UNIVERSITE TOULOUSE III PAUL SABATIER

FACULTE DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES

ANNEE : 2015 THESE 2015/TOU3/2042

Mémoire du Diplome d’Etudes Spécialisées d’Innovation Pharmaceutique et Recherche

tenant lieu de Thése pour I’obtention du

DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Présentée et soutenue publiquement le

Par Monsieur Frédéric BOISSARD

ETUDE DE L’IMPACT DES « NURSE-LIKE » CELLS SUR LA SURVIE DES
PATIENTS ET LA RESISTANCE AUX TRAITEMENTS DANS LA LEUCEMIE
LYMPHOIDE CHRONIQUE

Directeurs de thése :

Madame le Docteur Mary POUPOT et Monsieur le Docteur Loic YSEBAERT

JURY
Président : Monsieur le Professeur Bruno SEGUI
ler assesseur : Monsieur le Professeur Bernard PAYRASTRE
2€éme assesseur : Madame le Docteur Murielle ROUSSEL

3éme assesseur : Monsieur le Docteur Michel LAVIT



« Laboratoire. Méme quand on ne trouve rien, on renifle I’odeur de la vérité qui se cache. »

Jean Rostand

« La science n'a jamais tout a fait raison, mais elle a rarement tout a fait tort, et, en général, elle
a plus de chance d'avoir raison que les théories non scientifiques. Il est donc rationnel de

l'accepter a titre d'hypothese. »

Bertrand, 3éme comte Russell of Kingston Russell

« Les prédictions pour la semaine qui vient. Poisson : vendredi est votre jour. Taureau évitez

les voyages en Espagne. Cancer: faites un dépistage. Balance : essayez de perdre du poids »

Philippe Geluck









REMERCIEMENTS

REMERCIEMENTS

A mon président de Thése, Monsieur le Professeur Bruno Segui. Vous me faites 1’honneur

de présider mon jury et je tiens a vous remercier de I’attention que vous portez a ce travail.

A mes directeurs de Thése, Madame le Docteur Mary Poupot et Monsieur le Docteur Loic
Ysebaert. Vous m’avez fait I’honneur de diriger ce travail et de le juger. Je vous remercie de
votre disponibilité, de votre enseignement, de votre esprit critique et qui sans vous rien n’aurait

¢été possible. Ce fut un réel plaisir de travailler avec vous.

Soyez assurés de ma profonde reconnaissance.

A Monsieur le Professeur Bernard Payrastre, je vous remercie d’avoir accepté de participer
a ce jury. Je pense que votre expérience avec 1’ibrutinib promet une discussion et des remarques

trés intéressantes.

A Madame le Docteur Murielle Roussel, merci d’avoir accepté d’étre dans ce jury de These,
vous qui €tes une experte du myélome, vous comprendrez ainsi pourquoi j’ai dii passer tant de

temps a récupérer des données clinico-biologiques aux consultations.

A Monsieur le Docteur Michel Lavit, je vous remercie de participer & mon jury de These. La
discussion sur le suivi des patients traités par les nouvelles molécules, au vu de votre expertise

dans le domaine du suivi thérapeutique des patients, sera, j’en suis slr trés enrichissante.

Veuillez tous retrouver ici mes remerciements les plus sinceres.



REMERCIEMENTS

A Julia, merci de m’avoir suivi a Toulouse et pour tout ce que tu m’apporte tous les jours. Je

t’aime.

A ma famille, merci pour votre soutien indéfectible depuis le tout début, les études m’ont

¢loigné de vous mais vous étes toujours avec moi. Je vous aime.

Au labo,

Merci a Emilie pour me supporter tous les jours et pour tes précieux conseils
orthographiques. A Marie qui ne s’énerve jamais, Don-Marc au flegme olympien, a Anne avec
laquelle nous nous partageons les prélevements, a Chris la surexcitée pleine de bonne humeur,
a Thibault et Sarah nos M2 médecins, a Ekaterina et enfin a Jean-Jacques qui m’a accepté dans

son laboratoire.

A mes amis,

Fréd, je serai prét pour étre dans ton jury, merci pour tout pendant toutes ces années ! A
Thomas, plus gros fan d’AC/DC ! A Romain qui m’a accompagné durant toutes ces années de
fac ou ’on a beaucoup r1, a Céline et Héloise, qui nous recadraient quand on riait trop

justement ! Je n’ai qu’une chose a dire : Rendez-vous au RU a 7h !

A David, Domi et Aurélie, grace a qui les années d’Internat ont ét€ remplies d’anecdotes

croustillantes (qui n’ont rien a faire dans ce manuscrit) durant les pauses du midi.

Aux personnes que j’ai dii oublier, désol¢ mais vous me connaissez je ne retiens rien et vous

savez que je pense a vous !

Aux patients, qui donnent littéralement un peu d’eux pour la recherche.



SOMMAIRE

SOMMAIRE

SOMMALIRE ...ttt ettt ettt ettt e s st e st e st e e st et e ensesseenseensesneenseensenneans 7
LISTE DES ABREVIATIONS ...ttt sttt ettt et et e e nneenseeneens 12
LISTE DES FIGURES ..ottt ettt ettt et s et e st e naeensesneens 18
LISTES DES TABLES ... .ottt sttt ettt et s et e e nneenseeneens 21
INTRODUCGTION ..ottt ettt sttt et sbt ettt saeebe et e eaeenaeensesaeens 22
I. La leucémie lymphoide Chronique .............cocueeeiieiiieniieiieeicececece e 22
LLA Définition et épidemiOlOZIC ........eevieruieriieiieeieeiie ettt eieeseeeteeeaeeeeesereeseesaeeens 22
LA DEEINIEION ..ottt ettt sttt et e saeens 22

LA.2 EPIAEMIOLOZIC ......veeeiieiiieeiiieiieeiie ettt ettt eve et e e vt eaeebeesaseesbeessneensaensneans 22

I.A.3 Facteurs de risques et formes familiales ...........cccceeevvieeiiiieiiiieieececcee e 23

LB DIQGNOSTIC ..ottt ettt ettt et e st e et e st e e bt e sateenbeesnaeenseesnneens 25
[.B.1 Circonstance de découverte et critéres diagnoStiqUES ........cceevvveerueeeveenieersieeninenns 25
[.B.1.1 Circonstance de d€COUVETLE .......ccueeiuiiriiriiieiieeiieriie ettt 25

LB.1.2 DIZNOSTIC ..c.vvieiieeiiieiieeiieiie ettt ettt ettt e eebeestaeeseestaeenseessaeensaesaneenseenens 25

[B.1.2.1 HEMOZIaAMIME........eeeeiiiieiiieeiieeeiieeeieeeeire e e steeesaeeesereeesebeeesnseeesnnee s 25

[.B.1.2.2 Immuphénotypage et analyse morphologique ..........ccccveevvveevrerreennreennen. 26

[.B.1.2.3 Diagnostic différentiel ............cccooovvieiiiiniiiiniieeeeece e 27

[.B.2 Explorations initiales Obligatoires .........ccoueriieriieriiieniieeiierie et 28
LB.2.1 INETTOZALOIIE ..ottt ettt ettt ettt ettt et e et eenbee e 28

[.B.2.2 EXamen ClNIQUE ......cc.ceiiieriiiiiieiieeieeite ettt et 28

[.B.2.3 EXamens DIOlOZIQUES .......ceoueeriieriieeiieiie ettt ettt ettt 28

I.C Origine de la leucémie lymphoide chronique et physiopathologie...........c..ccccuveeneen. 30
I.C.1 Origine de la leucémie lymphoide chronique ...........cccoevveeeciieniieeeieceieeeieene 30
I.C.1.1 La lymphocytose B monoclonale iSol€e...........ccccevvieeiiiiencieiniiieniie e, 30

1.C.1.2 La cellule souche de la leucémie lymphoide chronique ...........cccceevveennen. 31

1.C.1.3 Réle de la stimulation antigénique dans la leucémogénéese de la LLC......... 32

L.C.2 PhySiopathalO@ie ........cccuieiiieiiieiiieiie ettt ettt en 35
L.C.2.1 La 1ésistance & ’apOPLtoSe.......c.eeruieeiieriieeiieiieeieesiieeieesite e seeesaeeensee e 35

L.C.2.2 La Prolifération ........c.cceeuieiieeiieiieeieerte ettt 36

[.C.2.3 La voie de signalisation du BCR ..........coooiiiiiiiiiiiiiececee e 37

LD Facteurs PrONOSTIQUES .....cceouvieeruieeeiieeeiieesitteesiteeesteeesseeessseeessseeassseesssseessssesssseessssees 39
[.D.1 Facteurs pronostiques ZENETAUX .........ceercuerervieerveeerrreessreenssreessseeessseeessseeessseesnns 39

[.D.2 Facteurs pronostiques clinico-bioloIques.........ccveervieerieeeiieeeiieeeiieeeiee e 39



SOMMAIRE

[.D.2.1 Classification de BInet..........cccoeveriirieniiiiieniinieeieeiieecestee e 39
[.D.2.2 Classification de Rai.........cccevieriiiiiniiniiiienieieeieei et 41
I.D.3 Les facteurs pronostiques liés a la signalisation du BCR ...........cccooiiiininnnnen. 42
[.D.3.1 Le statut mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines................ 42
[.D.4 Marqueurs CYtOZENETIQUES .....eeecvrrererrrerireeerreeesreeesseeessseeassreesssseesssseessseesssesensnes 44
[D.4.1 DEIEON 13G14 ooneieeeeeeeeeee ettt 44
[.D.4.2 DEIEHION 11G22-23 ..ottt st sse e 45
[.D.4.3 TTISOMIC 12, ..iuiiiieiiiiiieieeieeeeie ettt ettt et e e e seebe e e sneenes 46
LD.4.4 DEIEION 17P13 oottt s 46
[.D.4.5 Autres anomalies ChrOmMOSOMIQUES.........ccueeruierrieerieeiiienieeieenereereesreenseeens 46
[.D.4.6 Le caryotype COMPLEXE ...ccovviieriiieeiiieeiieeeiiteeeeeeiteeeiveeeee e eree e evee e e 47
L.D.5 MUtations TECUITENLES ......eerueerteeierieeteeiieeiiesteetesieesteentesntesteenseseeesseensesneenseennesanens 47
LD.5.1 MUtation de TP3I3 ....c.uooiiieieeteee ettt et 48
[.D.5.2 Mutation de NOTCH ......cc.eoeiuieiuiieieiieeeeee ettt 49
[.D.5.3 MUtation d@ SF3B1.....cocuiiiiieiieeiieeeee ettt e 50
[.D.5.4 Mutation de MYDSES ........ooueiiieieeeeee et 51
L.D.5.5 MUtation de BIRC3.......coouieieiieieeieeeitee ettt sttt 51
[.D.5.6 Classification combinant les anomalies caryotypiques et les mutations
TECUITEIEES ...euuteentieeiteetee ettt ettt et eat et e ettt et e e sat e e bt e e st e e b e e sabe e bt e eabeenbeesabeenaeeenbeenae 52
[.D.6 Marqueurs SEriques PrONOSLIQUES ......cccveerreerrreerrreerreerseeeireenseessseesseesseesssesssesssneens 53
[.D.6.1 B2 microglobulin€mie...........ceevuiiiiiiiieiiieeiie et 53
[.D.6.2 Taux de Thymidine Kinase SErique..........cccueeerurrerrireeniiieeniieeniieeeieeeevee e 54
[.D.6.3 Utilisation routiniére des marqueurs SEriqUES ...........eoervereerueerueneereeseeneens 55
[.D.7 Synthese sur les facteurs PronOStIQUES.........c.eerueerieeriieeieierieeieesieeeieesiee e 55
L.E Traitements conventionnels de la leucémie lymphoide chronique ...........cccccoeeeene. 56
LE.1 Criteres de mise en place du traitement.............cceecueeriieriiiinieiiienie e 56

L.LE.2 Traitement de premicre ligne des patients avec un bon état général, non réfractaires
a la fludarabine et 7P53 non muté : Rituximab + Fludarabine + Cyclophosphamide.. 58

LE.2.1 Le rituximab (Mabthera ®)...........cccceeeriiieiiieeiieeieeeieeeee e 59
[LE.2.2 La fludarabine (Fludara ®) ...........ccccceeriiiiiiieeiiieeieeee e 60
I.E.2.3 Le cyclophosphamide (Endoxan ®) ..........cccceeeviieiieeniiieeeieeeieecee e 61
ILE.3 Le traitement de premiere ligne chez les patients agés ou avec un mauvais état
général sans mutation 7P53 : Rituximab + Bendamustine .............ccccceevvveeecieenneeenee. 62
LLE.4 Le traitement des patients avec une mutation de 7P53, en rechute ou réfractaire :
les PEtites MOLECULES ... ..eeiuiiiiiieiiieieete ettt et 63
LE.4.1 L’ibrutinib (IMbruvica ®).........c..cccvuiieiiireeiiieeiieeeiie e e 63
LLE.4.2 Id€lalisib (Zydelig ®) ......ccccueiiiieriieeieeiieeieeeie ettt 67



SOMMAIRE

I1. Le microenvironnement tUMOTal.........cocueriiiiiiiniiiienieniteieeeeseeie sttt 69
ILA L’immunosurveillance anti tUmorale ............cccoeeverierieieniieneeieceeeeieeeesie e 70
ILA.T Concept thEOTIQUE .....ccvieeiieeiieeiieeiie ettt ettt ete ettt e ereesaeeebeeseneebeesaneens 70
I1.A.2 Les forces en présence dans la réaction immunitaire anti-tumorale................... 71
ILLA.2.1 Les acteurs de I'Iimmunité INNEe ............ceeveerieriiiniieiienieeieeeeeee e 72
I1.A.2.2 Les acteurs de I'immunité adaptative..........cccueeerveeerieeeiieeeie e 73

[I.B Immunoédition et les acteurs du microenvironnement tumoral ..............cccceeieeneenn. 75
IL.B.1 Concept thEOTIQUE ......cocuvieeiiieeiieeeiie ettt e e e e e et e e e e e e e e eens 75
I1.B.2 Les grandes phases de I'immunoédition des tumeurs............ccceeveevueenveenieennnenns 76
I1.B.3 Les acteurs du microenvironnement tumoral...........cccoeceeveevienienennienieneenennne 78
II1. Les macrophages assoCi€s QUX tUMEUIS. .......ccueeevreruierieenieeeteeseesreesseesseeseessneenseesseens 80
ITLA LeS MACIOPRAZES ....cvvieiieiiiieiieeie ettt ettt ettt et s e eseeesbeenseessneensaesanaens 80
IIILA.1 Les macrophages de type L et de type IL.......cccoovuieiiiiiiniiiiiieeee e 80
II1.B Les macrophages et 1eS tUMEUTS .......coouieiiieiiieiienieeiie ettt 82
II1.B.1 Définition des macrophages associ€s aux tUMEUTS............ccecveerueeeueenieersieennnenns 82
II1.B.2 Recrutement et différenciation ..............coeceeeiiiiiiienieiiieee e 82
II1.B.2.1 Le recrutement des MONOCYLES. .....c.eerveerrierieerienieeireerieereesereeseesneeseenens 82
II1.B.2.2 Differenciation ........coueeruieieriieieeieeiiet ettt sttt &3
ITLB.3 PRENOLYPE ..ottt ettt et et essvaeteeesseessaeensaensneens 84
ITI. B4 FONCHIONS ...eouiiiiiiiiiiieieeeite ettt ettt sttt be e et esbee st enaeeeas 85
[II.B.4.1 IMMmMUNOSUPPIESSION ...covvereiiiieniieiiinieeteeite sttt ettt et sttt et s saeeeesaeens 85
[11.B.4.2 ROle pro-angiogeniqUe..........ccoueeuerueeruereerieenieeieeieenteseesieenteeseesseesseseesseens 86
I11.B.4.3 Role dans I’invasion et la dissémination tumorale .............cccceeveenirenennne. 87
II1.B.5 IMpPact ProNOSTIQUE ....c...eeeeruerieriieieeienitenie ettt ettt ettt ettt sae e saeens 88
II1.B.6 Influence des macrophages associés aux tumeurs sur les traitements............... 91
IILB.6.1 Chimioth@rapi€..........ccceeeiiiieiiieeiiieeiee et eee e sareesaee e seaee s 91
II1.B.6.2 Therapies CIDIEES.......ccuuieriiieiiiieiie ettt 92
II.C Les « nurses-like cells » : les macrophages associés aux tumeurs de la leucémie
lymphoide ChIONIQUE ......cocuviiiiiieeiee e e e saee e beeeenree s 93
III.C.1 Localisation tissulaire chez le patient............ccccueeeviieeriieeiiie e 94

III.C.2 Les macrophages associés aux tumeurs de la leucémie lymphoide chronique . 95

II.C.3 Origine et differenciation..........c.cceveeiirieiirieniereeeeecee e 96
TTI.C.4 FONCHIONS ..ttt sttt ettt et st sae et et sbe e sanens 98
[II.C.4.1 Attraction des cellules leucémiques..........ccceeevveerieeiieniienierieeeeeee e 98
III.C.4.2 Protection contre I’apoptose des cellules leucémiques in vitro .................. 99
II1.C.4.2.1 Protection via les facteurs solubles ...........cocceeviiiiiniiiiiniiiecee, 99



SOMMAIRE

II1.C.4.2.2 Protection via des interactions contact-dépendantes................ccuo....... 99

I1.C.4.3 Favorisation de I’immunoéchappement .............ccceeeeveeeieenieeneenveenirenneans 101
II1.C.4.4 Role dans la pathogénése et dans 1’évolution de la leucémie lymphoide
CRIOMIQUE ..ottt ettt et e et e et e esseesnbeessaeenbeessaeensaensneans 102

ITL.C.5 ITMPACt PTONOSTIQUE ....eveenireeiiieiieeiieiieeieesieeeteesereeteesieeenreessreeseessseenseenssesnseas 104
III.C.6 Effets sur les thérapies utilisées dans le traitement de la leucémie lymphoide
161310213 [ | TSP SRUSRRUPSRUPRN 105
II1.C.6.1 Effets sur les thérapies classiqUues ........cccuveevveeerieeeiieeeieecieeeeeeeevee e 105

