of hypoxic tissue microenvironments (via
chemotactic responsiveness to SDF1/CXCR4).31 First, we vali-
dated the induction of the hypoxic state in our culture through the
expression ofHIF-1a. As expected, the transcriptional expression of
HIF-1a remained equivalent in the leukemic cells regardless of the
O2 levels (Figure 1F; supplemental Figure 1E), whereas HIF-1a
protein was stabilized and translocated in the nucleus of T-ALL cells
in hypoxic cultures (supplemental Figures 1F and 3Bi), triggering
increased expression of target genes such as vascular and epithelial
growth factor (VEGF), glucose transporter 3 (GLUT3 has both
a higher affinity for glucose and at least a fivefold greater transport
capacity than GLUT1, GLUT2, and GLUT432), and C-X-C chemo-
kine receptor type 4 (CXCR4)33. These expression levels were
inversely correlated with O2 levels (Figure 1F). Of note, the level of
EPAS1/HIF-2a transcript expression was very low in T-ALL cells,
even in hypoxic conditions (supplemental Figure 1D).

Functional status of hypoxic T-ALL cells

Because T-ALL cells cultured in low O2 levels are metabolically
distinct from their T-ALL counterparts cultured in normoxia, we
tested their functional potentials (ie, growth and leukemia-
propagating abilities) using in vitro and in vivo xenograft models.
First, we observed that leukemic cells recovered from hypoxia
cultures and retain their ability to proliferate in vitro when they are
reincubated in normoxia for a long period, starting with same cell
numbers. In fact, when leukemic cells were analyzed shortly after
secondary culture initiation (eg, at 7 days), a difference in cell
number was detected comparing the original cell culture O2 levels
(Figure 2A), suggesting a significant hypoxia imprinting on T-ALL
growth soon after hypoxia treatment. These differences were
abolished when the culture was extended for 28 days regardless of
the O2 levels applied to the precultures (Figure 2B), meaning that
low O2 tensions maintain the leukemic cells in a slow/quiescent
state but do not abolish in vitro growth recovery. Leukemic cells
collected after 4 days of hypoxic/normoxic cultures were also
injected into immune-deficient NSG mice, and leukemia propaga-
tion was measured by regular mouse BM samplings. As expected,
leukemia gradually invaded the BM cavity over time (Figure 2C).
Among the 3 tested samples, 2 T-ALL samples (#1 and #2)
showed similar ability to propagate disease whether leukemic cells
were precultured in hypoxia or normoxia, whereas hypoxic leukemic
blasts of T-ALL#3 were more aggressive (Figure 2D). Altogether,
these results show that T-ALL samples maintain their in vitro and
in vivo growth potential despite hypoxia-induced quiescence and
metabolic changes.

Hypoxia and T-ALL chemoresistance

We then assumed that the intrinsic T-ALL drugs sensitivity might
differ whether the leukemic cells were cultured in hypoxia or
normoxia. To challenge this hypothesis, leukemic cells were
preincubated 24 hours in hypoxia or normoxia and then treated
for an additional 72 hours in medium containing 10 nM vincristine
sulfate, 500 nM cytarabine, or 100 nM dexamethasone while
maintaining respective O2 tension. At the end of the chemotherapy
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treatments, a difference in the harvested leukemic cell number
was detected between hypoxic and normoxic conditions, with
more live cells after vincristine treatment in hypoxia than in
normoxia (Figure 3A). By calculating the percentage of live cells
after drug exposure, we further observed that hypoxic T-ALL cells
displayed a lower sensitivity to cell cycle–related drugs (ie,
vincristine and cytarabine) but also to dexamethasone compared
with normoxic cells (Figure 3B; supplemental Figure 2A).
Importantly, leukemic cells grew back in vitro in permissive
conditions only when live T-ALL cells had been treated 72 hours
with 10 nM vincristine in hypoxia and not in normoxia (Figure 3C).
Similarly, cells treated with vincristine in hypoxia before trans-
plant in immune-deficient NSG mice generated leukemia faster in
the mouse BM. Mice receiving drug-treated hypoxic cells
succumbed 2.5 to 10 weeks before the mice injected with
leukemic cells treated with vincristine in normoxia (Figure 3D-E;
supplemental Figure 2B-C). These results indicate that hypoxia
lowers T-ALL sensitivity to chemotherapy and provides a re-
sistance status.

HIF-1a levels impact T-ALL chemoresistance

in hypoxia

Hypoxia has been shown to promote cancer stemness through HIF
factors.34 HIF-1a and HIF-2a are elevated in various cancer
patients and associated with poor prognosis.35 HIF-2a transcripts
are weakly expressed in T-ALL (supplemental Figure 1D); therefore,
we focused our work on HIF-1a and knocked down (KD) its
expression to evaluate its role in hypoxia-mediated chemo-
resistance. The efficiency of the HIF-1a shRNA (shHIF-1a.1)
was measured in transduced and fluorescence-activated cell
sorter–sorted T-ALL samples cultured in hypoxia or normoxia
(supplemental Figure 3A). A significant reduction in mRNA and
protein levels was observed using shHIF-1a.1 vector, with 55% to
85% lower mRNA expression relative to control (Figure 4A;
supplemental Figure 3B). As a consequence of HIF-1a KD in
T-ALL, a significant reduction of its target gene expression VEGF
and GLUT3 was detected in all tested T-ALL samples cultured in
hypoxia, whereas a decrease in CXCR4 was observed in some
samples only (Figure 4A).

We next determined whether HIF-1a KD affected T-ALL cell growth
in vitro. We first observed that the HIF-1a KD did not interfere with
T-ALL cell growth in normoxia, indicating no obvious side effects of
the 2 shHIF-1a constructs (Figure 4B; supplemental Figure 3C).

Interestingly, the growth of T-ALL cells that is decreased in hypoxia
was partially restored on HIF-1a KD (Figure 4B; supplemental
Figure 3C). Furthermore, when transduced T-ALL cells were
cultured in hypoxia, the proportion of quiescent leukemic cells
was lower in HIF-1a KD compared with the control shRNA
condition (Figure 4C; supplemental Figure 3D). This indicates that
HIF-1a silencing decreases hypoxia-induced quiescence. In accor-
dance with the in vitro data, we observed that HIF-1a KD enhanced
leukemic cell propagation of hypoxic T-ALL cells when transplanted
in immune-deficient NSG mice but with no major impact on mouse
survival (supplemental Figure 3E).

Next, we used HIF-1a KD T-ALL blasts to assess whether HIF-1a
inhibition could modify hypoxia-induced drug resistance. We
observed that silencing HIF-1a in T-ALL blocked the hypoxia-
mediated resistance to vincristine, reaching same levels of live cells
as T-ALL cells treated with vincristine in normoxia (Figure 4D).
Moreover, these HIF-1a KD T-ALL cells treated with vincristine in
hypoxia, unlike control cells, became unable to grow in a drug-free
medium for during 7 days in normoxic atmosphere (Figure 4E).
These results indicate that HIF-1a is a major effector in the hypoxia-
related drug resistance of T-ALL.

HIF-1a levels impact on T-ALL chemosensitivity

in vivo

We next sought to determine whether HIF-1a levels also impacted
T-ALL chemosensitivity in vivo as HIF1a is stabilized in T-ALL
recovered from mouse BM (supplemental Figure 5A). Leukemia
propagation was studied using a (1:1) competitive transplantation
of shHIF-1a (GFP1) cells mixed with shCTL (Cherry1) cells
from T-ALL#1 (Figure 5A-B). In agreement with supplemental
Figure 3E, leukemia development was enhanced with shHIF-1a
cells that overgrew shCTL cells within 9 weeks (Figure 5C;
supplemental Figure 5B). Thereafter, the same mice were treated
for a week with a combination of vincristine, L-asparaginase,
dexamethasone, and cytarabine.36 As expected, leukemic cell levels
dropped down by .75% as a consequence of the treatment
(Figure 5C-D). Importantly we also observed a significant drop of
shHIF-1a T-ALL cells and inversely an increase of shCTL cells in
the treated mouse BM (Figure 5C, E-F). Of note, KD of HIF1a
was still efficient in the human leukemic cells engrafted in mouse
BM, indicating the shRNA strategy remains functional over time
even after their in vivo injection (Figure 5G). These results
indicate that HIF-1a silencing sensitizes T-ALL to treatment,

Figure 1. Hypoxia modulates apoptosis, cell cycle, and metabolism in T-ALL. (A) Growth of T-ALL in conditions of low and high O2 levels. Shown are the numbers of

leukemic cells after 4 days of culture in normoxia and hypoxia expressed as fold variation compared with number of cells plated at day 0 in contact with MS5-DL1 cells. Every

dot is the mean of technical triplicates for 1 experiment. T-ALL #1, n 5 6exp; T-ALL #2, n 5 6exp; T-ALL #3, n 5 4exp; T-ALL #4, n 5 3exp; and T-ALL #5, n 5 2exp. (B)