II1.C.6.2 Effets sur I’efficacité des petites molécules.........ccvvreevirinciiiiniirenieeenee, 106

II.C.7 Cibler les « nurse-like cells » : le nouvel Eldorado de la leucémie lymphoide
1613140213 [ | T S STPSRRUPSUPRN 106
III.C.8 Les « nurse-like cells », des cellules spécifiques de la leucémie lymphoide
CRIOMIQUE 7 .ottt ettt e e e e et e et e e e tae e e tbeeessaaesssaeesssseesssseesnseeennseeanns 108
OBJECTIFS DE LA THESE ...ttt st 109
MATERIELS ET METHODES ........ooiiiiieeeeee et 111
Culture et préparation CElIUIAITE .........c.coviiiiiiiieiiieieee e 111

Détermination du statut IgHV, des anomalies caryotypiques et des mutations récurrentes

............................................................................................................................................ 112
CytOMELIIE €N FIUX ..viiiiiiiiiieiiecie ettt ettt et e sbeesaeeesbeenseesaseesaseenseenens 113
Vi1abilite CEIULAITE ......ccueieiiiiiiiiieee ettt et 114
EXPIesSSION @ENIQUE....cc.ueeiuiieiieiieetieeiteette ettt et ee st e et te et e e sbeesabeesbteenbeesseesaseesneeenseennes 114
Immunohistochimie et microscopie confocale..........coceveeviiriiniiiiiniinieiineececeen 115
Collection de sérums et ELISA .......coouiiiiiiiiiieteeeeee e 115
Numération formule SANGUINE .........c..eeviuiieiiiiieiiieeeiie et e e e eereesareeeaeeesesees 116
LD (0o 1T 116
ANALYSES STALISTIQUES ..eeevvieeiiieeiiieeiteeeiieeesteeeiteeestteeeeteeeaeeeeseeesssaeessseeessseeessseesssseessssees 116

RESULTATS ettt sttt et a et at e s bt et e e st e s bt enbeentesaeenseeneenaeenee 118

I. Le taux de sCD163 est un facteur pronostique dans la leucémie lymphoide chronique. 118
[.A Caractéristiques des patients de I’étude ..........cceevvuieniiiiiienieiiiee e 118

[.B L’analyse phénotypique révele que les NLC sont proches mais distinctes des NLC
CRELETOLOZUES 2 ...ttt ettt ettt e et e st e e ateesaaeenbeessneenseas 119

I.C LES NLC et les NLC « hétérologues » favorisent la survie des cellules leucémiques
MAis PAS 188 NLC @ SAINES D .vveeueiiiiieiieiiieeiieeie ettt ettt ettt e et e b e seteeseesaeeenseenens 122

I.D L’infiltration ganglionnaire par des cellules CD163" est associée a une maladie
PLOZIESSIVE ..veeeiiieniieiieeteeeeteetteeiteeteesateeteesseeenseessseenseesaseanseessseenseessseenseesaseenseessseenseennns 123

LLE Les concentrations de sCD163, sCD68 et sHMGB1 sont augmentées dans les sérums
de patients comparés aux s€rums de dONNEUTS SAINS ......eecueerviereireiieeriieeiienieeieenereeneees 126

10



SOMMAIRE

I.F La concentration en sCD163 est corrélée au statut I[gHV, au caryotype complexe et aux

AILETALIONS € TPI3 ..ottt et sttt ettt 126

I.G Le taux de sCD163, mais pas celui de sCD68 ni celui de sHMGBI est associ¢ a la
I’évolution de 1a LLC .....cc.oiiiiiiiiiieieeeeeee ettt 129

II. L’ibrutinib n’a pas d’impact sur les effets pro-survie des NLC ........ccccoeceeverienvennenne. 133
II.A Les NLC ne sortent pas des ganglions durant le traitement par ibrutinib ............... 133
I1.B Les cellules CD14" de patients traités par ibrutinib se différencient en NLC......... 135

I1.C In vitro les NLC protegent les cellules leucémiques de I’ibrutinib ......................... 137
DISCUSSION ET PERSPECTIVES .....ooiiiiiee ettt 139
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......ccoiiiiieiieieeeeeeeee e 143
SERMENT DE GALIEN ..ottt ettt ettt st sse e e sneesaeennesnnens 165

11



LISTE DES ABBREVIATIONS

LISTE DES ABREVIATIONS

p

B2m B2 microglobuline

A

ADCP Phagocytose dépendante des anticorps
ADM Adrénomédulline

ADN Acide Désoxyribo Nucléique
Ag Antigeéne

ANG2 Angiopoeitine 2

APRIL A proliferation-inducing ligand
ARN Acide Ribo Nucl¢ique

ARNm ARN messagers

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated
B

BAFF B-cell activating factor

Bax Bcl-2 associated X protein
Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2
Bcel-xl B-cell lymphoma extra-large
Bcl-xs B-cell lymphoma

BCR B Cell Receptor

bFGF Basic fibroblast growth factor
BIRC3 Baculoviral IAP Repeat Containing 3
BTK Bruton Tyrosine Kinase

C

CD Cluster de differentiation
CD40L CDA40 ligand

CD79a Immunoglobulin a

12



LISTE DES ABBREVIATIONS

CD7% : Immunoglobulin

CDR3 : Complemenatry Derterming Region 3

CHOP : Cyclophosphamide + hydroxyadriamycine + vincristine +
prednisone

CHV : Cyclophosphamide + hydroxyadriamycine + étoposide
CLL-NLC : NLC

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CNIL : Comité National Informatique et Libertés

COX-2 : Cyclooxygenase 2

CSF-1 : Colony stimulating factor 1

CSF-1R : Récepteur au CSF-1

CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocytes associated protein 4
CXCL12 : Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12

CXCLI13 : Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 13

CXLCl1 : Chemokine (C-X-C motif) ligand 1

D

DC : Cellules dendritiques

DDX3 : DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 3

DFG : Débit de Filtration Glomérulaire

E

EGF : Epidermal growth factor

EGFR : Epidermal growth factor receptor

EPO : Eosinophil peroxidase

F

FasLL : Fas ligand

FBXW7 : F-box and WD repeat domain containing 7 E3 ubiquitin protein
ligase

FCGR2B : Fc fragment of IgG low affinity IIb receptor

FISH : Hybridation In Situ en Fluorescence

13



LISTE DES ABBREVIATIONS

H

HAS
HD-NLC
Het-NLC
HGF
HRM
HSP-27

IAP
IDO
IFNy

IgHV
IL-4
InVS

KLH6

LLC
LPS
LYZ

Ml

M2
MAC-1
MAPK
MAPK1
MB

Haute Autorité de Santé
NLC « saines »

NLC « hétérologues »
Hepatocyte growth factor
High Resolution Mel

Heat shock protein 27

Inhibiteurs de I’apoptose
Indoleamine 2-3 dioxygénase
Interferon y

Immunoglobuline
Immunoglobulin Heavy Chain
Interleukine 4

Institut de Veille Sanitaire

Kelch-Lite 6

Leucémie Lymphoide chronique
Lipopolysaccharides
Lysozyme

Macrophages de type 1
Macrophages de type 2
Macrophage-1 antigen
Mitogen-Activated Protein Kinases
Mitogen Activated Protein Kinase 1

Megabases

14



LISTE DES ABBREVIATIONS

MBL
MBP
Mcl-1
MDSC
MEC
MFG-ES8
MICA
MICB
MIF
MMP
MYDSS

NAMPT
NF-KB
NFAT
NFS
NK
NLC

OMS
OS

PBL
PBMC
PCA
PD-1
PDGF
PD-LI
PFS

Lymphocytose B Monoclonale isolée

Major Basic Protein

Mpyeloid cell leukemia 1

Cellules suppressives de la moelle

Matrice extracellulaire

Milk fat globule-epidermal growth factor 8 protein
MCH class I polypeptide-related sequence A
MCH class I polypeptide-related sequence B
Macrophage migration inhibitor factor

Matrix metalloprotéinase

Mpyeloid Differentiation Primary Response 88

Nicotinamide phosphoribosyltranférase

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Nuclear Factor of Activated T-cells

Numération Formule Sanguine

Natural Killer

Nurse Like Cells

Organisation Mondiale de la Santé

Survie globale

Peripherical blood lymphocytes
Peripherical mononuclear cells
Principal component analysis
Programmed Cell Death 1
Platelet-derived growth factor
Programm cell death ligand 1

Survie sans progression

15



LISTE DES ABBREVIATIONS

PGE-2 : Prostaglandin E2

PI3K3S : isoforme 6 de la Phosphatidylinositol-3 Kinase
PLEKHGS Pleckstrin homology domain containing family G (with RhoGef
domain) member 5

PRR : Pattern Recognition Receptors

R

RAG2 : Recombinaison activating gene 2

RAGE : Receptor for advanced glycosylation endproducts
RFC : Fludarabine Cyclophosphamide Rituximab

ROS : Espéces réactives de I’oxygene

S

S1P : Sphingosine 1 phosphate

SIPR1 : Sphingosine-1-phosphate receptor 1

sCD163 : CD163 soluble

SF3B1 : Splicing Factor 3b subunit 1 155kDa

sHMGB1 : Soluble high mobility group box 1

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Aquise

SLL : Small Lymphocytic Leukemia

sTK : Thymidine Kinase sérique

SYK : Spleen Tyrosine Kinase

T

TAM : Macrophages associés aux tumeurs

TCL1 : T-cell Leukemia 1

TCR : T Cell Receptor

TGM7 : Transglutaminase 7

Tie2 : Tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology
domains

TK : Thymidine Kinase

TMEM : Tumor microenvironment for metastasis

TNFa : Tumor necrosis factor a

16



LISTE DES ABBREVIATIONS

TP53
TRAIL
Treg
TTFT
TTNT

uPA

VDJ
VEGF-A
VEGFR
VIH

XPOI

ZMYM3

Tumor Protein p53
Tumor-necrosis factor related apoptosis inducing ligand
Lymphocytes T régulateurs

Temps avant le premier traitement (depuis le diagnostic)

Temps avant le second traitement (depuis le premier traitement)

Urokinase-type plasminogen activator

Variable Diversity Joining
Vascular endothelial growth factor A
Vascular endothelial growth factor receptor 2

Virus de ’'immunodéficience humaine

Exportin 1

Zinc finger MYM-type 3

17



LISTES DES FIGURES

LISTE DES FIGURES

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

Figure 2 : Etalement sanguin typique d’une LLC (gauche). Nombreux petits lymphocytes avec
noyau arrondi et cytoplasme tres réduit avec des ombres de Gumprecht (croix) (droite) (source :

http://campPus.CETIMES.TT7)..cuviieiiieeeiie et e ae e e e e e e bae e essaeesbeeenaneeas 26
Figure 3: Représentation schématique d’un clone leucémique typique de LLC (haut : marqueurs
pris en compte dans 1€ SCOTe d€ MatULES). ......ccccuiiereriieiiieeciieeeiee et et ee e reeeereeesaeeesnee s 27
Figure 4 : Prévalence de la MBL aux Etats-Unis et dans différents pays européens (extrait de
S VOO OO OO 30
Figure 5: Présentation schématique du développement de LLC chez I’Homme basée sur un
modeéle de xénogreffe murine (extrait de ). .........cocovovivieevevieeeeeeee e 32
Figure 6: Représentation schématique du développement et de I’évolution de la LLC
dépendante de la stimulation antigénique selon le modéle de Chiorazzi (adapté de’!). .......... 34
Figure 7: Représentation schématique du signalosome du BCR (extrait de ). ...................... 38
Figure 8 : Les cinq aires lymphoides palpables (extrait de 2). ..........cccocovvvevrvereeerererererereeenennne. 39
Figure 9: Courbes de survie en fonction du stade de Binet en 1981 (extrait de ®!).................. 40
Figure 10: Courbe de survie en fonction du stade de Binet en 2011 (Hallek, communication
PEISONNEIIL). ..ottt ettt e et e st e e beessbeenbaessbeenseessseenseessseenseenns 41
Figure 11: Courbes de survie en fonction du stade de Rai (extrait de %2). ...........cccovevevevnnne. 42

Figure 12: Courbes de survie sans progression de patients LLC traités par RFC (Fludarabine,
Cyclophosphamide, Rituximab) en fonction du statut IgHV (courbe verte : I[gHV muté, courbe

orange : IgHV non muté€) (Fisher K., IWCLL, 2013). ....ccooiiiiiiieiieeieeeeeeeeeee e 43
Figure 13: Courbes de survie globale de patients atteints de LLC en fonction de leurs anomalies
Cytogénétiques (EXtrait de O®).........ocooioiiiiiiiieeee s 45
Figure 14: Courbes de survie en fonction de la présence ou non d'un caryotype complexe (extrait
Q8 30 ettt ettt 47
Figure 15: Courbes de survie en fonction du statut mutationnel de 7P53 et de la fréquence de
cette Mutation (eXrait de ). .......ooviviieeeeeeeecceee et 49

Figure 16: Courbes de Survie en fonction du statut mutationnel de NOTCH] (extrait de *). 50
Figure 17: Courbes de survie globale en fonction du statut mutationnel de SF3B/ (extrait de

L00) ettt 51
Figure 18: Courbes de survie globale en fonction du statut mutationnel de BIRC3 (extrait de
) ettt ettt ettt 52
Figure 19: Courbes de survie globale selon la classification hiérarchique proposée par Rossi et
al basée sur les anomalies cytogénétiques et les mutations récurrentes (extrait de '°')........... 53
Figure 20: Schéma de la stratégie décisionnelle dans 1a LLC 2. .........c.cocoovveveveveceereveneeercennn, 56
Figure 21: Survie sans progression de patients traités par RFC (courbe verte) ou FC (courbe
bleue) (EXIrait de 112). ... 59
Figure 22: Représentation schématique des différents mécanismes d'action du rituximab (extrait
Q0 ) ettt ettt ettt n e 60
Figure 23: Analyses en sous-groupes du taux de réponse globale de patients traités par ibrutinib
(Etude PCYC-1104-CA) (S0Urce: VIdal®). ..........coiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e 64

18



LISTES DES FIGURES

Figure 24: Implication de BTK dans les signalisations du clone leucémique (Ysebaert, non

PUDLIE). ..ttt b ettt ettt 65
Figure 25: Mod¢lisation structurale de l'interaction de la BTK muté ou non avec 1’ibrutinib
(EXITATE AE 132). oottt 66

Figure 26: Acquisition et propriétés transformantes des cellules cancéreuses (extrait de '*!). 69
Figure 27: Courbes d'incidence des tumeurs chimiquement induites chez des souris
immunodéficientes ou immunocompétentes (extrait de ). ..........ocoovoieiiieeeeeeee e, 70
Figure 28: Représentation schématique des effecteurs de I'immunité innée (gauche) et acquise
(droite) dans la réponse anti-tumorale (CTL : lymphocytes T cytotoxiques) (extrait de'®!). .. 72
Figure 29: Représentation schématique de la réponse immunitaire anti-tumorale (extrait de ).

.................................................................................................................................................. 74
Figure 30: Les tumeurs provenant de souris immunocompétentes sont qualitativement
différentes des tumeurs provenant de souris immunodéprimées (extrait de '*#)...................... 76
Figure 31: Représentation schématique de 1'immunoédition des tumeurs (extrait de '%%). ...... 77
Figure 32: Le microenvironnement tumoral (extrait de '%5)........c.cocooviveeeieiceecieeeeeee, 79

Figure 33: Phénotype des macrophages suivant leurs états de polarisation (extrait de '¢7). ... 81
Figure 34: Mécanismes de recrutement des monocytes au sein des tumeurs (extrait de '®)... 83
Figure 35: Mécanismes de différenciation des monocytes en TAM au sein des tumeurs (extrait

Q8 120 ettt ettt n e 84
Figure 36: Exemple de phénotype de TAM (extrait de 2%%). ........cocoovoveveeieeceeceeeeereeennn, 85
Figure 37 : Mécanismes d’immunosubversion médiés par les TAM (extrait de 2!6)................ 86

Figure 38: Les TAM contribuent au potentiel invasif des cellules tumorales (extrait de 2!°).. 88
Figure 39: Les NLC protegent les cellules leucémiques de 1'apoptose in vitro (courbe noire: co-
culture de NLC et de cellules leucémiques, courbe blanche: cellules leucémiques cultivées

SEUIES) (EXIIAIL A€ 7). ..viviveeeeeeeeeeeeeteeeee ettt ettt ettt nnn 93
Figure 40: Morphologie des NLC (eXtrait de *?)..........ccocvvveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesenennas 94
Figure 41: Cellules CD163" (marron) au sein d'un ganglion de patient (la zone entourée
correspond au pseudo-follicule) (eXtrait de 2°7). ........cvovvvoviveveieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 95
Figure 42: Les NLC ont un profil transcriptomique de TAM like (extrait de %°'). .................. 96
Figure 43: BAFF, APRIL et CXCL12 sont moins efficaces que les NLC pour protéger les
cellules leucémiques de l'apoptose (extrait de 26%). ......c.coovovovoiieeieieeeeeieeeeeeeeeeeee e, 100
Figure 44 : Les NLC ont un profil d’expression phénotypique proche mais distinct des NLC
« hétérologues » et des NLC « SAIMNES D ..evveeeriieiiiieeiiieerieeesieeeveeereeeireeesreesseeesnseeeesnees 121
Figure 45 : Les NLC et les NLC « hétérologues » favorisent la survie des cellules leucémiques.
................................................................................................................................................ 122
Figure 46 : Infiltration des NLC au sein des ganglions lymphatiques ............ccccceceevuirienneee 124
Figure 47 : La distribution et la densité des cellules CD163" dans les ganglions de patients sont
associées a la progressivité de la maladie ...........ccoevieriiiiiieniiiiiiee e 125
Figure 48 : Les concentrations en sCD163, sCD68 et sHMGBI1 sont significativement
augmentées dans le sérum des patients par rapport au sérum de donneurs sains................... 126
Figure 49 : Corrélation entre sCD163, sCD68 ou sHMGBI et la lymphocytose, la monocytose
et entre les différents marqueurs SOIUDBIES. .........cccuieviiiiiiiiieiiie e 128
Figure 50 : Association entre la concentration en sCD163 (gauche), sCD68 (centre) ou sSSMGB1
(droite) et I’évolution de 1a LLC .......cccoiiiiiiiiiiiiie et 132
Figure 51 : Evolution de la monocytose et de la lymphocytose a 15 et 30 jours de traitement par
TDTULIID. Lottt ettt ettt e st e et e saeeebeeeeee 134

19



LISTES DES FIGURES

Figure 52: Les NLC ne sont pas présentes dans le sang périphérique au moment du prélévement

lors du traitement par IbIULINID.........cccuieriiiiiieiieeie e e 134
Figure 53: La différenciation et le phénotype des NLC ne sont pas modifiés par le traitement
PAT IDTULINID ..ottt ettt ettt e e b e e teeeebeenaaeesbeessaesaseessseenseensneenseas 136
Figure 54 : Les NLC protégent les cellules leucémiques in vitro de I’ibrutinib. ................... 138
Figure 55: Profil transcriptomique de 19 NLC en fonction du statut IgHV et du caryotype des
CEIIULES TCUCEMIQUES. ... .eieiiieiieciie ettt ettt ettt e ebeesbeessbeenseesnseenseenens 140

20



LISTES DES TABLES

LISTES DES TABLES

Table 1: Score de Matutes 7. .. .....o.ooiiieeeeeceeeeeeee et 27
Table 2: Classification des stades de Binet ®1..............cccoooviviiiioiiieeeeecee e, 40
Table 3: Classification de Rai 17...........ccooouiiiviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
Table 4: Médiane de survie en fonction du taux de B2 microglobuline 1%................c.cocoo...... 54
Table 5: Résultats d'efficacit¢ de 1'¢tude 312-0116 comparant l'association rituximab et
id¢lalisib a l'assoctiation rituximab et placébo (source: Vidal®)..........ccccveeveiveenciieenciieeeieeens 67
Table 6: Relation entre TAM et pronostic dans différents cancers (adapté de '*").................. 91
Table 7: Détails des amorces utilisées pour le séquengage des mutations récurrentes (S :
séquence « sens », AS : SEQUENCE « ANLISETIS »). c.vveerurrerirrrerireeerieeesreeesreeessreessseeessseeessseeenes 113
Table 8: Caractéristiques cliniques des 94 patients (variables catégoriques). .........c.ccceue... 119
Table 9: Caractéristiques cliniques des 94 patients (variables continues). ...........ccceeveennenee. 119
Table 10 : Concentrations du sCD163, sCD68 et du sHMGBI1 en fonction de marqueurs
pronostiques préexistants dans 1a LLC.........cccooviiiiiiiiiiinieeiieie e 127

Table 11: Traitements regus par les patients lors de la premiére cure de chimiothérapie...... 129
Table 12: Temps avant le premier traitement en fonction des différents facteurs pronostiques

connUS dans 1a LLC. ...c..oooiiiiiiiieee ettt sttt sttt st 130
Table 13: Survie globale en fonction des différents marqueurs pronostiques connus de la LLC.
................................................................................................................................................ 131

21



INTRODUCTION
La leucémie lymphoide chronique

INTRODUCTION

I. La leucémie lymphoide chronique

I.A Définition et épidémiologie

I.A.1 Définition

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

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

I.A.2 Epidémiologie

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

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

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

les femmes (Figure 1) °.

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

I.A.3 Facteurs de risques et formes familiales

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

cette cancérogénese ne soit pas €lucidée, il a été observé dans des études rétrospectives aux

23



INTRODUCTION
La leucémie lymphoide chronique

Etats-Unis que les fermiers ayant utilisé de fagon intensive des pesticides ont un risque de déces
supérieur de 1,67 comparé a la population témoin 7 ®. Le cancérigéne le plus connu dans la
LLC, [I’Agent Orange, est un mélange de deux herbicides Il'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) et l'acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique (2,4,5-T)
contaminé par du 2,3,7,8-trétrachlorobenzo-p-dioxine. En 2002, le département d’état
américain chargé des vétérans a admis qu’il existait une association de preuves suffisante entre
une exposition a ce composé et la LLC en se basant sur les études réalisées dans 1’agriculture
avec des composés similaires. Néanmoins, a ce jour, il existe trés peu de résultats sur
I’exposition a I’Agent Orange pendant de la guerre du Vietnam aussi bien du c6té américain
que vietnamien. Une étude américaine révele que les vétérans sont diagnostiqués a un age plus
précoce (64 vs 72 ans) et qu’ils nécessitent un traitement plus rapide (9,6 vs 30,2 mois). Enfin,
la survie globale de ces patients, ajustée sur 1’age, révele un risque de déces supérieur de 1,8
par rapport aux patients non exposés °,

Dans la LLC, il existe des formes familiales avec un risque relatif 8,5 fois plus élevé chez les
descendants de patients, ce qui suggérerait une prédisposition génétique ' !, Néanmoins, ces
patients ne nécessitent pas de consultation d’oncogénétique. Au total, plus de vingt

polymorphismes ont été identifiés et expliqueraient prés de 50 % du risque familial >4, sans

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

I.B.1 Circonstance de découverte et critéres diagnostiques

I.B.1.1 Circonstance de découverte

Les signes cliniques de la LLC sont extrémement variables. Dans la majorité des cas, la
LLC est découverte de maniére fortuite, lors d’un hémogramme de routine et est confirmée
trois mois plus tard '°. En effet, les symptomes, mimines dans la majorité des cas, n’orientent
pas le clinicien vers ce diagnostic.
Dans une minorité de cas symptomatiques, des adénopathies superficielles, une splénomégalie
ou plus rarement une hypertrophie thyroidienne permettent la suspicion d’une LLC qui doit
néamoins étre confirmée par un hémogramme.
Enfin, dans des cas beaucoup plus rares, la LLC est supectée via ses complications infectieuses

ou auto-immunes (essentiellement une anémie hémolytique auto-immune (AHAI)).

1.B.1.2 Diagnostic

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

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

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

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

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

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

immunophénotypiques et cytologiques.

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

cytoplasme trés réduit avec des ombres de Gumprecht (croix) (droite) (source : http://campus.cerimes.ft/).

L’analyse immunophénotypique des cellules leucémiques est fondamentale pour poser
formellement le diagnostic de LLC. On observe ainsi, dans le cas d’une LLC typique, que la
cellule leucémique exprime des marqueurs classiques de lymphocytes B tels que le CD19 et le
CD20 a un taux plus faible que les B normaux, mais aussi de maniere pathologique le CDS5,
marqueur classique des cellules T. Elles expriment aussi également le CD23, élément diagnostic
clé de la LLC vis-a-vis d’autres syndromes lymphoprolifératifs B. Enfin, le FMC7 (épitope
conformationnel du CD20) ainsi que la chaine f du BCR (B Cell Receptor) ne sont que peu ou
pas exprimés. Il est, de plus, nécessaire pour confirmer le diagnostic de déterminer le caractere
monoclonal de I’expansion leucémique via D’expression d’une seule chaine légere

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

dans le score de Matutes).

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

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

Score de Matutes

Marqueurs
1 point 0 point
Intensité de I'immunoglobuline
Faible Forte
de surface monotypique

Expression du CD5 + -

Expression du CD23 + -

Expression de FMC7 - +
Expression du CD79b Faible Forte
Expression du CD22 Faible Forte

Table 1: Score de Matutes 7.

1.B.1.2.3 Diagnostic différentiel

Il convient, en premier lieu, de différencier une hyperlymphocytose transitoire d’une
LLC en réalisant deux NFS (Numération Formule Sanguine) a trois mois d’intervalle selon les
recommandations de I’HAS.
Devant la persistance de cette hyperlymphocytose au-dela de trois mois, il est nécessaire de
poser un diagnostic différentiel entre une LLC et d’autres pathologies lymphoprolifératives tel
que le lymphome du manteau, le lymphome prolymphocytaire, le lymphome folliculaire, la
leucémie a tricholeucocytes, les lymphomes B de la zone marginale, le lymphome B splénique
a lymphocytes villeux. Ce diagnostic est permis par la clinique, I’immunophénotypage et le

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

inférieure a 5 000 lymphocytes / mm? '°,

I.B.2 Explorations initiales obligatoires

I.B.2.1 Interrogatoire

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

I1 est important de retrouver des hémogrammes antérieurs, pour renseigner 1’évolutivité

de la maladie.

1.B.2.2 Examen clinique

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

systématique au moment du diagnostic.

1.B.2.3 Examens biologiques

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

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

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

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

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

I.C.1 Origine de la leucémie lymphoide chronique

I.C.1.1 La lymphocytose B monoclonale isolée

La lymphocytose B monoclonale isolée (MBL) se définit par une lymphocytose B

3 en I’absence d’atteinte

monoclonale persistante inférieure a 5 000 lymphocytes / mm
ganglionnaire, de cytopénie ou de maladie auto-immune associée °. Elle est retrouvée chez 3 a
12 % des individus dans la population générale selon les études et les techniques analytiques

utilisées (Figure 4).

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

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

Il est intéressant de noter que malgré la faible lymphocytose, les MBL peuvent présenter des
anomalies cytogénétiques caractéristiques de la LLC 2! mais les données sur les mutations
récurrentes manquent dans la littérature. Enfin, au niveau biologique, les MBL ne différent des
LLC stade Rai 0 (stade précoce de la maladie, ces stades seront plus précisément décrits dans
la partie 1.D.2.2 Classification de Rai) qu’au regard du statut IgHV (Immunoglobulin Heavy
Chain), ce dernier étant plus souvent retrouvé non muté chez les patients Rai 0 comparés aux

patients atteints de MBL 2. Ces résultats posent la question du suivi des patients MBL, ainsi
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en France I’InVS proposait en 2012 de rendre sa déclaration obligatoire, proposition restant

sans réponse a 1’heure actuelle.

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

La cellule souche se définit fonctionnellement comme une cellule capable de
s’autorenouveler et de se différencier en de multiples types cellulaires. En cancérologie ou en
hématologie, des cellules ayant des propriétés souches ont ét¢ identifiées dans de nombreux
types tumoraux 2> 24, Ces cellules, rares, sont capables de générer des tumeurs et permettent de
maintenir la malignité¢ de la maladie. De plus, elles présentent beaucoup de caractéristiques
communes avec les cellules souches « normales » du tissu correspondant.

En 2010 et 2011, Kikushige et ses colléges ont démontré que dans la LLC, la cellule souche
hématopoiétique est impliquée dans le développement de la maladie 2> 2%, En effet, ils ont
prouvé que cette cellule produit un grand nombre de cellules pro-B polyclonales en réponse a
une activation de la voie de signalisation du BCR. Cette cellule souche hématopoiétique est
capable de produire des cellules B exprimant fréquemment le CD5 et le CD23, caractéristiques
du clone leucémique. Enfin, ces cellules CD34*, CD38", obtenues suite a un prélévement de
moelle osseuse de patients LLC, générent chez la souris immunodéficiente une MBL, mais pas
de LLC. Suite a cette étude, ils ont émis 1’hypothése que la cellule souche hématopoiétique de
LLC génére un grand nombre de clones B polyclonaux, qui sont ensuite sélectionnés et
amplifiés par activation de la signalisation de leur BCR conduisant a 1’apparition de la MBL.
Cette dernicre évoluerait enfin vers une LLC suite a des évenements oncogéniques non définis

(Figure 5).

31



INTRODUCTION
La leucémie lymphoide chronique

Figure 5: Présentation schématique du développement de LLC chez I’Homme basée sur un modele de xénogreffe

murine (extrait de 2°).

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

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

1.C.1.3 Role de la stimulation antigénique dans la leucémogénese de la LLC

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

Or, dans la LLC, des études ont montré¢ I’existence de similarités de séquence du BCR chez
environ 20 % des patients 272, Ces similarités, appelées stérotypiques, suggéreraient un biais

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

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

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

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

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

encore la zone marginale, via une réponse a des Ag T indépendants 32,

Les cellules leucémiques a IgHV muté, quant a elles, dériveraient de lymphocytes B normaux
soumis a une stimulation antigénique persistante au sein des centres germinatifs. Ces clones,

initialement répondeurs, deviendraient anergiques suite a cette stimulation au long cours.
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Figure 6: Représentation schématique du développement et de I’évolution de la LLC dépendante de la stimulation

antigénique selon le modele de Chiorazzi (adapté de’').

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

leucémogénese commune.

Une autre hypothése a donc été formulée. La LLC, peu importe le statut IgHV,
proviendrait de la prolifération de lymphocytes B mémoire de la zone marginale. Ainsi, suivant
leur mode d’activation, il y aurait ou non des mutations hypersomatiques ce qui expliquerait
I’émergence de clones mutés ou non. Cependant, dans cette théorie, les lymphocytes B
mémoires n’expriment ni le CD5 ni le CD23, deux marqueurs d’un état activé. Enfin, afin de

complexifier encore cette théorie, il a récemment été décrit un clone leucémique IgHV non
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muté mais sélectionné par une stimulation antigénique dépendante des cellules T via des
cellules dendritiques 2. Cette hypothése reste donc a ce jour purement intellectuelle, avec peu
de preuves expérimentales venant la confirmer ou I’infirmer.

A ce jour, le role de la stimultaion antigénique dans la LLC, bien qu’alléchant, reste peu clair.

I.C.2 Physiopathalogie

I.C.2.1 La résistance a I’apoptose

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

En effet, une surexpression de la protéine antiapoptique Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) a été
mise en évidence dans les cellules leucémiques® **. Initialement cette surexpression était
expliquée par une hypométhylation du promoteur de Bcl-2 *°, mais aujourd’hui I’hypothése la
plus communément admise est que miR-15-a et miR-16-1, qui régulent négativement Bcl-2 au
niveau post traductionnel, sont sous-exprimés dans la LLC. Cette régulation de la transcription
de Bcl-2 conduit a une accumulation de cette protéine *¢. De plus, d’autres protéines
antiapoptiques telles que Bcl-x1 (B-cell lymphoma-extra large), Mcl-1 (Myeloid cell leukemia
1) sont surexprimées dans cette pathologie, tandis que des protéines proapoptiques telles que
Bax (BCL2-associated X protein) et Bcl-xs (B-cell lymphoma-extra small) sont quant a elles

sous-exprimées >’

De ce déséquililbre résulterait un défaut d’apoptose des cellules
leucémiques. En plus de favoriser la survie des cellules leucémiques, ces protéines ont été
décrites comme étant des facteurs clés dans la résistance aux traitements. Ainsi, une
augmentation du rapport Bcl-2/Bax est associée a une maladie en progression et une résistance
aux drogues in vitro *8. On peut également noter qu’un taux élevé de Mcl-1, in vitro ou in vivo,
ou du rapport Mcl-1/Bax sont corrélés a une mauvaise réponse a la fludarabine et un temps
avant traitement réduite 3.

A ce déséquilibre s’ajoutent, dans les LLC de mauvais pronostics, des pertes ou des mutations
d’autres régulateurs classiques de I’apoptose tel que 7P53 (Tumor Protein p53) et ATM (Ataxia

Telangiectasia Mutated) qui sont mutés ou perdus notamment lors des délétions 17p13 et

11922-23 (voir 1.D.4.4 Délétion 17p13 et .D.4.2 Délétion 11q22-23 respectivement).
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Cette évidence de défaut d’apoptose in vivo contraste trés fortement avec I’hypersensibilité de
ces cellules a la mort programmeée in vitro. En effet, ex vivo ces cellules leucémiques engagent
spontanément des processus apoptotiques *°. Ce processus peut étre inhibé par la culture de ces
cellules leucémiques avec des cellules de leur microenvironnnement tumoral telles que les

4

cellules stromales de moelle osseuse #°, les cellules mésenchymateuses *!, ou les Nurse-Like

Cells (NLC) #? (voir 111.C.4.2 Protection contre 1’apoptose des cellules leucémiques in vitro).

1.C.2.2 La prolifération

La vision selon laquelle la LLC serait une maladie quiescente résultant d’un défaut
d’apoptose plus que d’une prolifération reposait sur plusieurs faits objectifs. Premiérement, les
cellules leucémiques, prélevées dans le sang périphérique, sont des lymphocytes quiescents. On
observe en effet au niveau morphologique une chromatine nucléaire condensée, un rapport
nucléo-cytoplasmique ¢levé, et une absence de nucléole. Deuxiémement, ces cellules, toujours
prélevées dans le sang périphérique, sont bloquées en phase Go/Gi du cycle cellulaire.
L’hypothese retenue pour expliquer ce phénomene serait que les geénes contrdlant ce cycle
seraient dérégulés. En effet dans les cellules leucémiques, la protéine p27Kip1, un inhibiteur de
kinases dépendantes du cycle cellulaire, est sur-exprimée ce qui expliquerait le blocage en phase
Go/G1.

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

Ensuite, les cellules leucémiques expriment un certain nombre de marqueurs d’activation
(CD23 et souvent CD25, CD69 et CD71). Ces observations indiquent que ces cellules malignes
ressemblent a des lymphocytes B activés ayant eu une expérience antigénique.

De plus, I’analyse de la longueur des télomeres apporte une autre preuve de la prolifération des
cellules leucémiques. Les télomeéres sont des séquences polynucléotidiques répétées en tandem,
situées aux extrémités des chromosomes et se raccourcissant aprés chaque division cellulaire.
Plusieurs études révelent que les cellules leucémiques ont des télomeéres plus courts que les

lymphocytes B normaux démontrant ainsi une augmentation de leur prolifération 448,
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Finalement, des cellules leucémiques en prolifération peuvent étre retrouvées au sein des
ganglions lymphatiques ou plus rarement dans la moelle osseuse *. Elles sont regroupées au
niveau de structures histologiques particulieres appelées pseudo-follicules. Elles sont
composées de foyers nodulaires contenant de grands agrégats de cellules tumorales,
proliférantes (Ki67") et exprimant fortement des molécules anti-apoptotiques. Au sein méme
de ces centres de prolifération, ces cellules leucémiques sont en contact avec les cellules du
microenvironnement tumoral et leur délivrent de nombreuses cytokines et chimiokines

0. 51 Ainsi, les cellules

permettant leur prolifération et leur survie au sein de la niche
proliféreraient au sein des ganglions et migreraient ensuite dans le sang périphérique via un
mécanisme impliquant la sphingosine-1-phosphate et son récepteur >2. Dans le sang, sans leur
microenvironnement, ces cellules deviendraient quiescentes.