Apoptosis levels for T-ALL in culture at high and low O2 levels. Shown are fold variation of apoptotic cells relative to control, gated on lymphocyte cells. Every experiment

was done in technical triplicate. T-ALL #1, T-ALL #2, T-ALL #3, and T-ALL #4, n 5 2exp for each T-ALL. (C) Cell cycle analysis of T-ALL in high and low O2 levels. (i)

Representative plots of Ki67/Hoechst staining of T-ALL #1. Proportion of Ki671 leukemic cells (ii) and proportion of cells in G0, G1, S, and G2/M phases (iii). Shown are

mean 6 SEM of cultures with T-ALL #1 and T-ALL #3, n 5 6exp. (D) Metabolic status of T-ALL in high and low O2 levels. MTG (i) and TMRE (ii) staining of a representative

experiment (T-ALL #2) and MFI from T-ALL cultured in hypoxia reported to controls. Every experiment was done in triplicate. T-ALL #1, T-ALL #2, T-ALL #4, and T-ALL #5,

n 5 1exp for each T-ALL except for T-ALL #1, which was n 5 2exp. (E) Lactate levels in T-ALL medium cultured in hypoxia. The blasts were cultured for 3 days in hypoxia or

normoxia. The measure of lactate levels was performed on the culture medium according to the manufacturer protocol (lactate assay kit: 03183700; Roche). Shown are mean

6 standard deviation of lactate triplicate values. One experiment was done with each leukemia sample. (F) Relative mRNA expression levels of HIF-1a, Glut3, VEGF, and

CXCR4 genes. Tested on T-ALL #1, T-ALL #2, T-ALL #3, and T-ALL #4, n 5 9exp. Statistics were done using the Friedman test: *P , .05, **P , .01, ***P , .001. exp,

experiment.
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further pointing out the importance of HIF-1a levels for T-ALL
chemoresistance in vivo.

Hypoxia, mTORC1 activation, and chemoresistance

In response to hypoxia, cells rapidly activate a variety of adaptive
mechanisms that limit energy expenditure through the inhibition of
energy-intensive processes including protein translation.37 Hence,
a major mechanism implicates that mTOR activity is inhibited on
hypoxia exposure.22 In accordance, activation of the mTOR
pathway was decreased in T-ALL cells in hypoxia, with a significantly
lower phosphorylation of mTOR and of 2 targets of mTORC1:
4EBP1 and S6R (Figure 6A-B). Interestingly, treating T-ALL with
rapamycin (Rapa), an inhibitor of the mTORC1 protein kinase,
mimicked the effects of hypoxia. Indeed, Rapa inhibited in vitro

leukemic cell growth in normoxia (Figure 6C) by blocking cells in G0
and decreasing G1/S/G2-M progression (Figure 6D). Also, T-ALL
blasts pretreated for 45 minutes with Rapa before an additional
3 days of anticancer drug treatment displayed a lower sensitivity to
vincristine, cytarabine, or dexamethasone in normoxia (Figure 6E;
supplemental Figure 4). Furthermore, only cells pretreated with
Rapa could grow back in culture after they had undergone drug
treatment (Figure 6F), comparably to what was observed with
hypoxic drug-treated cells (Figure 3C). These observations support
a cytostatic yet tumor-protective role of Rapa, as previously
discussed.38 Interestingly, the decrease of hypoxia-induced mTOR
phosphorylation was abolished in HIF-1a KD T-ALL cells
(Figure 6G), indicating that HIF-1a contributes to the inhibition of
the mTORC1 pathway in hypoxia in T-ALL. In accordance, the
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Figure 2. Hypoxia impacts T-ALL cell regrowth activity in vitro and in vivo. (A-B) Growth of T-ALL after hypoxia cultures have been stopped. (A) Leukemic cell numbers

of T-ALL precultured in low and high O2 levels after replating 7 days at 21% of O2 with MS5-DL1 stromal cells. (B) Same except the secondary cultures were maintained for