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

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

I.C.2.3 La voie de signalisation du BCR

Le BCR et son signalosome controlent treés finement la différenciation et la maturation

des lymphocytes B. Ainsi, I’évidence selon laquelle le BCR ou les protéines de sa voie de
signalisation seraient modifiés dans LLC s’est tres vite imposée.
Le BCR est constitué¢ d’une Ig de surface associée au CD79a et CD79b (Immunoglobulin o et
B respectivement). Son activation, suite a la fixation d’un antigeéne sur 1’Ig de surface, entraine
une phosphorylation de la partie intracellulaire de I’hétérodimere CD79a/CD79b. Cette fixation
permet le recrutement de la protéine kinase SYK (Spleen Tyrosine Kinase) qui active ensuite
une cascade de signalisation impliquant BTK (Bruton Tyrosine Kinase) et PI3Kd (isoforme
delta de la Phosphatidylinositol-3 Kinase). Ces kinases activeront ensuite différentes protéines
des voies de prolifération et de survie comme les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases),
NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) ou NFAT (Nuclear
Factor of Activated T-cells) °* (Figure 7).
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Figure 7: Représentation schématique du signalosome du BCR (extrait de >*).

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

aux interactions avec le microenvironnement >°,

De plus, lorsque 1’on dicotomise les patients suivant leur statut [gHV (voir 1.D.3.1 Le statut
mutationnel des chalnes lourdes des immunoglobulines), on observe au niveau
transcriptomique que parmi la centaine de genes différentiellement exprimés la plupart
concernait la signalisation du BCR ¢, En effet, ces auteurs ont retrouvé notamment ZAP-70
(zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa), protéine non présente dans la voie de
signalisation normale du lymphocyte B. Cette protéine est utilisée dans la LLC pour augmenter
la signalisation du BCR via une augmentation des flux calciques et en activant diverses kinases

dont BTK °7.

Enfin, cette voie de signalisation fait actuellement 1’objet d’une attention toute particuliére car
de nombreux inhibiteurs des protéines de signalisation sont en cours de développement ou déja
sur le marché (pour plus d’informations voir .LE.4.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®) et 1.LE.4.2

Idélalisib (Zydelig ®)) pour le traitement de la LLC notamment.
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I.D Facteurs pronostiques

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

populations afin d’optimiser la réponse thérapeutique.

I.D.1 Facteurs pronostiques généraux

Comme dans d’autres hémopathies malignes, 1’age avancé, un mauvais état général,
Pexi . . s s
existence de signes généraux des facteurs de comorbidités associés, ou encore le sexe

masculin, ont un impact négatif sur la survie des patients >3,

I.D.2 Facteurs pronostiques clinico-biologiques

1.D.2.1 Classification de Binet

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

7% au C.

Figure 8 : Les cinq aires lymphoides palpables (extrait de ?).
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Hb = 10 g =3 Enlarged areas*® A
and —— — — S— ———
plateleis = 100,000,/mm’ =1 Enlarged areas B
Hb < 0 g
and/or {Any number of enlarged C
platelets < 100,000,/ mm* areas)

Table 2: Classification des stades de Binet °'.

Cette classification est hautement prédictive de la survie des patients (Figure 9), avec une

médiane de survie supérieure a 12 ans pour les patients au stade A, tandis que les patients aux

stades B ont des médianes de survie de 5 a 8 ans et ceux aux stades C ont une médiane de survie

de moins de 5 ans.
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Figure 9: Courbes de survie en fonction du stade de Binet en 1981 (extrait de ®').

Aujourd’hui, avec I’apparition de nouveaux traitements dans la LLC, cette classification est

toujours d’actualité, bien que les survies globales des patients soient allongées et que le

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

1.D.2.2 Classification de Rai

Décrite par Rai aux Etats-Unis en 1975, elle est beaucoup utilisée en Amérique du Nord.
Elle définit quatre stades par 1’existence d’un syndrome tumoral (adéno- , spléno- ou
hépatomégalie) et la présence de cytopénies (anémie, thrombopénie) (Table 3) %. La encore,

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

Critéres de définition Pronostic Médiane de Suvie
0 Lymphocytose > 5000 mm3 Bon 210 ans
| Lymphocytose + adénopathies Intermédaire 9 ans
Il Lymphocytose + hépato ou splénomégalie Intermédaire 5-7ans
1] Lymphocytose + hémoglobine < 10 mg/L Mauvais 2-5ans
v Lymphocytose + plaquettes <100 000/uL Mauvais 2-5ans

Table 3: Classification de Rai !7.

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

charge thérapeutique des patients diagnostiqués a des stades précoces ont été recherchés.
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Figure 11: Courbes de survie en fonction du stade de Rai (extrait de 2).

1.D.3 Les facteurs pronostiques liés a la signalisation du BCR

I.D.3.1 Le statut mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines

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

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

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

La premiere concerne les LLC avec IgHV muté, environ 60 % des patients, ou la chaine lourde
des Ig présente plus de 2 % de différences avec celle du lymphocyte B naif. La seconde, les
LLC avec IgHV non-muté, environ 40 % des patients, ou la chaine lourde de Ig présente moins
de 2 % de différences avec le lymphocyte B naif. Il s’agit d’un facteur pronostique important,
les LLC a IgHV non muté ayant une diminution significative de leur survie sans progression,

de leur temps sans retraitement ¢

1,0 H

et de leur survie globale (Figure 12).

0,8 S

0,6 -

0,4

Survie sans progression

0 12 24 36 48 50 72 84 96

Mois
Figure 12: Courbes de survie sans progression de patients LLC traités par RFC (Fludarabine, Cyclophosphamide,
Rituximab) en fonction du statut IgHV (courbe verte : IgHV muté, courbe orange : [gHV non muté) (Fisher K.,

IwCLL, 2013).

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

techniques rarement accessibles hors des laboratoires hospitaliers des CHU.
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1.D.4 Marqueurs cytogénétiques

La découverte de marqueurs cytogénétiques, notamment par la FISH (Hybridation /n
Situ en Fluorescence), a révolutionné la prise en charge de la LLC en retrouvant des anomalies
cytogénétiques liées au pronostic, chez plus de 80 % des patients 5% .
Contrairement a d’autres hémopathies malignes caractérisées par des arrangements
chromosomiques récurrents, comme le chromosome Philadelphie dans les leucémies aigués
my¢éloides, dans la LLC aucun événement oncogénique spécifique responsable de son initiation
n’a été découvert. La majorité de ces anomalies apparait au cours du développement et semble
survenir plus fréquemment chez les patients ayant un statut IgHV non muté %,

Les anomalies les plus couramment retrouvées dans la LLC sont la délétion 13q14, la délétion

11g22-23, la trisomie 12q et la délétion 17p13.

1.D.4.1 Délétion 13q14

Retrouvée chez 51 % des patients, la délétion du bras long du chromosome 13 est
I’anomalie cytogénétique la plus fréquente et est considérée comme un événement précoce dans
la transformation leucémique. Il s’agit d’une délétion cryptique de la bande 13q14.3, le plus
souvent hétérozygote. Lors de cette délétion, il y a perte des régions codantes de deux micro-
ARN (Acide Ribo Nucléique) miR-15a et miR-16-1 dont I’implication dans la leucémogénese
est prouvée . Cette délétion, si elle est isolée, est associée a un bon pronostic avec le meilleur
taux de survie (médiane de survie de 133 mois), supérieur a celui des patients avec un profil

cytogénétique normal (Figure 13) 5646768,
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Figure 13: Courbes de survie globale de patients atteints de LLC en fonction de leurs anomalies cytogénétiques

(extrait de °%).

1.D.4.2 Délétion 11q22-23

Deuxiéme anomalie cytogénétique dans la LLC en terme de fréquence, la délétion
11922.3 est retrouvée chez 17 a 19 % des patients. Cette délétion, de taille variable, est
majoritairement supérieure a 20 mégabases (MB) mais la région minimale de délétion est
confinée a une séquence de 2 4 3 MB voire moins *72. Au niveau clinique, les patients
présentant une délétion 11g22.3 ont une atteinte ganglionnaire importante et la plupart des
¢tudes s’accordent sur le fait que cet événement cytogénétique est de mauvais pronostic (Figure
13) 68.73.74
Au cours de cette délétion, il y a notamment perte du gene A7M (ataxia telangiectasia mutated),
gene suppresseur de tumeur, qui a un role crucial dans la signalisation des dommages a ’ADN
(Acide Desoxyribo Nucléique). Il permet 1’activation de la voie p53 dans le cadre de la réponse
aux cassures doubles brins de I’ADN. Le second allele peut étre muté dans 22 a 40 % des cas
de délétion 11q22.23 entrainant une perte totale d’A7TM.

Dans la majorit¢ des LLC, la délétion 11g22.3 semble étre un événement apparaissant
tardivement dans I’histoire de la maladie, mais elle a été observée précocement dans une petite
proportion des cas ”°. La perte d’ATM n’est cependant pas un événement initiateur de la LLC,

comme il a été montré lors d’études réalisées au sein de cas familiaux de LLC 7°.
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1.D.4.3 Trisomie 12

Seule trisomie et premicre anomalie cytogénétique observée dans la LLC, elle est
retrouvée chez 15 % des patients. L’observation de rares trisomies partielles du chromosome
12 a mis en évidence une zone minimale de duplication au niveau de la bande 12q13-157". Au
niveau cytologique, elle est trés souvent associée a des atypies, ainsi qu’a un profil
phénotypique particulier avec un score de Matutes inférieur a 4 (forte intensité d’expression de
FMC7 et de I’Ig de surface) ’®.

Toutefois, la nature du/des géne(s) impliqué(s) dans la pathogénese de la LLC avec trisomie 12
demeure encore inconnue et fait I’objet de controverses . Son pronostic est également discuté,
il est défini comme intermédiaire dans la plupart des études avec une médiane de survie de 114

mois (Figure 13) 7°.

1.D.4.4 Délétion 17p13

La délétion impliquant la région 17p13 (5 a 7 % des patients) est associée a la perte de
TP53. Cette anomalie survient le plus souvent au cours de 1’évolution de la maladie. Malgré le
faible taux observé au moment du diagnostic, elle est retrouvée chez 25 a 40 % des patients lors
des maladies avancées et/ou réfractaires 5% 8!

LLC (Figure 13) *2.

et est le plus mauvais facteur de risques dans la

p53, connu comme le gardien du génome, a un role clé dans la réparation des dommages de
I’ADN, I’apoptose et la régulation cellulaire. Cette anomalie cytogénétique est un facteur de
mauvais pronostic indépendant dans la LLC 2. De plus, elle conditionne une mauvaise réponse
aux agents alkylants et aux analogues des purines, en particulier la fludarabine, nécessitant une

prise en charge particuliére de ces patients 53,

1.D.4.5 Autres anomalies chromosomiques
Une délétion au niveau du chromosome 6 (del6g21) a été mise en évidence chez 5 a 6

% des patients. Elle est associée a une hyperlymphocytose importante, une morphologie

atypique des lymphocytes B et & un pronostic intermédiaire ¢,
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Il existe également des translocations qui impliquent un réarrangement des genes des
chaines lourdes des Ig (chromosomel4, locus 14q32). Elles sont décrites pour 4 a 7 % des cas

de LLC, et sont associées a un mauvais pronostic *°.

1.D.4.6 Le caryotype complexe

Défini comme un caryotype pour lequel on observe la présence de trois anomalies non
apparentées %6, le caryotype complexe est un facteur de mauvais pronostic. En effet, sa présence

86

est associée a une diminution de la survie sans progression, de la survie globale °° apres

chimiothérapie (Figure 14) ou allogreffe *7.

Figure 14: Courbes de survie en fonction de la présence ou non d'un caryotype complexe (extrait de ).

De plus, il a été¢ montré en 2014 que le caryotype complexe est la seule anomalie caryotypique

prédisant une résistance a I’ibrutinib 58,

1.D.5 Mutations récurrentes

Le développement récent des techniques de séquengage a haut débit a mis en évidence
des mutations somatiques récurrentes contribuant a la pathogenese de la LLC. Au total 18
anomalies récurrentes ont été décrites dont NOTCHI, XPO1 (Exportin 1), MYD88 (Myeloid
Differentiation Primary Response 88), KLH6 (Kelch-Lite 6), TP53 (Tumor Protein p53), TGM7
(Transglutaminase 7) , BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3), PLEKHGS (pleckstrin
homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member 5) , ATM , SF3BI
(splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa) , ZMYM3 (zinc finger, MYM-type 3) MAPKI, FBXW7
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(F-box and WD repeat domain containing 7, E3 ubiquitin protein ligase) et DDX3 (DEAD (Asp-
Glu-Ala-Asp) box helicase 3) ¥.

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

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

1.D.5.1 Mutation de TP53

TP53 est un géne suppresseur de tumeur situé sur le bras court du chromosome 17 en
région 13.1. Il induit notamment un arrét du cycle cellulaire ou I’apoptose cellulaire. Il est muté
dans plus de la moitié des cancers humains. L’altération de ce géne permet aux cellules de

poursuivre le cycle cellulaire malgré des dommages a I’ADN et d’échapper a 1’apoptose.

Dans la LLC, la mutation hétérozygote de 7P53 est retrouvée chez 4 a 37 % des patients.
De plus, environ 80 % des patients présentant une délétion 17p13 ont également une
inactivation de I’alléle résiduel par mutation. On retrouve plus fréquemment 7P53 muté quand
la pathologie est a des stades tardifs ou aprés chimiothérapie avec des agents induisant des

dommages a I’ADN #!,

Il existe, chez environ 4 a 5 % des patients, une mutation de 7P53 sans délétion 17pl13 de
pronostic aussi mauvais que celui des patients présentant la délétion 17p13 *° 8!, Enfin, Rossi
et son équipe ont mis en évidence que les patients présentant des clones 7P53 mutés
ultraminoritaires (9 % parmi une population de patients non traités) étaient de méme pronostic

que les patients présentant des clones mutés pour TP53 plus fréquents °! (Figure 15).
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Figure 15: Courbes de survie en fonction du statut mutationnel de 7P53 et de la fréquence de cette mutation (extrait

de ).

Au vu du pronostic des patients 7P53 mutés, méme si le clone n’est qu’ultraminoritaire, la
détection de cette mutation est donc cruciale. Actucllement, au CHU de Toulouse, la limite
basse de détection de la mutation de 7P53 est de 1,39 %, ce qui permet la détection et la prise

en charge appropriée des patients présentant un clone TP53 muté ultraminoritaire.

1.D.5.2 Mutation de NOTCH1

NOTCHI] est un geéne présent sur le bras long du chromosome 9 en région 34.3. Il code
pour un récepteur de surface ayant pour ligands Jagged1, Jagged2 et Deltal. Lorsque son ligand
est présent, le domaine intracellulaire (NCID) est relargué dans le cytoplasme et il forme un
complexe transcriptionnel activateur qui active des voies de signalisations anti-apoptiques telles

que NF-KB et Akt 2.

Dans la LLC, la mutation de NOTCH | entraine la perte d’un élément régulateur ce qui
conduit a 1’accumulation de NOTCH]! sous une forme stabilisée induisant une activation

constitutive de sa voie de signalisation et des voies métaboliques du glucose.

Elle est retrouvée chez 8 a 12 % des patients selon les études et est considéré comme étant de
mauvais pronostic ¥-?%-%4 En effet, les patients présentant cette mutation ont une survie globale
plus courte et un temps avant traitement plus court **°° (Figure 16). De plus, ils évoluent plus
fréquemment vers un lymphome B diffus a grandes cellules supposant un role de NOTCHI

dans le développement et la progression de la maladie °%%%. Elle est souvent associée avec la
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trisomie 12, constituant donc un sous-groupe a pronostic défavorable parmi les patients atteints

de trisomie 12 %°. Enfin, elle est virtuellement mutuellement exclusive avec la mutation TP53
93

Figure 16: Courbes de Survie en fonction du statut mutationnel de NOTCH]I (extrait de %).

1.D.5.3 Mutation de SF3B1

SF3B1 estun gene présent sur le bras long du chromosome 2 dans la région 33.1. SF3B1
fait partie du complexe d’ubiquitination U2 impliqué dans 1’épissage des ARNm (ARN
messagers). Il intervient dans les interactions ARN/protéines et protéines/protéines. Sa

mutation faux-sens provoque un défaut d’épissage des pré-ARNm.

Présente chez 5 a 18 % des patients atteints de LLC, cette anomalie est considérée
comme ¢étant de mauvais pronostic (Figure 17) notamment car les patients sont résistants aux
chimiothérapies contenant de la fludarabine '%°. Elle est trés souvent associée a la délétion 11q
ce qui rend difficile d’établir sa valeur pronostique propre *°. Ici encore, les mutations de SF3B1

et de TP53 sont virtuellement mutuellement exclusives '%.
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Figure 17: Courbes de survie globale en fonction du statut mutationnel de SF3B1 (extrait de /%)

1.D.5.4 Mutation de MYD88

MYDSS est un gene présent sur le bras court du chromosome 3 en région 22. Son gene
code pour une protéine adaptatrice cytosolique qui joue un rdle central dans les réactions
immunitaires innées et adaptatives. Cette protéine fonctionne comme un capteur de signal
essentiel dans la signalisation de l'interleukine-1. Les altérations de cette protéine peuvent

conduire a des défauts dans les processus de mort cellulaire programmée.

Dans la cellule leucémique MYDS8S mutée, on retrouve en grande quantité la kinase
IRAK3 (interleukin-1 receptor-associated kinase 3). De plus, elle présente de forts taux de
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) activé et de NF-«xB actif, ces deux

molécules étant des composantes de la machinerie antiapoptotique.

Dans la LLC, elle est présente chez environ 3 % des patients *° et son impact pronostique reste
peu clair 8% 1°!_ 11 faut aussi noter que cette mutation est plus fréquente chez les patients a [gHV

muté (5,6 %).

I.D.5.5 Mutation de BIRC3

BIRC3 estun gene situé en 11g22.2 a moins d’une mégabase d’ATM. Ce gene code pour
un membre de la famille des inhibiteurs de 1’apoptose (IAP). Il est impliqué dans la régulation
du facteur de transcription NF-«xB et permet de maintenir la voie non canonique de NF-xB a un

niveau basal.
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L’une des explications du role de BIRC3 dans la LLC est que lorsqu’il est muté, il
n’effectuerait plus son role de répresseur de la voie non canonique de NF-kB ce qui

provoquerait une activation constitutive de cette voie de maniére ligand indépendante.

Dans la LLC, BIRC3 est ainsi perdu lors de la délétion 11q mais aussi par mutation 2. Sa perte
est retrouvée chez environ 2 % des patients au moment du diagnostic mais pas dans la MBL.
Comme pour SF3BI, cette mutation a ét¢ décrite comme provoquant des résistances aux
chimiothérapies a base de fludarabine dans plus de 24 % des cas et est associée a un mauvais
pronostic ' (Figure 18). Enfin, cette mutation est mutuellement exclusive avec les mutations

de TP53, NOTCH] et SF3B1 ',

Figure 18: Courbes de survie globale en fonction du statut mutationnel de BIRC3 (extrait de '%%).

1.D.5.6 Classification combinant les anomalies caryotypiques et les mutations récurrentes

En se basant sur les facteurs cytogénétiques et les mutations récurrentes, Rossi ef al ont
proposé une classification hiérarchique des patients nouvellement diagnostiqués en quatre
groupes '°!. Le premier groupe, pour les patients a haut risque, concerne les patients mutés ou
délétés pour TP53 et/ou BIRC3 indépendamment des autres mutations et/ou anomalies
caryotypiques. Ces patients présentent une survie globale a dix ans de 29 %. Le second, pour
les patients ayant des mutations sur NOTCHI et/ou SF3BI et/ou une délétion 11g22-23 en
I’absence des mutations décrites dans le premier groupe, est défini comme un groupe de risque
intermédiaire avec une survie a 10 ans de 37 %. La présence d’une trisomie 12, d’un caryotype

normal et de 7P53, BIRC3, NOTCHI et SF3BI non mutés forme le troisi¢me groupe des
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patients a risque faible avec une survie a dix ans de 57 %. Enfin, les patients ayant une délétion
13q forment le dernier groupe, a risque trés faible dont la survie a dix ans ne différe pas de la

population témoin (Figure 19).

Figure 19: Courbes de survie globale selon la classification hiérarchique proposée par Rossi et al basée sur les

anomalies cytogénétiques et les mutations récurrentes (extrait de '°').

I.D.6 Marqueurs sériques pronostiques

1.D.6.1 B2 microglobulinémie

La B2 microglobuline (f2m) est une protéine extracellulaire de la superfamille des Ig
lié¢e de facon non covalente a la chaine o des molécules du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe I. La forme soluble de cette protéine est détectable dans le sérum
et cette B2 microglobulinémie est un facteur pronostique indépendant '*. Lorsqu’elle est élevée,
on observe chez les patients a un stade avancé de la maladie, une charge tumorale élevée et une

infiltration ganglionnaire et médullaire.

Une élévation de sa concentration est associée a une mauvaise réponse a la chimiothérapie '%°

ainsi qu’un temps avant la rechute et une survie globale diminués > % (Table 4).
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< 3mg/dL Non atteinte
2 3mg/dL 55 < 0.00001

Table 4: Médiane de survie en fonction du taux de B2 microglobuline '%°.

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

pronostique serait améliorée si on ajustait la 2m au DFG .

[.D.6.2 Taux de Thymidine Kinase sérique

La thymidine kinase (TK) est une enzyme cellulaire impliquée dans la réparation de
I’ADN lors de sa synthese. Elle contrdle la phosphorylation de la déoxythymidine en
déoxythymidine monophosphate, ensuite incorporée sous forme triphosphate a I’ADN. Sa
forme prédominante, TK1, est retrouvée dans les cellules en division, elle est donc corrélée a

la prolifération cellulaire *

ce qui en fait un marqueur de ’activité proliférative. Dans la
LLC, I’activité de la TK sérique (sTK) est donc probablement liée a la quantité de cellules
leucémiques en division ', Un taux sérique de TK élevé est associé a une progression rapide
et aux stades avancés de la maladie!?” 1%, Parmi les patients Binet stade A, des taux élevés de
sTK sont corrélés a d’autres marqueurs pronostiques tels que le temps de doublement des
lymphocytes, I’expression de CD38 et de ZAP-70, le CD23 soluble, les anomalies
cytogénétiques et le statut IgHV %, De plus, la sTK est considérée comme étant un marqueur

pronostique indépendant '%,

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

11

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

routine.
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I.D.6.3 Utilisation routiniére des marqueurs sériques

La facilité d’acceés a ces marqueurs, par simple prélévement sanguin, constitue leur
principal avantage. Cependant, en pratique, I’application clinique reste délicate. En effet, les
méthodes de mesures ne sont pas standardisées, les résultats sont parfois contradictoires dans
les études multi-variées, et il n’existe aucune étude prospective . Enfin, leur principal défaut
est leur manque de spécificité.

Ces marqueurs, bien que tres intéressants, sont donc peu utilisés en routine hormis la f2m.

1.D.7 Synthése sur les facteurs pronostiques

Malgré la multitude de marqueurs pronostiques disponibles, trés peu sont utilisés en
clinique. En effet, dans la majorité des CHU, seul le caryotype, la recherche de la mutation

TP53 et des NFS régulieres sont effectués.
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L.E Traitements conventionnels de la leucémie lymphoide chronique

L.LE.1 Critéres de mise en place du traitement

La stratégie décisionnelle pour la LLC est présentée en Figure 20. Pour les patients sans
indication thérapeutique initiale, une surveillance est nécessaire afin de détecter une éventuelle
progression de la maladie. Cette surveillance, effectuée par le médecin traitant, passe par
I’examen clinique et des NFS réguliéres tous les 3 a 6 mois. Il est important de noter que plus
de la moitié des patients diagnostiqués au stade de Binet A ne seront pas évolutifs et donc non

traités ultérieurement.

Figure 20: Schéma de la stratégie décisionnelle dans la LLC 2.
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L’indication thérapeutique se fait en fonction de critéres d’évolutivité ou de progression de la

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

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

e Fatigue significative.
Syndrome tumoral volumineux :

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

e Hépatomégalie.
Hyperlymphocytose progressive avec :

e Une augmentation > 50 % sur 2 mois ;

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

e Anémie;

e Thrombocytopénie

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

corticoides ou a un autre traitement standard.

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

d’une délétion 17p13 et de la nature des traitements antérieurs.
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LLE.2 Traitement de premiére ligne des patients avec un bon état général, non
réfractaires a la fludarabine et TP53 non muté : Rituximab + Fludarabine +

Cyclophosphamide

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

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

Cycles 2-6 : Rituximab 500 mg/m? IV, a 50 mg/h (augmenté de 50mg/h toutes les 30 min
jusqu’a 400mg/h max) a J1 et cyclophosphamide 250 mg/m? per os a 1-3j et fludarabine 25

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

La différence de doses du rituximab entre le cycle 1 et les autres cycles s’explique par le fait
que le rituximab peut induire un syndrome de relargage cytokinique lors de la premiére
injection. La dose est donc diminuée et injectée a un débit réduit pouvant étre augmentée si le
patient ne présente pas de signes généraux de ce syndrome de relargage cytokinique. De plus,
afin de prévenir ces syndromes toute injection de rituximab nécessite une prémédication par du
paracétamol et un antihistaminique. Enfin, un traitement prophylactique, par une hydratation
appropriée et une administration d'uricostatiques 48 heures avant l'instauration du traitement,
est recommandé¢ afin de réduire le risque de syndrome de lyse tumorale. Chez les patients ayant
un nombre de lymphocytes supérieur a 25 x 10°/L, une prémédication par 100 mg de
prednisone/prednisolone par voie intraveineuse est recommandée peu avant la perfusion de
rituximab, afin de réduire le risque de réaction aigué liée a la perfusion et/ou de syndrome de
relargage des cytokines et leur sévérité.

Les doses de fludarabine et de cyclophosphamide seront de plus ajustées a la clairance rénale a
chaque cycle. Enfin, s’il y a une chute des paramétres biologiques ou une infection grave les
doses de fludarabine et de cyclophosphamide seront diminuées ou les cures seront décalées de
2 a4 semaines.

L’efficacité de cette association a ét¢ démontrée dans 1’essai randomisé ouvert allemand CLLS,
ou un total de 817 patients atteints de LLC non précédemment traités et 552 patients atteints de

LLC en rechute ou réfractaires, ont été randomisés afin de recevoir une chimiothérapie soit FC
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(fludarabine cyclophosphamide) soit RFC (rituximab, fludarabine, cyclophosphamide) '!!
(Figure 21).

Figure 21: Survie sans progression de patients traités par RFC (courbe verte) ou FC (courbe bleue) (extrait de !'2).

I.E.2.1 Le rituximab (Mabthera ®)

Le Rituximab est un anticorps monocolonal chimérique anti-CD20 développé par Roche
® 3. 11 est indiqué en association a une chimiothérapie pour le traitement des patients atteints

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

Le rituximab se lie spécifiquement a l'antigene transmembranaire CD20, une phosphoprotéine
non glycosylée exprimée sur les lymphocytes pré-B et B matures et qui est présente sur plus de
95 % des cellules B des lymphomes non hodgkiniens.
Le fragment Fab du rituximab se lie au CD20 et le fragment Fc peut générer des fonctions
d'effecteurs immunitaires qui entrainent la lyse de ces lymphocytes. Les mécanismes possibles
de la lyse cellulaire induite par les effecteurs sont une cytotoxicité dépendante du complément
(CDC), faisant intervenir la liaison du fragment C1q '!. La cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (ADCC) est aussi impliquée, elle passent par un ou plusieurs des récepteurs aux
fragments constant des Ig présent notamment sur la surface des granulocytes, des macrophages
et des cellules NK (Natural Killer)!'* !> 1l a aussi été démontré que le rituximab induit une
mort cellulaire directe des cellules leucémiques par apoptose ''°. L’ensemble des actions du

rituximab est résumé dans la Figure 22.
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Figure 22: Représentation schématique des différents mécanismes d'action du rituximab (extrait de ''7).

Le rituximab est contre-indiqué dans les cas d’hypersensibilité connue ou d’hypersensibilité
aux protéines d'origine murine du fait de son origine chimérique et lors d’infections sévéres,
et/ou évolutives. Son utilisation est également interdite chez les patients ayant un déficit
immunitaire sévere, une insuffisance cardiaque sévere ou une maladie cardiaque séveére non

contrdlée.

I.E.2.2 La fludarabine (Fludara ®)

Indiquée dans le traitement de la LLC a cellules B chez les patients ayant des réserves
médullaires suffisantes, la fludarabine est un antinéoplasique de la famille des purines
commercialisé par Sanofi ® ''*. C’est un nucléotide hydrosoluble fluoré et phosphaté analogue
de l'agent antiviral vidarabine, 9-B-arabinofuranosyladénine (ara-A) qui est relativement
résistant a la désamination. Le phosphate de fludarabine est rapidement déphosphorylé en 2F-
ara-A qui est incorporé dans la cellule puis subit une phosphorylation intracellulaire par la
déoxycytidine kinase en triphosphate actif, le 2F-Ara-ATP. Il a été montré que ce métabolite
inhibent la ribonucléotide réductase, ' ADN polymérase alpha/delta et epsilon, I'ADN primase
et 'ADN ligase, inhibant ainsi la synthese de ' ADN. De plus, en raison d'une inhibition partielle
de I'ARN polymérase 11, il se produit une importante inhibition de la synthése des protéines.
Bien que certains aspects du mécanisme d'action de la 2F-ara-ATP soient encore obscurs, il est

établi que ses effets sur I'ADN, I'ARN et la synthese des protéines contribuent a 1'inhibition de
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la prolifération des cellules leucémiques, l'inhibition de la synthése de I'ADN étant le facteur

principal %120,

Son élimination étant rénale, un ajustement posologique est nécessaire chez les patients
insuffisants rénaux. Si la clairance de la créatinine sérique est comprise entre 30 et 70 mL/min,
la dose de fludarabine doit €tre réduite jusqu'a 50 % et une surveillance hématologique étroite

doit étre instaurée pour évaluer la toxicité.

La fludarabine est contre-indiquée en cas d’hypersensibilité, d’insuffisance rénale sévere,
d’anémie hémolytique décompensée et d’allaitement bien que ce dernier cas soit assez rare dans

le traitement de la LLC.

I.LE.2.3 Le cyclophosphamide (Endoxan ®)

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

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

La tolérance du cyclophosphamide est bonne aux doses utilisées dans la LLC. Une neutropénie
et rarement une thrombopénie modérée voire une anémie peuvent étre observées, elles sont
toujours spontanément réversibles aprés diminution de la posologie ou a l'arrét du traitement.
Certains patients peuvent présenter des nausées associées ou non a des vomissements qui sont
facilement prévenus ou supprimés par les antiémétiques de la famille des sétrons. L'alopécie est
inconstante, transitoire et réversible. Une aménorrhée ou une azoospermie sont possibles, voire
définitives.

Le cyclophosphamide est contre indiqué en cas d’hypersensibilité, d’association au vaccin
contre la fievre jaune, d’insuffisance médullaire sévéere, d’infection urinaire aigiie ou de cystite

hémorragique préexistante, et chez les femmes en age de procréer, enceintes ou allaitantes.
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ILE.3 Le traitement de premiere ligne chez les patients agés ou avec un mauvais

état général sans mutation TP53 : Rituximab + Bendamustine

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

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

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

(48,4 % pour RFC vs 26,8 % pour BR).

Ce schéma thérapeutique se compose de 6 cycles décrits ci-dessous :
Cycle 1: Rituximab 375 mg/m? IV a J1 et bendamustine 70 mg/m? IV a 1-2;.
Cycles 2-6: Rituximab 500 mg/m? IV a J1 et bendamustine 70 mg/m? IV a 1-2j.

Les précautions valables pour I’injection du rituximab lors du RFC sont également valables

dans ce cas.

La bendamustine est un agent alkylant antitumoral possédant une activité originale. Son
activité est essentiellement basée sur 1'établissement de liaisons covalentes croisées par
alkylation de I'ADN simple brin ou double brin. En conséquence, les fonctions de matrice de
I'ADN, sa synthese et sa réparation sont déficientes. Il agit toutefois in vitro de manicre
différente des autres alkylants et il existe trés peu de résistance in vitro, au moins en partie en
raison de la persistance, comparativement plus longue, de l'interaction avec 'ADN.

La bendamustine est contre indiquée en cas d’hypersensibilité, de vaccination contre la fievre
jaune, d’insuffisance hépatique sévere (bilirubine sérique > 3,0 mg/dL) ou d’ictere, de
my¢losuppression sévere, d’infections et d’intervention chirurgicale datant de moins de 30

jours.
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ILE.4 Le traitement des patients avec une mutation de TP53, en rechute ou

réfractaire : les petites molécules

Le traitement des patients, réfractaires, en rechute ou mutés pour 7P53 constituait il y
encore quelques années un « challenge » pour le clinicien. Les patients en rechute ou
réfractaires, traités en premiere ligne par du RFC recevaient a la rechute du BR, tandis que les
patients mutés 7P53 étaient traités en premicre ligne par de I’alentuzumab (Campath ®) qui a
perdu son AMM en 2012. Une alternative a ces traitements était la greffe pour les patients
jeunes ou I’inclusion dans des essais cliniques. Avec ’arrivée sur le marché de I’ibrutinib
(Imbruvica ®) et de I’association de I’idelalisib (Zydelig ®) et du rituximab, cette prise en

charge a été révolutionnée.

I.E.4.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®)

L’ibrutinib est un inhibiteur suicide de la protéine Bruton Tyrosine Kinase (BTK). Pris
par voie orale, il a obtenu son AMM en 2014 dans le traitement de la LLC en rechute/réfractaire
(ou en premicre ligne avec délétion 17p/mutation 7P53). 1l est utilisé¢ a 420 mg en une prise par
jour, de fagon chronique jusqu’a ce que la maladie progresse ou que les effets secondaires
nécessitent 1’arrét. Il est tres efficace quel que soit le caryotype, le statut [gHV, le statut de Rai

et le nombre de traitements précédemment regus (Figure 23).
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Figure 23: Analyses en sous-groupes du taux de réponse globale de patients traités par ibrutinib (Etude PCYC-
1104-CA) (source: Vidal®).

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

activation séquentielle de protéines kinases présentées dans la Figure 24.
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Figure 24: Implication de BTK dans les signalisations du clone leucémique (Ysebaert, non publi¢).

L’ibrutinib se lie de maniére irréversible a BTK via une liaison covalente avec la cystéine 481
située dans le site actif de BTK avec une trés forte affinité (IC50 0.5 nM) 2!, A 420 mg/ jour,
il lie virtuellement I’ensemble des protéines BTK dans le sang périphérique '?2. Cette inhibition

123-125 ot donc minimisant les effets secondaires. Les

est vendue comme étant tres sélective
études précliniques ont montré qu’il inhibe la survie et la prolifération des cellules leucémiques
126 1a migration des cellules leucémiques via CXCL12 (Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12)
et CXCL13 (Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 13) et ’adhésion cellulaire médi¢e par les
intégrines 12”128, In vivo, il provoque une rapide redistribution des cellules leucémiques situées
notamment dans les ganglions lymphatiques vers le sang périphérique ce qui provoque une
diminution rapide des adénopathies et une augmentation de la lymphocytose qui se stabilise en
quelques mois 213!, Malgré cela, la majorité des patients traités par ibrutinib ne sont pas en
rémission complete et la lymphocytose stabilisée reste significativement plus élevée que la
normale '?°. De plus, le traitement favorise 1’émergence de clones leucémiques mutants. En
effet, chez des patients traités par ibrutinib, des cellules leucémiques présentant une substitution

de la cystéine 481 du BTK par une sérine ont été décrites. Chez ces mutants, cette substitution

rend I’ibrutinib incapable de se fixer sur la BTK et entraine donc une résistance '*? (Figure 25).
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De méme, chez deux patients, il a été mis en évidence des mutations gain de fonction de PLCy

2, un acteur situé en aval de BTK qui provoque une inefficacité de 1’ibrutinib.