28 days. Every experiment was done in triplicate. Shown are mean 6 SEM of cultures with each T-ALL. (C) Engraftment levels of T-ALL after cultures in low and high O2

levels. (i) Representative flow cytometry analysis 8 weeks after transplantation of mouse #1 BM injected with T-ALL #2 precultured in normoxia. (ii) Kinetic of leukemia

development in BM after transplantation of 500 cells of T-ALL #2 precultured in normoxia or hypoxia. Shown are percent of leukemic (human CD451CD71) cells. (D) Survival

curves of mice transplanted with 500 leukemic cells isolated from cultures in normoxia or in hypoxia (4-5 mice per condition). Statistics were determined with the Friedman test

and the log-rank (Mantel-Cox) test for mice survival: **P , .01, ***P , .001.
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expression levels of REDD1/RTP801, known as an inhibitor of
mTORC1 that is induced by HIF1a in hypoxia,39 were upregulated
in hypoxic T-ALL and downregulated in HIF-1a–silenced T-ALL
(supplemental Figure 6A-B). We also observed increased cell
recovery when Rapa was added to shHIF-1a T-ALL cells treated
with vincristine in hypoxia compared with the same cells cultured in
the absence of Rapa (Figure 6H; supplemental Figure 6C).
Moreover, only Rapa-treated shHIF-1a leukemic cells in hypoxia
recovered high growth rates when vincristine was washed away
(Figure 6I). Altogether, these results reveal that mTOR and HIF-1a

pathways interact and participate in hypoxia-mediated drug re-
sistance in T-ALL.

Discussion

Resistance to chemotherapy plays a crucial role in relapse of
childhood ALL40 but the molecular mechanisms responsible for this
resistance are poorly understood. In this work, we showed that
hypoxia participates in T-ALL chemoresistance. In solid cancers, it is
well established that uncontrolled proliferation leads to profound
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Figure 3. Hypoxia enhances T-ALL chemoresistance. (A-B) Effect of vincristine on T-ALL resistance in high and low O2. (A) Numbers of live cells recovered after

treatment during 72 hours with 10 nM (1vincristine) or without (Ø) vincristine. Mean 6 SEM of triplicate cultures are represented. Shown are mean 6 SEM of cultures with

T-ALL #1, T-ALL #, T-ALL #3, T-ALL #4, and T-ALL #5, n 5 9 experiments. (B) Same result is presented in percentage of live cells after treatment (1vincristine in panel A)

compared with nontreated (Ø in panel A) cells. Every experiment was done in triplicate. Every dot is the mean of those triplicates with T-ALL #1, n 5 3exp; T-ALL #2,

n 5 5exp; T-ALL #3, n 5 3exp; T-ALL #4, n 5 2exp; and T-ALL #5, n 5 1exp. (C) Leukemic cell production after 7 days in normoxia without treatment, following T-ALL

treatment with vincristine in normoxia or hypoxia. Every experiment was done in triplicate. Shown are mean 6 SEM of cultures with each T-ALL. (D) Propagating activity of

T-ALL treated ex vivo with vincristine in high or low O2 levels. Shown is a kinetic analysis (4, 6, and 8 weeks) of leukemia development in BM after transplantation of 500

leukemic cells of T-ALL #2 recovered from normoxic or hypoxic culture with vincristine treatment, represented in percent of leukemic cells. (i) Representative mouse. (ii) Analysis of 5

mice/group from T-ALL #2. (E) Survival of mice transplanted with 500 cells precultured in normoxia or in hypoxia with vincristine (1Vinc). T-ALL #1, T-ALL #2, and T-ALL #3, 4-5

mice per condition. Statistics were determined using the Friedman test and the log-rank (Mantel-Cox) test for mice survival: *P , .05, **P , .01, ***P , .001. exp, experiment.
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local hypoxia, associated with tumor development, metabolic
changes, metastatic spread, modulation of immune response, and
increased mortality.41-43 As in solid tumors, decreased oxygen
tensions have also been observed during leukemic progression in
bone marrow.43 The aim of this work was to investigate to which
extent hypoxia impacts T-ALL growth/propagation and what
molecular cross talks are implicated.

We first demonstrated that short- (7 days) and long- (21 days) term
hypoxia exposure induced limited growth and enhanced apoptosis
and metabolic rewiring in T-ALL. In contrast with B-cell acute
lymphoblastic leukemia,44 we did not observe differential response
depending on the duration of hypoxia exposure with different human
T-ALL samples. T-ALL exposure to short-term and long-term
hypoxia led to cell growth arrest, but recovered leukemic cells
retained the ability to proliferate when moved in higher O2

conditions. These effects were not mediated by an indirect effect
of hypoxia on feeder stromal cells that was described in studies in
which the stromal cells promoted the maintenance of hematopoietic
stem cells.45 In our experiments, leukemia samples that are able to
proliferate for several weeks without stromal cells were similarly
impacted by hypoxia whether they had stromal support or not,
indicating direct effect of hypoxia on leukemic cells growth. Of note,
measuring interleukin-7 and CXCL12 transcript levels in MS5 cells
in normoxia and hypoxia revealed enhanced (31.8) expression of
CXCL12 but not of interleukin-7 at 1% O2 (data not shown),
indicating that low O2 may nevertheless impact stromal cell cytokine
release with potential effects on leukemic cells. Future work is
necessary to further study these aspects.