Figure 25: Modélisation structurale de l'interaction de la BTK muté ou non avec I’ibrutinib (extrait de '*?).

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

soit apportée pour I’expliquer %,

Les éveénements indésirables non hématologiques les plus fréquents lors du traitement sont la
diarrhée, les infections des voies respiratoires supérieures, la fatigue, la fievre, 1’cedéme
périphérique, 1’arthralgie et la constipation. Les événements indésirables hématologiques les
plus fréquemment rapportés ont été la neutropénie, la thrombopénie et ’anémie. Les
évenements indésirables de grade 3/4 les plus fréquents sont : neutropénie, pneumonie,
thrombopénie, hypertension, neutropénie fébrile, déshydratation, fibrillation auriculaire,
fatigue, asthénie, cellulite et sinusite. De plus, malgré son apparente spécificité I’ ibrutinib induit
des effets secondaires tels qu'un défaut fonctionnel des plaquettes sanguines, li¢ a la présence
dans ces cellules de protéines de la famille Tek sur lesquelles se lie I’ibrutinib. Il se traduit
cliniquement par des saignements spontanés d’intensité généralement modérée, de sicge

cutanéo-muqueux, chez 30 a 40 % des patients en début de traitement.

A ce jour la seule contre-indication a I’ibrutinib est I’hypersensibilité au principe actif ou a un

de ses excipients.
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1.E.4.2 Idélalisib (Zydelig ®)

L’idé¢lalisib est indiqué en association avec le rituximab, pour le traitement de patients
atteints de LLC en rechute ou en progression apres deux lignes de traitement et en premicre
ligne de traitement chez les patients présentant une délétion 17p ou une mutation 7P53 et pour

lesquels une chimio-immunothérapie n'est pas appropriée.

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

survie globale comme montré dans la Table 5.

Rituximab +

idélalisib

Rituximab + placebo

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

Table 5: Résultats d'efficacité de I'étude 312-0116 comparant 1'association rituximab et idélalisib a 'assoctiation

rituximab et placébo (source: Vidal®).

L’idélalisib est un inhibiteur sélectif de 1’isoforme p110d de la PI3Kd (Phosphoinositide 3-
kinase) (IC50 a 19nM) et interagit peu avec les isoformes PI3Ka, PI3K[ et PI3Ky.

Les PI3K forment une famille composée de trois classes (classe I, II et III) définies par leurs
structures et leurs fonctions. Ces enzymes jouent un réle majeur dans de nombreuses cascades
de signalisation et sont hyperactivées dans de nombreux cancers '** 134 Elles régulent des

processus de prolifération, différenciation, mobilité et de métabolisme '°!.
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La classe TA active des protéines couplées a des récepteurs G (GPCR) par une interaction avec
les protéines Ras activées et Rho. En effet, I’activité catalytique de la PIK3 médie la
transformation du PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate) qui est un second messager ancré a la membrane plasmique qui active de
nombreuses voies cellulaires. Elles sont formées d’un hétérodimere contenant une sous-unité
régulatrice p85 et une sous-unité catalytique pll10 (p110a, pl110B, pl11056 et pl10y).
L’association de la sous-unité régulatrice et de la sous-unité catalytique forme respectivement
les 4 isoformes appelée PI3Ka, PI3KJ, PI3Kd et PI3Ky. Dans les cellules B malignes ou non,
PI3Kd régule de nombreuses voies de signalisation en aval du BCR, du récepteur aux chaines
lourdes des Ig (FcyR), aux TLR, au CXCR4/5 et aux récepteurs de la famille du TNF (Tumor

Necrosis Factor) 13% 136,

Dans la LLC, il a été démontré que la PI3Kd joue un role essentiel dans la transmission des
signaux de survie, de prolifération et de « homing » par le microenvironnement '3’ 138, En effet,
I’idélalisib est capable d’inhiber les signaux de survie ex vivo fournis par les NLC 62, les

cellules stromales et les cellules endothéliales.

Cliniquement, 1’idélalisib, comme I’ibrutinib, provoque une sortie des cellules leucémiques des

139, 140

compartiments résidents vers le sang , provoquant une augmentation rapide et transitoire

de la lymphocytose et une diminution des adénopathies.

Actuellement, la seule contre-indication a I’idélalisib est ’hypersenbilité a I’un des excipients
ou au principe actif et les effets secondaires majoritaires sont des diahrées de grade III pouvant

nécessiter des adaptations posologiques voir des arréts du traitement.
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I1. Le microenvironnement tumoral

Au siécle dernier, le cancer était considéré comme une maladie résultant d’une
acquisition séquentielle de mutations conduisant une cellule saine a acquérir au fur et & mesure
de ses divisions des altérations géniques aboutissant au final a 1’apparition de cellules
cancéreuses. Dans cette théorie, résumée par Hanahan et Weinberg en 2000 (Figure 26), la
cellule cancéreuse est donc caractérisée par six grandes capacités : 1’évasion a I’apoptose, un
potentiel réplicateur illimité, une autosuffisance vis-a-vis des facteurs de croissance, une
résistance aux signaux inhibiteurs de croissance, une promotion de 1’angiogénése pour son

profit personnel et des capacités d’invasion et de métastase 4!,

Figure 26: Acquisition et propriétés transformantes des cellules cancéreuses (extrait de '#!).

Cette théorie ne laissait aucune place a tous les facteurs extérieurs a la tumeur. Au cours des
quinze dernieres années, au vu des nombreuses preuves accumulées sur le fait que le cancer
résultait non seulement d’altérations géniques de la cellule cancéreuse mais aussi de I’influence
de tout le microenvironnement les entourant, ces auteurs ont revu leur théorie. Dans une revue
datant de 2011, aux six marqueurs précédents s’ajoutent d’autres marqueurs dont notamment
I’influence du microenvironnement tumoral '¥?. Ce microenvironnement, dit tumoral, est
constitué notamment de toutes les cellules immunitaires entourant et infiltrant la tumeur, de
fibroblastes de matrice extracellulaire assurant son soutien, et de vaisseaux sanguins apportant

nutriments et oxygene. Tous ces facteurs forment un ensemble complexe ou se mélangent les
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effecteurs favorisant la survie et la prolifération tumorale, et des effecteurs tentant de la contenir

et de la détruire.

II.A L’immunosurveillance anti tumorale

I1.A.1 Concept théorique

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

supérieure a ce que 1’on observe.

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

immunocompétentes ce qui sous-tend le role anti-tumoral du systeme immunitaire (Figure 27).

Figure 27: Courbes d'incidence des tumeurs chimiquement induites chez des souris immunodéficientes ou

immunocompétentes (extrait de '*4).
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De plus, chez des patients immunodéprimés il a été relevé une forte augmentation des cancers.
Par exemple, chez les greftés, ou il est nécessaire d’induire une immunodépression pour éviter
tous les phénoménes de rejet des greffons, plusieurs études ont montré une augmentation de
I’incidence de lymphomes non Hodgkiniens, de cancers viro-induits tels que des lymphomes
de Burkitt, de mélanomes, de cancer du cdlon ou du poumon *3-1*¥ De méme, les patients au
stade SIDA (Syndrome d’Immunodéficience Acquise) suite a une infection au VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) ont une incidence plus élevée de tumeurs viro-induites telles
que les sarcomes de Kaposi, des lymphomes de Burkitt ou des tumeurs non viro-induites telles

que des cancers prostatiques, ovariens ou du cdlon 4% 130,

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

innée que de I’immunité acquise.

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

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

appartiennent a I’immunité innée ou acquise (Figure 28).
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Figure 28: Représentation schématique des effecteurs de I'immunité innée (gauche) et acquise (droite) dans la

réponse anti-tumorale (CTL : lymphocytes T cytotoxiques) (extrait de'*").

I1.A.2.1 Les acteurs de I’immunité innée

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

dendritiques (DC) et les macrophages.

Les cellules NK sont des acteurs clés dans ’immunité anticancéreuse. Elles reconnaissent les
cellules tumorales car ces dernieres expriment des molécules de stress comme MICA (MHC
class I polypeptide-related sequence A) et MICB (MHC class I polypeptide-related sequence
B), et présentent une faible expression des molécules de CMH de classe I 1°2. Les cellules NK
secretent alors des cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IFNy (Interferon vy), le TNFa
(Tumor Necrosis Factor a) et des granules lytiques contenant de la perforine et des granzymes
A et B qui induisent de manicre directe ou indirecte la mort des cellules cancéreuses. De plus,
elles se fixent sur les cellules cancéreuses via TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand) ou de FasL (Fas ligand) et induisant ainsi une lyse des cellules cancéreuses >
154 Enfin, via la production d’IL-4 (interleukine 4) et d’IFNy, elles aident a I’activation d’autres

partenaires du systéme immunitaire.

Dans le méme temps, les granulocytes vont aussi intervenir dans la réponse anti-tumorale '°>
156 Les neutrophiles expriment TRAIL et FasL et produisent des espéces réactives de I’oxygéne
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(ROS) qui vont induire la mort directe des cellules tumorales. Au contact des cellules tumorales,
ils sécreétent de nombreuses cytokines et chimiokines comme le TNF-a, IL-18, 'IL-8 , CXCL1
(chemokine (C-X-C motif) ligand 1) et CCL3, qui sont impliquées dans I’apoptose, le
recrutement et I’activation des autres cellules du systéme immunitaire '°>!%’. Les éosinophiles
sécrétent une trés grande quantité de granules lytiques contenant de la MBP (Major Basic
Protein) ou I’EPO (eosiniphil peroxidase) cytotoxiques pour les cellules cancéreuses, ainsi que
des ROS (Reactive Oxygen Species). Ils expriment des molécules du CMH II et les molécules
de co-stimulation CD80, CD86 et CD40 et peuvent donc servir de CPA (Cellules Présentatrices
de I’Ag) pour les lymphocytes T. Enfin, ils produisent aussi des cytokines et des chimiokines

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

Les DC et les macrophages reconnaissent les cellules tumorales par leur PRR (Pattern
Recognition Receptors) qui se lient a des molécules transformées a la surface des cellules
cancéreuses et les phagocytent !, C’est donc tout naturellement qu’elles avaient été décrites
comme étant anti-tumorales '°® 1°° bien qu’aujourd’hui il parait évident que ces cellules sont
détournées par la cellule tumorale a son profit et jouent un role pro-tumoral (voir III. Les
macrophages associés aux tumeurs). De plus, ces cellules sont capables d’endocyter des
peptides tumoraux tels que les alarmines par 1’intermédiaire de récepteurs scavengers comme
le CD91 !, Elles sont aussi capables de présenter des peptides modifiés issus des cellules

cancéreuses aux lymphocytes T CDS afin de les activer.

I1.A.2.2 Les acteurs de I’'immunité adaptative

Les effecteurs de I’'immunité acquise lors de la réponse au « soi-modifié¢ » sont les
lymphocytes B et les lymphocytes T CD8. Cette réponse est plus tardive que celle de I'immunité

innée mais est plus spécifique et plus puissante.

Les lymphocytes B sont activés lorsqu’ils rencontrent I’Ag spécifique de leur Ig de surface.
Suite a cette activation, le complexe BCR/Ag est internalisé, I’Ag sera ensuite associé aux
molécules de CMH de classe II puis présenté aux lymphocytes T. Parallélement, ils sont

capables de se différencier en plasmocytes pour produire des Ac anti-tumoraux ',

Les lymphocytes T CD8 nécessitent pour étre activés, d’étre stimulés par des CPA telles que
les macrophages, les DC et les lymphocytes B qui leurs présentent les Ag associés au CMH de
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classe I ou II 3% 11 Une fois activés les T CD8 expriment TRAIL, produisent de I’IFNy et des
granules lytiques contenant de la perforine et du granzyme B et ont donc un effet cytolytique

direct sur les cellules tumorales '°.

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

de 'immunité innée et acquise et peut étre résumée par la Figure 29.

Figure 29: Représentation schématique de la réponse immunitaire anti-tumorale (extrait de %),
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I1.B Immunoédition et les acteurs du microenvironnement tumoral

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

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

I1.B.1 Concept théorique

Le concept d’immunoédition a été formulé au cours de la derni¢re décennie par Screiber
et al. Il explique comment le systéme immunitaire fagonne la tumeur en étant tour a tour pro et
anti-tumoral 44162163 Qelon cette théorie, la tumeur résulte d’une interaction complexe entre
cellules immunitaires et cellules tumorales. En effet, les altérations des cellules tumorales

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

Cette théorie a été confirmée par des expériences menées chez la souris et résumée dans la
Figure 30. L’expérience, simple et brillante a la fois, consistait a induire chez des souris
immunocompétentes ou immunoincompétentes des tumeurs via un traitement par des
carcinogenes. Quand ces tumeurs furent cliniquement détectables, les souris furent sacrifiées et
les tumeurs prélevées pour étre ré-injectées dans des souris immunocompétentes. Le résultat
fut saisissant : les tumeurs provenant de souris immunocompétentes induisaient des tumeurs
chez 100 % des souris « réceptrices » tandis que les tumeurs provenant de souris
immunoincompétentes ne se développaient que dans 50 % des cas. Grace a ces expériences, ces
auteurs ont pu montrer que chez les souris immunocompétentes le systéme immunitaire en
induisant une pression de sélection avait faconné la tumeur qui était devenue « résistante » au
systéme immunitaire tandis que chez les souris immunoincompétentes cette pression n’existant
pas, les cellules tumorales n’eurent pas besoin de muter pour y échapper. Ainsi, lorsque ces
deux types de tumeurs furent mises en contact avec un systéme immunitaire « compétent », les
premiceres, dites immunoéditées et progressives, étant déja habituées échapperent facilement.
Les secondes subirent de plein fouet la réponse anti-tumorale, certaines y échapperent et furent

alors appelées non immunoéditées et progressives, d’autres non et furent alors appelées non
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immunoéditées et non progressives. Cette théorie explique qu’il y ait d’un c6té 100 % de prise

de greffe tandis que de 1’autre on observe seulement 50 % !4 144,

Figure 30: Les tumeurs provenant de souris immunocompétentes sont qualitativement différentes des tumeurs

provenant de souris immunodéprimées (extrait de '44).

I1.B.2 Les grandes phases de I’immunoédition des tumeurs

L’immunoédition peut €tre séparée en trois phases selon la nature des éléments qui s’y
déroulent, le moment ou ils surviennent et les Ag présents a la surface des cellules tumorales
144,164 Ces phases sont résumées dans la Figure 31. La premiére se produit lorsque le systéme
immunitaire rencontre des cellules transformées potentiellement tumorales et conduit soit a
I’élimination de ces cellules soit a une phase d’équilibre. Durant cette phase d’équilibre, la
tumeur est soumise a la pression de sélection du systéme immunitaire, elle commence a acquérir
des mécanismes d’échappement et devient de plus en plus hétérogéne ou au contraire se fait
¢liminer par le systéeme immunitaire. A ce stade, la tumeur est encore infraclinique mais pas a
pas la tumeur prend le dessus sur le systétme immunitaire pour finalement aboutir a
I’immunoéchappement. Durant cette derniére phase, on observe une forte croissance tumorale
jusqu’a ce qu’elle devienne cliniquement détectable. De plus, la tumeur devient de plus en plus
hétérogene et corrompt activement les cellules du systeme immunitaire censées les combattre

en les retournant pour son propre compte.
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Figure 31: Représentation schématique de I'immunoédition des tumeurs (extrait de '*%).

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

d’équilibre, le systéme immunitaire sélectionne involontairement les clones les plus malins et
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les plus aptes a 1’éviter. iii) Lors de la derni¢re phase, quand le diagnostic de cancer est posé, la
situation est souvent désastreuse. D’une part, la tumeur est trés hétérogene donc la possibilité
qu’il y ait d’ores et déja des clones potentiellement résistants aux traitements est forte. D’autre
part, le microenvironnement tumoral est clairement pro-tumoral en délivrant des signaux pro-
survie aux cellules cancéreuses et en les protégeant physiquement des attaques du systéme
immunitaire et des traitements. iv) Méme durant la phase d’échappement, il peut parfois arriver
que le systéme immunitaire éradique la tumeur provoquant ainsi des cas de rémission

spontanee.

I1.B.3 Les acteurs du microenvironnement tumoral

Comme nous I’avons vu précédemment, le microenvironnement tumoral est un milieu
complexe qui peut étre séparé¢ en deux grands groupes : le premier englobe tous les acteurs
ayant un role anti-tumoral tandis que le second englobe tous les acteurs ayant un rdle pro-
tumoral. Les acteurs anti tumoraux regroupe les lymphocytes T, les cellules dendritiques
matures et les cellules NK, les polynucléaires neutrophiles et les macrophages de type 1. Les
acteurs anti tumoraux regroupent quant a eux les macrophages associés aux tumeurs (TAM),
les cellules dendritiques immatures, les lymphocytes T régulateurs (Treg), les cellules
suppressives de la moelle et les fibroblastes associés aux tumeurs. L’ensemble de ces acteurs

est résumé dans la Figure 32.
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Figure 32: Le microenvironnement tumoral (extrait de '*).

Au cours de ce manuscrit nous nous focaliserons seulement sur les TAM, une population

macrophagique des acteurs anti tumoraux.
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I11. Les macrophages associés aux tumeurs

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

macrophages.

III.A Les macrophages

Les macrophages (littéralement les gros mangeurs du grec makros « gros » et phagein
« mangeur ») sont des cellules myéloides retrouvées dans les tissus provenant de la
différenciation des monocytes circulants aprés leur extravasation 6. Acteurs de 1’immunité
innée, les macrophages exercent leur activité phagocytique en captant des particules opsonisées
ou non telles que des débris cellulaires ou des bactéries, qu’ils endocytent puis dégradent. De
plus, les macrophages sont des CPA et sont donc capables de présenter les Ag aux acteurs de

I’immunité adaptative '*°.