A previous study has shown that leukemia stem cells (LSCs)
from T-ALL reside in hypoxic niches of the BM.46 Interestingly,
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such LSCs were shown to be dependent on a molecular loop
implicating HIF-1a and WNT/b-catenin both being activated in
hypoxia. In consequence, interfering with HIF-1a or b-catenin

expression/activity reduced the T-ALL LSC frequency.46 In
accordance with these results, when T-ALL were cultured in
hypoxia (eg, in HIF-1a stabilization conditions before transplantation
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Figure 6. Relationship between hypoxia, HIF-1a expression, mTOR activation, and chemoresistance in T-ALL. (A) Phosphorylation of mTOR (pS2448) and (B)
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(C) Effect of rapamycin (Rapa) on T-ALL growth in normoxia. Absolute leukemic cell number recovered from every culture condition. The data are expressed as fold variation

between the number of cells recovered after 4 days of coculture in presence or absence of rapamycin compared with cells plated at day 0. Every dot is the mean of technical
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in NSG mice), we observed that leukemic samples had at least
conserved LSC activity even when their ex vivo growth and
metabolic activities were severely modified. Better preservation and
increased chemoresistance of leukemia-initiating cells under
hypoxia could partly explain the results of a recent study showing
the increased capacity of T-ALL cell lines treated with dexameth-
asone in hypoxia to generate T-ALL with a resistant phenotype to
glucocorticoids.47 Increased dormancy of T-ALL would allow
a thinner selection of drug-resistant cells. We have previously
observed a similar dormancy status of leukemic cells harvested from
adipocyte-enriched BM compared with hematopoietic-enriched
BM, indicating that such BM niches are chemoresistant niches.48

However we were unable to demonstrate increased hypoxia in
adipocyte-enriched BM. Expression analyses did not reveal any
enrichment of hypoxia signature in T-ALL cells from adipocyte-rich
vs -poor BM.

Besides specific interactions in BM niches, T-ALL cells endure
variably severe hypoxic levels regarding their precise location. We
observed significant effects of hypoxia on chemoresistance from
the concentration of 3.5% O2, which is in the upper range of the O2

concentration gradient in the BM.49 Thus, our observations agree
with the findings of the Lo Celso team, who shows that T-ALL
infiltrates the BM and survives chemotherapy independently of
stable interactions with specific microenvironments.15 In fact the
hypoxia found in the BM may favor the blast attraction, because
HIFs orchestrate the expression of a panel of factors, such as
CXCR4 and GLUT1, that participate in T-ALL spreading/growth/
survival.50,51

In the present study, we brought to light the effect of hypoxia and its
potential impact on T-ALL chemoresistance, especially regarding
HIF-1a expression pattern, supporting the observation of increased
number of LSCs in hypoxic niches.46 We indeed show that HIF-1a
slows down T-ALL growth through increased quiescence of
leukemic cells, inducing drug resistance. In fact, HIF-1a is overex-
pressed in many tumors, including some hematologic malignan-
cies.52 HIF-1a can thus be overexpressed in some T-ALL as
a consequence of disabling mutations of Von Hippel-Lindau,53 and
HIF-1a inhibitors may improve therapeutics in many hemopathies
without impacting the self-renewal and differentiation of normal
HSCs.54,55 Similarly, in acute promyelocytic leukemia, HIF-1a
antagonistic RNAs have antileukemic activity and extend survival
of mice. HIF-1a antagonistic RNAs in association with all trans-
retinoic acid (ATRA) eradicate leukemia, without affecting normal
HSCs.56 In our study, HIF-1a silencing promoted T-ALL pro-
liferation in hypoxia, enhancing their sensitivity to vincristine

commonly used for T-ALL treatment. Furthermore, T-ALL cells with
low HIF-1a expression outcompeted T-ALL cells with normal HIF-
1a levels in vivo, indicating that HIF-1a is a brake for leukemia
growth in mice. This might be particularly true in the first period of
T-ALL infiltration, because their expansion is very slow, as elegantly
previously shown in a very aggressive model of mixed-lineage
leukemia–eleven-nineteen leukemia mouse B-cell acute lympho-
blastic leukemia using intravital microscopy.57 On the other hand,
silencing HIF-1a increased chemosensitivity, pointing to HIF-1a as
an interesting therapeutic target.

Here, we also describe that the mTORC1 pathway participates in
T-ALL chemoresistance in relation with HIF-1a. mTORC1 is
a central regulator of cell metabolism because it promotes the
synthesis of proteins, lipids, and nucleotides, as well as induces
a glycolytic phenotype.58 Because glycolysis is the only reliable
source of ATP under the fluctuating O2 pressures detected in the
BM,59 mTORC1 was expected to interact with HIF-1a in T-ALL.
Accordingly, we observed that activation of mTOR is diminished in
T-ALL under hypoxia. Also, REDD1/RTP801, a target gene of HIF-
1a that inhibits mTORC1 activation in hypoxia,39 was found to be
sensitive to O2 pressures and to HIF-1a expression in T-ALL.
However, we were not able to functionally implicate REDD1 in the
hypoxia/mTOR-mediated chemoresistance loop as gain and loss of
REDD1 function in T-ALL unexpectedly revealed a positive rather
than negative action on leukemic growth (L.F. and B.U., unpublished
data, 17 January 2017). REDD1 has paradoxical roles in carcino-
genesis depending on the cellular context, acting as an oncogene or
as a tumor suppressor gene.60-62 Addressing REDD1 function in
T-ALL will thus require additional work.

Interestingly, Rapa, a well-known inhibitor of mTORC1, mimicked
the effects of hypoxia in normoxic T-ALL, including slow cell cycle
progression and chemoresistance (ie, enhanced cell recovery after
the cessation of drug treatment). These results outline potential
adverse effects of using mTORC1 inhibitors in T-ALL treatment,63

as also discussed previously.38 In the past years, several PI3K/Akt/
mTOR signaling pathway targeting small molecules have been
developed, showing potential therapeutic efficacy in hemato-
logic malignancies, alone or in combination with chemothera-
peutic drugs.64 However, the effects of mTOR inhibitors may
vary depending on the pathology, and their use might worsen the
development of certain leukemias. For instance, in mixed-lineage
leukemia–driven leukemia, hyperactivation of mTOR pathway
causes LSCs to enter the cell cycle, compromising their stability
and reducing their capacity to generate leukemia.65 Following
this idea, use of mTOR inhibitors may therefore promote cell

Figure 6. (continued) triplicates. T-ALL #1, n 5 5exp; T-ALL #2, n 5 3exp; T-ALL #3, n 5 3exp; T-ALL #4, n 5 1exp; and T-ALL #5, n 5 3exp. (D) Rapamycin decreases

T-ALL cell cycle progression. Shown are proportions of leukemic cells in G0, G1, S, and G2/M phases, during culture at 21% of O2 in presence or absence of rapamycin.

Shown are mean 6 SEM of triplicate cultures performed with T-ALL #1, T-ALL #2, and T-ALL #4, n 5 6exp. (Ei) Rapamycin protects T-ALL from vincristine in normoxia.

Shown are the absolute numbers of cells recovered after vincristine treatment in normoxia in presence or absence of rapamycin. (Eii) Same results are presented as

percentage of live cells after vincristine treatment in presence (1Rapa) or in absence (Ø) of rapamycin compared with nontreated cells. Every dot is the mean of technical

triplicates from T-ALL #1, n 5 2exp; T-ALL #2, n 5 2exp; T-ALL #3, n 5 3exp; and T-ALL #5, n 5 3exp. (F) Leukemic cell number recovered 7 days after replating T-ALL

pretreated with vincristine 6 rapamycin. Shown are mean 6 SEM of technical triplicate cultures. (G) HIF-1a impacts on mTOR phosphorylation in low and high O2

concentration. (i) Phosphorylation of mTOR (pS2448) in a representative experiment with T-ALL #1. (ii) Ratio of MFI from shCTL/T-ALL or shHIF-1a/T-ALL cells cultured in

hypoxia compared with those cultured in normoxia. Every dot is the mean of technical triplicates obtained with T-ALL #1, n 5 2exp; and T-ALL #3, n 5 1exp. Statistics were

determined using the Friedman test (A), Wilcoxon test (B-E,G), or Mann-Whitney test (F): *P , .05, **P , .01, or ***P , .001. (H) Percentages of live shCTL/T-ALL and

shHIF-1a/T-ALL cells recovered after treatment during 72 hours in hypoxia with vincristine in presence (1Rapa) or in absence (Ø) of rapamycin compared with nontreated