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

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

III.A.1 Les macrophages de type I et de type II

Les M1 sont pro-inflammatoires et ont une tres forte activité antimicrobienne et anti-
tumorale. Ils sont caractérisés par un fort niveau de production de TNF-a et de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IL-6, I'TL-12 et I’'IL-23 67 (Figure 33). La différenciation des
monocytes en M1 est classiquement induite par I’INF-y, les LPS (lipopolysaccharides) ou les
agonistes des TLR ', Ils promeuvent ainsi les réponses T et sont physiologiquement retrouvés
dans les phases d’inflammation. Ce sont également de tres bons CPA, car ils expriment de forts
niveaux des molécules du CMH de classe I ou de classe 11, et de molécules de co-stimulation

telles que CD80 et CD86 68
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A T’opposé, les M2 ou macrophages activés alternativement, sont caractérisés par une forte
capacité phagocytique, un fort niveau d’expression de protéines « scanvengers » et par la
production de fortes quantités de prostaglandines, de TGF-f et de cytokines anti-inflammatoires
telles que 1’IL-10 67 (Figure 33). Physiologiquement, ils sont retrouvés dans les phases de
résolution de I’inflammation. Il existe différentes sous-populations de M2, les TAM ¢étant

souvent associés aux M2d 168170,

Figure 33: Phénotype des macrophages suivant leurs états de polarisation (extrait de '°7).
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II1.B Les macrophages et les tumeurs

II1.B.1 Définition des macrophages associés aux tumeurs

Les TAM sont des macrophages retrouvés au sein du microenvironnement tumoral.
Cette large définition, comprend aussi bien des M1 anti-tumoraux que des M2 pro-tumoraux.
De plus, il a ét¢ montré que le « switch » entre M1 et M2 au sein du microenvironnement est
associé a la progression cancéreuse 7173, Ainsi, si durant la phase d’équilibre ou d’élimination
les M1 contribuent a ’activation T et a la réponse anti-tumorale, ils adopteront un phénotype
M2 et faciliteront la progression tumorales aux stades plus tardifs '**. Actuellement, environ 80
% des études montrent que les TAM ont un effet pro-tumoral et seulement 10 % démontrent un

effet anti-tumoral 74,

II1.B.2 Recrutement et différenciation

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

prolifération macrophagique au sein de la tumeur chez I’homme !>,

II1.B.2.1 Le recrutement des monocytes

Le recrutement des monocytes au sein des tumeurs est régulé principalement par des
cytokines, des chémokines et des facteurs de croissance produits par les cellules tumorales et
les cellules du microenvironnement !> '7°. En effet, les tumeurs sécrétent de maniére
constitutive des chémokines inflammatoires !”’, la plus fréquente étant probablement CCL2.
Elle est retrouvée aussi bien dans des sarcomes, des gliomes, des mélanomes, des cancers

pulmonaires, du sein, ou de I’ovaire 7 175

, au point qu’elle fut appelée le facteur
chémoattractant des tumeurs. Ainsi, sa neutralisation par un Ac anti-CLL2 réduit
significativement la croissance tumorale chez la souris 8. De nombreuses autres chémokines

sont aussi produites afin d’attirer ces monocytes. Ainsi, I’'IL-4 et I’'IL-13 rendent les monocytes
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extrémement sensibles a des attractants tels que CXCL8 et CXCL1 7. En plus des facteurs
précédemment cités, le CSF-1 (colony stimulating factor 1) et le PDGF (platelet-derived growth

factor) qui des facteurs de croissance, participent aussi a ce recrutement, 180182,

Certaines molécules de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi leurs fragments protéolytiques
permettent aussi le recrutement des monocytes. Ainsi, les fragments générés suite au clivage de
I’¢lastine par MMP9 (matrix metalloprotéinase) et MMP12 ou des fragments dénaturés de
collagéne de type I, peuvent attirer des monocytes '33. Enfin, le VEGF-A (vascular endothelial
growth factor A) produit lors de situations hypoxiques au sein de la tumeur, est aussi un
attractant des monocytes. En effet, on retrouve au sein des zones hypoxiques un grand nombre

de TAM ¥,

Figure 34: Mécanismes de recrutement des monocytes au sein des tumeurs (extrait de '%%).

II1.B.2.2 Différenciation

La différenciation des monocytes mobilisés en TAM est un mécanisme complexe et
encore mal €lucidé. La encore, I’environnement cytokinique produit par les cellules tumorales
et leur microenvironnement semble capital. Ainsi, CCL2 en plus de son role d’attractant, permet
la polarisation des monocytes recrutés en M2 8518 1°IL-6 souvent reportée comme étant
présente dans les fluides tumoraux et sécrétée par les cellules tumorales, provoque, dans la
plupart des cas avec d’autres facteurs, la différenciation in vitro de monocytes en TAM, 8719,
CSF-1, lui aussi, permet cette différenciation in vitro '°'. Les COX-2 (cyclooxygenase 2) via

leur production de PGE-2 (prostaglandin E2) induisent aussi cette différenciation !> 192, De

plus, dans le cancer du poumon, lorsque les COX-2 sont surexprimées on retrouve une

&3



INTRODUCTION
Les macrophages associés aux tumeurs

production accrue d’IL-6 ', L’IL-10 produite notamment par les cellules tumorales promeut
elle aussi la différenciation en TAM. HSP-27 (heat shock protein 27), produite et relargée par

194

de nombreuses cellules tumorales *, induit une différenciation de ces monocytes en

macrophages immunotolérants et pro-angiogéniques '*°.

Figure 35: Mécanismes de différenciation des monocytes en TAM au sein des tumeurs (extrait de '%).

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

produits par les TAM, suggérant un rétrocontrole positif.

I11.B.3 Phénotype

Bien que leurs phénotypes soient étroitement liés aux signaux de différenciation qu’ils
recoivent, la majorité des TAM sont proches des M2 7. Actuellement, il n’existe ni de
marqueur unique permettant leur caractérisation ni de liste exhaustive de tous leurs marqueurs.
Ainsi, comme toutes cellules my¢loides, ils expriment le CD14, le CD11b et comme les M2 ils
expriment des faibles taux de CD64, de molécules du CMH de classe I et 11, et des molécules
de co-stimulation telles que CD80, CD86. Dans de nombreuses publications, les TAM sont
assimilés aux cellules CD68" 18200 bien que le CD68 puisse étre exprimé par des cellules non
myéloides 2°!. De plus, il a été montré que des cellules CD68* n’étaient pas positives pour le
CSF-1R ou le CD45, deux autres marqueurs utilisés en combinaison pour la caractérisation des
TAM. Le CD163 et le CD204, deux récepteurs scavengers, ainsi que le CD206 un récepteur au

mannose, sont aussi utilisés pour mettre en évidence les TAM ¢ avec une spécificité qui
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semble plus forte que le CD68 dans le cancer du sein, de I’ovaire et du pancréas 222%, Les

TAM peuvent également étre caractérisés par leur production cytokinique via le TGF-§ , le

VEGF ou I’IL-10 par exemple 2%,

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

couramment utilisés pour caractériser les TAM.

Figure 36: Exemple de phénotype de TAM (extrait de 2%%).

II1.B.4 Fonctions

I11.B.4.1 Immunosuppression

Il existe de nombreux mécanismes d’immunosuppression médiés par les TAM qui inhibent les
réponses anti-tumorales et favorisent les réponses pro-tumorales comme détaillés dans la Figure
37. Tout d’abord, les TAM, étant trés proches des M2, sont de trés mauvais CPA et donc
n’activent pas la réponse anti-tumorale. Via I’expression de molécules de CMH I non classiques
telles que HLA-E et HLA-G, ils inhibent ’activation des cellules NK 2%, IIs inhibent aussi
’activation des lymphocytes T CD8 dans les ganglions sentinelles en inhibant 1’activation des
cellules NK au sein de la tumeur, qui ne migrent plus et n’activent donc plus les DC qui activent

a leur tour ces lymphocytes 2.

Ensuite, les TAM expriment des récepteurs inhibiteurs ligands de PD-1 (Programmed Cell
Death 1) et CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocytes associated protein 4) présents sur les
lymphocytes B et T. Ainsi, I’expression de PD-L1 (programm cell death ligand 1) est induite a
la surface des TAM, par CSF-1, I'IL-4, INF-y ou encore I’hypoxie 2% 2% La fixation de ces

ligands sur leurs récepteurs respectifs induit une inhibition directe de la signalisation liée a
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I’activation du TCR (T cell receptor) et du BCR et donc une absence de réponse anti-tumorale

BetT.

Les TAM sécretent aussi de nombreuses cytokines, chémokines et enzymes qui inhibent les
réponses T CD4 et CDS telles que I’'IL-10, TGF-B et PGE-2 2!%2!! De plus, ils induisent la
différenciation et le recrutement des T en Treg via notamment la production d’IL-10, de TGF-
B 212, de CCL22 23 dans le cancer ovarien ou via CCL20 dans le cancer colorectal !4,

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

d’arginase I, ils inhibent encore une fois la réponse anti-tumorale T 2'°.

Figure 37 : Mécanismes d’immunosubversion médiés par les TAM (extrait de 2!°).

I11.B.4.2 Role pro-angiogénique

La néovascularisation des tumeurs dépend en partie de 1’infiltration macrophagique 2'”-
219 Ainsi, au cours d’expériences de déplétion des macrophages via des liposomes contenant

du clonadronate chez la souris, on observe une réduction de I’angiogénése dans les tumeurs 22°.
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Les TAM sécretent en effet de nombreux facteurs pro-angiogéniques tels que le bFGF (basic
fibroblast growth factor), I’'uPA (urokinase-type plasminogen activator), 1I’ADM
(adrénomedulline). Par exemple, I’ADM augmente la prolifération des cellules endothéliales et
la formation vasculaire en stimulant 1’oxyde nitrique synthase 22!,

Les TAM retrouvés dans les zones hypoxiques sont aussi capables de sécréter du VEGF-A via
une activation de HIF-10 22222%, Au sein de ces zones, ils secrétent des enzymes protéolytiques
telles que MMP-1 225 et MMP-7 226 ce qui favorise ’angiogenése en libérant le VEGF séquestré

dans la MEC.

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

Il existe au sein des TAM une sous-population, appelée Tie2” TAM (tyrosine kinase
with immunoglobulin and EGF homology domains) qui sont capables de réguler 1’intravasation
des cellules tumorales au sein de la circulation 2%’. IIs sont alignés sur la face externe des
vaisseaux sanguins ou Tie2 se lient a son récepteur ANG2 (Angiopoeitine 2) exprimé par les
cellules endothéliales 2?%. En fait, la cellule tumorale secréte du CSF-1 et les TAM de I’EGF
(epidermal growth factor), ce qui provoque un déplacement de ces deux types cellulaires le long
des fibres de collagéne jusqu’aux vaisseaux >2°. Les macrophages sont alors capables de former
une bréche dans la paroi vasculaire permettant a la cellule tumorale de passer au sein de la
circulation ce qui augmente ainsi le nombre de cellules tumorales circulantes et les risques
métastatiques (Figure 38). Ainsi la déplétion des TAM induit une diminution du nombre de ces
cellules circulantes et une diminution des métastases >*’. Preuve supplémentaire, chez la femme,
une structure histologique particuliere le TMEM (tumor microenvironment for metastasis),
composée de macrophages, de cellules endothéliales et de cellules cancéreuses, est prédictive

du potentiel métastatique dans le cancer du sein 2.
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Figure 38: Les TAM contribuent au potentiel invasif des cellules tumorales (extrait de 2'°).

Les TAM produisent aussi des molécules telles que I’ostéonectine, le TGF-3 ou la cathepsine
impliquées dans le phénotype invasif des cellules tumorales. En produisant de 1’ostéonectine
ou du TGF-p, ils favorisent la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules tumorales 23!
232 La cathepsine permet, quant a elle, la dégradation de la MEC et le relargage des facteurs de

233,234

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

II1.B.5 Impact pronostique

Il existe de multiples études associant I’infiltration tumorale par des TAM et I’évolution
de la maladie. Une partie de ces études est présentée dans la Table 6. Il faut néanmoins
différencier deux types d’études : celles réalisées avec un marqueur pan macrophagique tel que
le CD68 et celles réalisées avec des marqueurs plus spécifiques des TAM comme le CD163 ou
le CD204. A ce jour, il n’existe pas de référentiel précis pour la mise en évidence des TAM
dans des coupes histologiques, les études étant contradictoires, chacune définit son seuil de

positivité et choisit son marqueur.
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Number of
Cancer type patients Markers Link to course disease
analyzed
CD68
265 No link
CD163
CD68 High CD68+ macrophages or high MMP-11
Lymph Hodgkins 130 and 166 MMPA1 expression correlates with poor disease
node lymphoma specific survival
High infiltration correlates with higher age
105 CD68 and poor survival (also in the younger
patients)
CCL2 Tumor cell produced CCL2 correlates to
17 CD68 macrophages count and advanced disease
IL-8 stage
High macrophages count at tumor front
478 CD68 . ) ;
associates with better prognosis
CD68
Intratumoral TAM correlate with invasion,
colorectal 118 MMP-2
Colon LN status and staging
cancer MMP-9
CD68 Significant better survival for patient with
40 S100 high DC count and trend for high CD163
CD163 count.
CD68 High peritumoral CD68 better prognosis;
159 CD206 low intratumoral M1/M2 ratio more
CD3 recurrent disease
CD68
CD163
CD14
CD1a
. ) CD20 ; .
gastro intestinal 47 (19 S Presence of M2 is correlated with FoxP3
stroma tumor metastatic) positive infiltrate
HLA-DR
Intestinal CD3
tract CD8
FoxP3
CD33
hypoxia
CD68
) Hypoxia and more macrophages correlates
gastric cancer 105 CD34
with shorter survival
VEGF
MMP2 +9
CD68
non squamous Patients with long survival have higher
Lung 100 HLA-DR
cells lung cancer S number of M1 type macrophages
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cD68 High IL-10 positive macrophages in
50 1L10 advanced disease and therefore correlated
to poor prognosis
CD68
CD163
More macrophages in tumor islets correlate
40 VEGF ) .
with better prognosis
TNFa
iNOS
Higher CXCR-2, CXCR-3 and CCL-1
CXCR-1,2,3
20 expression in patients with extended
CCLA1 )
survival
CD68
. High macrophages number in non-
Mesothelio pleural CD163 o : : :
52 epithelial tumors is associated with bad
ma mesothelioma CD206 .
prognosis
CD124
110 + 106 CD68 High number of proliferating macrophages
+
anti-PCNA associated with decreased survival
Breast breast cancer CD68
High CD163 correlates with more distant
127 CD163
disease recurrence
MAC387
CD68
. epithelial 40 (21
Ovarian and CD163
. ovarian serous, 19 High M2 correlates with disease stage
Peritoneum CD204
carcinoma mucinous)
CSF-1
CD163
endometrioid In paired LN metastatic lesion same
64 CD31
carcinoma pattern for CD163 and CD31 is found
Uterus HIF-1A
endometrioid o1 MMP-12 Higher MMP-12 and macrophages in
adeno cancer CD68 advanced disease
Ski stage 1/2 227 blood CD68 High CD163 in tumor front or stroma
in
melanoma 190 tumors CD163 correlates with poor survival
CD68 Less macrophages is associated with
Eye eye melanoma 43
CD163 better survival
CD68
intra-hepatic
. . CD163 High CD163+ correlates to poor disease
cholangiocarcin 39
CD34 free survival
oma
FoxP3
CD68
. CD163 More CD163+CD204+ macrophages and
Brain glioma 79
CD204 high M-CSF in advanced stages
M-CSF
pancreatic head CD68 ; - ; )
High M2 infiltration associated with LN
Pancreas cancer invasive 76 CD163
metastasis
ductal cancer CD204
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76
. . gynecologic CD68 In non-gynecologic tumors, high CD163+
Soft tissues | leiomyosarcoma ) )
and 73 non- CD163 number correlate with poor prognosis

gynaecologic

. angioimmunobla :
Peripheral : CD68 CD163/CD68 ratio correlates to overall
stic T cell 42
Lymphoma CD163 survival
lymphoma

Table 6: Relation entre TAM et pronostic dans différents cancers (adapté de 7).

Il est intéressant de noter que le CD163, peut étre retrouvé sous forme soluble. Ce sCD163
(soluble CD163) est méme corrélé aux stades pathologiques dans le lymphome de Hodgkin 2°.
D’autres études doivent étre menées afin de définir si ce facteur soluble est ou non un facteur

pronostique dans d’autres cancers tels que la LLC.

I11.B.6 Influence des macrophages associés aux tumeurs sur les traitements

II1.B.6.1 Chimiothérapie

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

en diminuant leur efficacité.

Le doxetaxel, un taxane, provoque une déplétion des TAM immunosuppressifs et une activation
ainsi qu’une expansion des TAM M1 favorisant la réponse T anti-tumorale dans des tumeurs
de sein greffées chez la souris 2*°. La trabectédine, elle aussi, dépléte les monocytes et les TAM
aussi bien chez la souris que chez les patients atteints de sarcome des tissus mous levant ainsi

I’inhibition des effets pro-tumoraux qu’ils avaient 3% 237,

A T’opposé, les TAM peuvent limiter I’action de ces agents. Ainsi, lorsque 1’on déplete les TAM
par un Ac anti CSF-1, on augmente I’efficacité du cyclophosphamide, du méthotrexate et du 5
flurouracile dans des xénogreffes de tumeurs mammaires 2*%. La chimiothérapie peut aussi
augmenter le recrutement et la différenciation des monocytes en TAM limitant par la méme
leur efficacité. Ainsi, le paclitaxel, provoque une augmentation de sécrétion de CSF-1 au sein
du microenvironnement tumoral, provoquant ainsi une augmentation des TAM 23%24°_ De plus,
ces TAM sécretent alors des facteurs chémoprotectifs telles que les cathepsines B et S qui
proteégent les cellules tumorales contre le paclitaxel. Enfin, les TAM peuvent protéger les

cellules souches initiatrices du cancer contre des chimiothérapies. En effet dans le cancer du
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colon, elles relarguent du MFG-E8 (milk fat globule-epidermal growth factor 8 protein) qui

protége ces cellules souches du cis-platine 24!

En conclusion, les chimiothérapies induisent des effets vis-a-vis des TAM trés différents
dépendants a la fois de la tumeur et de la drogue utilisée, bien que dans la majorité des cas ces

effets semblent plutdt aller contre ’efficacité des chimiothérapies.