cells. (I) Leukemic cell production after 7 days in normoxia without treatment after T-ALL. exp, experiment.
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quiescence and thereby favor chemoresistance and relapse.
Although the therapeutic advantages of using inhibitors of the
PI3K/mTOR pathway to overcome steroid resistance in T-ALL are
important, these conclusions were drawn from results obtained
with cell lines and remain to be confirmed with T-ALL primary
cells.66-68 In fact, our experiments that were done with patient
cells show that inhibition of mTOR in T-ALL slows down T-ALL
propagation, which confers obvious interesting short-term anti-
leukemic effects. However, Rapa mimics some biological effects
of hypoxia, and it also induces a significant proportion of leukemic
cells to escape drug treatment. Hence, the use of mTORC1
inhibitors for T-ALL patient treatment may have long-term adverse
effects, with a potentially increased risk of relapse from quiescent
chemoresistant leukemic cells.
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(Hôpital Cochin) for lactate measurement. The lentivectors were
produced by Guillaume Piton and Didier Busso from the CiGex
Platform, cell sorting was performed by Nathalie Deschamps at the
Flow Cytometry platform, and immunofluorescence was done at
the Microscopy platform with help from Lamya Ibrah (all from the
Institute of Cellular and Molecular Radiobiology, Fontenay-aux-
Roses, France). Raul Duran from Cabimer (Seville, Spain) and
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Abstract 

Role of inflammatory microenvironment in T cell Acute Lymphoblastic Leukemia 

Background : T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a malignant hematological disorder 
characterized by an increased proliferation and incomplete maturation of T lymphocyte precursors. The 
T-ALL diversity driven by multiple oncogenic events causes a variability in the response to drugs 
targeting the tumor cells. Despite our knowledge of these cell-intrinsic alterations, successful alternative 
therapeutic approaches have yet to be developed to improve patient outcome, supporting the 
importance of further understand the interaction between T-ALL and their microenvironment. Cellular 
and molecular actors in the microenvironment have been identified to impact several types of leukemia 
(B-ALL, B-CLL, AML and ATL). Recently, the supportive role of myeloid cells has been described in T-ALL. 
Moreover, interaction between receptors and ligands such as DL1, IL-18, IL-7, IGF1 and CXCL12 sustain 
proliferation, survival or initiation of T-ALL. Together, these results point microenvironment factors as 
major regulators of T-ALL. 

Aims : Following previous work, we investigate whether and how an inflammatory microenvironment 
can support T-ALL to uncover new cellular or molecular mechanisms involved in T-ALL to unveil new 
potential therapeutic approaches. 

Methods : We used mouse T-ALL cells with a constitutive activation of Notch1 (ICN1). Additional T-ALL 
cells were isolated from mice with constitutive expression of TAL1 and LMO1 oncogenes. T-ALL cells 
were injected intravenously into immunocompetent syngeneic mice to assess T-ALL progression, 
evolution of immune cell populations and secreted factors in the plasma. We used depleting antibody, 
and chemicals to suppress immune cells in vivo to identify their role. NECA, an agonist of adenosine 
receptors, was injected to control inflammatory molecules secretion in vivo. 

Results : We show that T-ALL enhance myeloid cell levels, such as neutrophils and resident monocytes 
in the blood, accompanied with an acute secretion of inflammatory molecules in the plasma. Depleting 
neutrophils does not modulate plasmatic inflammatory molecule secretion and T-ALL progression. 
Besides, depleting phagocytes including resident monocytes decreases T-ALL evolution without 
impacting inflammatory molecule secretion or mice survival. However, the inhibition of inflammatory 
molecule secretion by the microenvironment using NECA diminishes T-ALL progression with an 
increased proportion of leukemic cells in the G0 cell cycle phase resulting in enhanced mouse survival. 
Transcriptional analysis of leukemic cells highlights a deregulation of inflammatory response after NECA 
treatment. Focusing on the most decreased molecule in the plasma of the T-ALL mice treated with 
NECA, we uncover Hepatocyte Growth Factor (HGF), a common regulator of proliferation and migration 
of tumor cells as a potential molecular actor in T-ALL. 

Conclusion : Altogether, we show that targeting innate immune cells like neutrophils or resident 
monocytes independently in vivo is not sufficient to modify inflammatory molecule secretion and to 
impact T-ALL mice survival. On the other hand, inhibiting inflammatory molecule secretion drastically 
decreases T-ALL progression, identifying HGF as a putative driver of T-ALL, and a promising target for 
new treatments. 

Keywords : T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia, Inflammatory microenvironment, Immune cells, 
Inflammatory molecules 

  



Résumé 

Rôle du microenvironnement inflammatoire dans les leucémies aiguës lymphoblastiques T 

Introduction : Les leucémies aiguës lymphoblastiques T (LAL-T) sont des hémopathies malignes 
caractérisées par la prolifération clonale de précurseurs hématopoïétiques lymphoïdes T bloqués dans 
leur maturation. Les LAL-T comportent une diversité intrinsèque caractérisée par de multiples 
d’évènements oncogéniques qui entraine une variabilité de réponse aux traitements actuels. Les 
patients qui ne répondent pas aux chimiothérapies ou qui subissent une rechute, sont souvent de 
mauvais pronostiques et il est donc nécessaire d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi 
les pistes, le microenvironnement tumoral comprenant différents acteurs cellulaires et moléculaires 
représente une cible prometteuse car il est impliqué dans de nombreuses leucémiques (LAL-B, LCL-B, 
LAM, LTA). En effet, le rôle de support des cellules myéloïdes dans les LAL-T a récemment été démontré 
ainsi que l’interaction entre les cellules de LAL-T et les ligands comme DL1, IL-18, IL-7, IGF-1 ou CXCL12 
qui supportent la prolifération, la survie, ou l’initiation leucémique. En somme, ces résultats montrent 
que les acteurs du microenvironnement sont des régulateurs majeurs des LAL-T. 

Objectifs : Identifier de nouveaux mécanismes cellulaires et moléculaires du microenvironnement 
inflammatoire impliqués dans les LAL-T afin de déceler de nouvelles pistes thérapeutiques. 

Méthodes : Nous avons utilisé 2 modèles de LAL-T murines injectées en souris syngéniques 
immunocompétentes. La première comporte une activation constitutive de Notch1 (ICN1) et la 
deuxième a été isolée de souris comportant 2 oncogènes TAL1 et LMO1. La progression leucémique 
ainsi que l’évolution de cellules immunitaires et la sécrétion de molécules inflammatoires dans le plasma 
ont été suivies dans les souris receveuses. Des anticorps ou molécules ciblant les cellules immunitaires 
ont été injectées pour identifier leur rôle au cours de la LAL-T. Dans un second temps un agoniste des 
récepteurs à l’adénosine, le NECA a été injecté pour contrôler la sécrétion de molécules inflammatoires. 

Résultats : Les LAL-T favorisent le recrutement de cellules immunitaires comme les neutrophiles et les 
monocytes résidents dans le sang, accompagné d’une augmentation de la sécrétion de molécules 
inflammatoires dans le plasma. La déplétion des neutrophiles in vivo ne modifie pas la progression 
leucémique et n’impacte pas la sécrétion de molécules inflammatoires. De plus, la déplétion des 
phagocytes incluant les monocytes résidents diminue le pourcentage de cellules leucémiques dans les 
organes sans améliorer la survie des souris ou sans impacter la sécrétion de molécules inflammatoires. 
Cependant, l’inhibition de la sécrétion de molécules par le NECA diminue la progression leucémique et 
induit une accumulation de cellules leucémique en phase G0 du cycle cellulaire, accompagnée d’une 
augmentation de la survie de souris. L’analyse transcriptomique de cellules leucémiques provenant de 
souris traitées par le NECA a montré une diminution de l’activation de voies associées à l’inflammation 
comparé aux cellules contrôles. En se concentrant sur les molécules les plus fortement diminuées par 
le traitement NECA, nous avons identifié l’HGF, un régulateur commun de la prolifération et la migration 
de cellules tumorales comme acteur moléculaire potentiel dans la LAL-T. 

Conclusion : En résumé, nous avons montré que cibler les cellules immunitaires innées comme les 
neutrophiles ou les monocytes résidents in vivo n’est pas suffisant pour diminuer la sécrétion de 
molécules inflammatoires ou améliorer la survie des souris LAL-T. Cependant, inhiber la sécrétion de 
molécules inflammatoires diminue drastiquement la progression leucémique et améliore la survie, ce 
qui nous a permis d’identifier l’HGF comme un potentiel acteur moléculaire majeur dans la LAL-T et une 
cible prometteuse pour de nouveaux traitements. 

Mots Clés : Leucémie Aigüe Lymphoblastique T, Microenvironnement inflammatoire, Cellules 
immunitaires, Molécules inflammatoires 