II1.B.6.2 Thérapies ciblées

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

greffées chez la souris 4% 24,

Les TAM expriment a leur surface le récepteur au fragment Fc des Ig et sont donc capables de
médier des réactions d’ADCP (phagocytose dépendante des anticorps) ou d’ADCC. Ainsi,
I’action du trastuzumab, un Ac monoclonal anti HER-2, passe aussi par une activation de la
cytotoxicité des macrophages et augmente la capacité de ces cellules a présenter les Ag aux
lymphocytes T 2** 2%, De méme, dans des xénogreffes de cellules issues de lymphomes,

246,247 "3 tel point

I’ADCP médiée par les macrophages participe a la réponse anti-tumorale
qu’un fort nombre de TAM est synonyme de meilleur pronostic chez les patients atteints de
lymphome folliculaire 2*3. A 1’opposé, I’engagement de ces récepteurs sur les TAM lors de
thérapies a base de cétuximab, un Ac anti-EGFR (epidermal growth factor receptor), peut

augmenter les fonctions immunosuppressives, pro-angiogéniques et pro-tumorales des TAM
249, 250

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

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

leucémie lymphoide chronique

Pour comprendre les NLC, il est tout d’abord nécessaire de comprendre une
caractéristique importante des cellules leucémiques. Comme nous 1’avons vu précédemment,
les cellules leucémiques sont trés résistantes a 1’apoptose in vivo. Paradoxalement, elles meurent
rapidement lorsqu’elles sont cultivées seules in vitro 2°!> 22, Rapidement, 1’hypothése selon
laquelle cette mort in vitro ne serait pas due a des caractéristiques intrinseques des cellules
leucémiques mais a une perte des signaux pro-survie délivrés par les cellules du
microenvironnement tumoral a été formulée 2°3. Ainsi, dés 1989, Lagneaux et son équipe ont
montré que les cellules stromales de moelle osseuse sont capables d’empécher 1’apoptose des
cellules leucémiques in vitro *°. Ce mécanisme, contact dépendant, est spécifique des cellules
leucémiques, la mort des lymphocytes B normaux n’étant pas inhibée par ces cellules stromales.
Depuis, d’autres publications ont décrit que cette apoptose in vitro pouvait étre inhibée par des
fibroblastes surexprimant CD31 et/ou CD40L (CD40 ligand) 24, des cellules endothéliales 2>,
des lignées de cellules dendritiques 2°° ou par les NLC (Figure 39) *2.
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Figure 39: Les NLC protegent les cellules leucémiques de 1'apoptose in vitro (courbe noire: co-culture de NLC et
de cellules leucémiques, courbe blanche: cellules leucémiques cultivées seules) (extrait de 42).

Les NLC furent caractérisées in vitro en 2000 par 1’équipe de Burger.
Morphologiquement, ce sont soit des cellules larges, rondes et adhérentes ou soit des cellules
ressemblant a des fibroblastes, toutes de caryotype normal (Figure 40). Le nom de « nurse-

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

différenciation *3.

Figure 40: Morphologie des NLC (extrait de #?).

Les NLC expriment un grand nombre de marqueurs phénotypiques mais
malheureusement il n’existe aucun marqueur qui leur est spécifique. Elles expriment des
marqueurs de la lignée macrophagique tels que le CD14, CD68, le CD11b le CD80, CD86 3¢
et le CD163 %7, Elles n’expriment pas le CD3 ou le CD19 ce qui permet de les exclure des
lignées B et T **2°¢, On retrouve aussi sur les NLC des marqueurs de cellules stromales tels
que la vimentine et STRO-1 a faible niveau **. Enfin, elles expriment faiblement le CD33 et

sont CD1a négatives .

III.C.1 Localisation tissulaire chez le patient

Longtemps observées seulement in vitro, les NLC commencent a étre bien caractérisées
in vivo chez le patient atteint de LLC. En 2011, une coupe histologique de ganglion lymphatique
de patient montre qu’il existe dans ce tissu une population cellulaire CD163" au sein et autour
des pseudo-follicules 27 (Figure 41), résultat confirmé plus tard dans une autre étude 2°®. Depuis
de nombreuses études ont montré qu’il existait au sein des ganglions lymphatiques et de la
moelle osseuse des cellules présentant tous les marqueurs caractéristiques des NLC obtenues in
vitro 2° *7. Ainsi, il existe dans ces deux tissus des cellules CD68" et indoleamine 2-3

9

259,260 semblable aux NLC obtenues in vitro >°.

dioxygénase (IDO) positives

Néanmoins, aucun de ces marqueurs, lorsqu’il est utilisé seul, n’est spécifique des NLC. De

nouvelles études sur des coupes histologiques avec des co-marquages CD68 et CD163 semblent
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nécessaires afin de prouver que ces cellules observées in vivo correspondent bien aux NLC in

vitro.

Figure 41: Cellules CD163" (marron) au sein d'un ganglion de patient (la zone entourée correspond au pseudo-
follicule) (extrait de 2°7).

II1.C.2 Les macrophages associés aux tumeurs de la leucémie lymphoide chronique

Phénotypiquement les NLC présentent tous les marqueurs caractéristiques des TAM.
Elles sont CD14 positives et expriment ainsi de fortement le CD68, CD163 et le CD206 4> 2%¢-
258 Tout comme les TAM, elles présentent un faible niveau d’expression des molécules de
CMH de classe II telles que HLA-DRA et CD74 suggérant un défaut de leurs capacités de
présentation de 1’Ag %¢!. On retrouve aussi une forte transcription du géne FCGR2B (Fc
fragment of IgG, low affinity IIb, receptor) ce qui indique que les NLC ont un défaut de leur
capacité d’obsonisation %!, De plus, elles présentent de faibles niveaux de transcription de
genes typiques de M1 tels que LYZ codant pour le lysozyme, impliqué dans la dégradation des
bactéries gram positives 2°!. Typiquement les NLC ont un phénotype M2d tout comme les
TAM. Comme chez les TAM le Iénalidomide, agent immunomodulateur, est capable de
transformer ces NLC en M1, en restaurant leurs capacités de CPA, de phagocytose, et leur

production cytokinique pro-inflammatoire 22,

Les NLC présentent aussi d’autres points communs avec les TAM comme 1’expression de
I’'IDO ?¥. Cette enzyme, impliquée dans le métabolisme du tryptophane, est connue pour
moduler I’activation et la prolifération des lymphocytes T. Les NLC ont aussi un chémokinome
de M2/TAM avec une forte production de TGF-B, d’IL-10 de CCL17 et de CCL22 2°7-2%°_ Tout
comme les TAM, elles peuvent produire du VEGF 2.
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Enfin, la meilleure preuve que les NLC sont les TAM de la LLC est sans doute 1’étude
transcriptomique réalisée par L. Ysebaert. Lors de cette étude, 1’analyse par PCA (principal
component analysis) comparant des monocytes, des M1, des M2 et des NLC a en effet révélé

que les NLC avaient un profil transcriptomique de TAM like 2°7 (Figure 42).

Figure 42: Les NLC ont un profil transcriptomique de TAM like (extrait de 7).

IT1.C.3 Origine et différenciation

Les NLC proviennent de la différenciation des cellules CD14" du sang périphérique, en
contact avec des cellules leucémiques 2°%2%*. Cliniquement, on retrouve une corrélation entre
la monocytémie chez le patient et la différenciation des cellules CD14" en NLC in vitro 2. De
plus, le taux de différenciation des NLC est indépendant de la plupart des parametres clinico-
biologiques de la LLC mis a part la concentration en p2m 2%, Une autre publication indiquait
que les monocytes provenant de patients IgHV non mutés se différencieraient moins en NLC
in vitro, mais cette étude n’a pas pris en compte la monocytémie, qui pourrait expliquer ces
différences 2%°. Si les premiéres études montraient que les NLC étaient différenciées aprés

42,256, 264

quinze jours de culture avec les cellules leucémiques , 11 apparait aujourd’hui que leur

différenciation in vitro se fait en huit jours 2%.

Le profil transcriptomique des monocytes de patients LLC étant différent de celui de monocytes
de donneurs sains, notamment au niveau de leurs capacités phagocytiques et pro-

inflammatoires 2%°

, I’hypothése selon laquelle les NLC ne proviendraient pas d’une
différenciation active mais d’une prédisposition des monocytes de patients a été émise. En

mettant en contact in vitro des monocytes de donneurs sains avec des cellules leucémiques de
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patients, Bhattacharya a montré que ces monocytes « sains » étaient capables de se différencier
en NLC dites hétérologues. Ces NLC « hétérologues » ont un profil transcriptomique tres
proche des NLC différenciées a partir de monocytes de patients avec une faible expression de
HLA-DR, de lysozyme et une forte expression de FCGR2B ?¢!. De plus, ces NLC
« hétérologues » sont aussi capables d’inhiber I’apoptose des cellules leucémiques in vitro 2%’.

L’ensemble de ces résultats prouvent que la différenciation des NLC est bien un phénomeéne

actif et non pas une prédisposition des monocytes de patients.

Les mécanismes de différenciation sont quant a eux peu clairs mais deux mécanismes sont
d’ores et déja décrits. Le premier implique 1’enzyme NAMPT (nicotinamide
phosphotibosyltransferase) mais pas par son activité enzymatique. Cette enzyme est présente
dans le surnageant de lymphocytes activés et est en fait une adipokine présentant des effets
insuline like 2% 2% Elle est retrouvée en concentration plus importante dans le plasma de
patients que dans celui des donneurs sains. Le NAMPT extracellulaire sécrété par les cellules
leucémiques, active les cellules leucémiques qui produisent, suite a ce stimulus du CCL3
capable d’attirer les monocytes et de provoquer leur différenciation en cellules CD163" et
CD206". De plus, le NAMPT agit directement sur les monocytes selon un mécanisme mal
¢lucidé. Enfin, le NAMPT induit une production de cytokines anti-inflammatoires par les NLC
telles que I’'IL-6, I’IL-10 et CCL-3, ce qui indique que cette enzyme participe au maintien du
phénotype M2 des TAM 2%,

Le second mécanisme de différenciation des NLC est dépendant de sHMGBI (soluble high
mobility group box 1). HGMBI, une alarmine, est une protéine nucléaire trés conservée, qui
peut étre secrétée par les cellules de I’immunité innée ou relarguée passivement par les cellules
lors d’une mort nécrotique 2’% 27!, sHMGBI, tout comme NAMPT, est présente en plus forte
quantité dans le sérum des patients que dans celui des donneurs sains. Le mécanisme d’action
indique qu’au début de la culture in vitro, la mort de certaines cellules leucémiques induit un
relargage de sHMGBI1. Cette molécule se lie alors a ses récepteurs TLR9 et RAGE
(receptor for advanced glycation endproducts) sur les monocytes et induit la différenciation en

NLC via une activation de phospho STAT-3 et de NF-KB dans la cellule leucémique.

Aujourd’hui, tous les mécanismes de différenciation décrits pour la différenciation des
monocytes en NLC impliquent des facteurs solubles, or il a été€ prouvé que cette différenciation
est contact-dépendante 2°. D’autres études sont donc nécessaires pour mettre en évidence les

mécanismes par lesquels le contact permet la différenciation des NLC.
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II1.C.4 Fonctions

III.C.4.1 Attraction des cellules leucémiques

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

chémokines qui agissent comme des chémoattractants pour les cellules leucémiques.

La premiére décrite fut CXCL12, une chémokine qui est normalement produite par les cellules
stromales dans la moelle, plus précisément au site de la différenciation B précoce ou elle permet
leur survie et empéche leur sortie précoce 2’22’*. Dans la LLC, CXCL12 est notamment produite
par les NLC et les cellules stromales ** 27>, CXCL12 est ainsi relargué dans le milieu
intercellulaire selon un gradient qui attire ainsi les cellules leucémiques via leur récepteur, le
CXCRA4. Une fois en contact avec les NLC, ces cellules diminuent leur expression de CXCR4
afin de rester en contact avec les NLC *. Il est intéressant de noter que les cellules leucémiques
CD38" et ZAP-70" migrent plus en réponse a CXCL12 malgré un méme taux d’expression de
CXCR4 sur les cellules ZAP-70" ou ZAP-70° ?’°. On retrouve ainsi dans les cellules
leucémiques une activation plus longue de la voie de signalisation d’ERK en réponse au
CXCL12 chez les cellules ZAP-70" 2”7, Enfin, lors de la chémoattraction des cellules
leucémiques via CXCL12, et une fois celles-ci en contact avec les NLC, on observe sur les
clones leucémiques une diminution de la SIPR1 (sphingosine-1-phosphate receptor 1) et une
diminution de leur migration induite par SIP (sphingosine-1-phosphate) >’®. La SIP est un
sphingolipide bioactif, controlant la sortie ganglionnaire des lymphocytes 27%%% , La diminution
de son récepteur a la surface des cellules leucémiques permet a ces dernieres de rester en contact

avec les NLC afin de recevoir leurs signaux pro-survie 7%

Le méme type de mécanisme existe avec d’autres chémokines telles que CXCL13, exprimées
par les NLC, qui attirent les cellules leucémiques via son récepteur CXCRS 28!, La encore, il
s’agit d’un détournement d’un phénomene normal, car cette chémokine permet normalement le

recrutement des lymphocytes B dans les follicules 28 283,

Enfin, le couple CX3CR1 et son ligand CX3CLI est impliqué dans un double chémotactisme
284 car ces molécules sont exprimées a la fois par les NLC et les cellules leucémiques. Ainsi,
les cellules leucémiques migrent selon le gradient de CX3CL1 afin d’atteindre les NLC. De
plus, la fixation de son ligand sur CX3CRI1 sur le clone malin induit une surexpression de

CXCR4 favorisant encore ce chémotactisme %4,
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I11.C.4.2 Protection contre I’apoptose des cellules leucémiques in vitro

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

solubles et des interactions contact-dépendantes.

II1.C.4.2.1 Protection via les facteurs solubles

Concernant les facteurs solubles il est possible de différencier les cytokines des autres
facteurs solubles. La premicre cytokine décrite est CXCL12. Elle est produite par les NLC et
les protegent les cellules leucémiques de 1’apoptose. On observe, suite a la fixation de CXCL12
sur CXCR4, une activation des voies de signalisation d’Akt et d’ERK au sein de la cellule
leucémique. L’ajout de CXCL12 dans une culture de cellules leucémiques augmente leur
survie, ce mécanisme ne passant pas par une augmentation de la protéine anti-apoptotique Mcl-
1 #2:2% On peut aussi noter que CXCL13 et CX3CLI, les deux autres cytokines impliquées
dans le chimiotactisme des cellules leucémiques n’ont, quant a elles, aucun effet sur la survie

de ces cellules 281284,

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

favorise ainsi les NLC qui les protégent en retour >>°.

I11.C.4.2.2 Protection via des interactions contact-dépendantes

Concernant les mécanismes contact-dépendants, leur influence sur la survie des cellules
leucémiques est plus incertaine. Les NLC, comme les cellules leucémiques, expriment BAFF
(B-cell activating factor) et APRIL (A proliferation-inducing ligand) deux molécules de la
famille du TNF, impliquées dans la survie des lymphocytes B 2%, La fixation de ces molécules
sur leurs récepteurs induit dans la cellule tumorale une surexpression de Mcl-1 via une

activation de la voie canonique de NF-KB et non via les voies ERK et Akt. Malheureusement,
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I’expérience consistant a bloquer directement BAFF et APRIL afin de démontrer que ces
molécules sur les NLC favoriseraient la survie des cellules leucémiques n’a pas été réalisée, ce
qui laisse un doute sur leur role dans ces effets. De plus, I’expression de BAFF et APRIL semble
dépendante de I’ancrage des NLC a la MEC. Ainsi, lorsque que I’on diminue 1’expression de la
galectine 1, une lectine liant le B galactoside, on inhibe ’expression de BAFF et APRIL 2%, On
peut noter qu’il existe un effet additif entre BAFF, APRIL et CXCL12 sur la survie des cellules
leucémiques mais que 1’ensemble de ces facteurs ne suffit pas a expliquer la totalité de I’effet

pro-survie des NLC 2%* (Figure 43).
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Figure 43: BAFF, APRIL et CXCL12 sont moins efficaces que les NLC pour protéger les cellules leucémiques de
l'apoptose (extrait de 264).

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

cellules leucémiques n’est pas claire. De plus, les geénes correspondant aux protéines de la
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signalisation du BCR ne sont pas surexprimés dans le transcriptome suite a la co-culture avec
les NLC 2%7. Néanmoins, CCL3 et CCL4 étant des chémoattractants pour les lymphocytes 5%
289 on peut tout a fait émettre I’hypothése que les cellules leucémiques en contact avec les NLC
sécreteraient ces facteurs soluble ce qui permettrait une attraction supplémentaire des cellules

leucémiques vers les NLC et favoriseraient leur survie par un autre mécanisme.

Les NLC expriment aussi CD31 °°. En interagissant avec son récepteur CD38 présent sur les
cellules leucémiques, il délivrerait ainsi un signal de survie aux cellules leucémiques 2°% 21,
Actuellement, le role du couple CD31/CD38 pour inhiber 1’apoptose des cellules leucémiques
fait encore débat, certaines publications ayant montré que ce couple n’avait aucune influence
292 La rencontre de CD31 et de CD38 provoque aussi au sein de la cellule leucémique une
surexpression de CD100 et une sous-expression de CD72, deux ligands de Plexin-Bl,
respectivement de forte et de faible affinité. L’interaction forte de Plexin-B1 et de CD100,

délivrerait ainsi un signal pro-survie aux cellules leucémiques 2% 3.

Les cellules leucémiques de patients [gHV non mutés sont plus sensibles a I’apoptose in vitro
bien que ces malades aient un plus mauvais pronostic >**. En effet, ces cellules quand elles sont
cultivées seules, présentent un plus faible niveau de Bcl-2 et une inactivation de la voie NF-KB
294 Cependant, cette apoptose accrue peut étre inhibée par des signaux du microenvironnement.
De plus, comme nous I’avons vu précédemment, ces cellules sont plus attirées par les
chémoattractants sécrétées par les NLC 277, L’ensemble de ces résultats suggére que les cellules
leucémiques de patients IgHV non mutés ne sont pas plus résistantes intrinsequement, mais
plus dépendantes de leur microenvironnement. On peut émettre ’hypothese que la gravité des
patients IgHV non mutés pourrait étre expliquée par ce méme microenvironnement et par la

capacité des cellules leucémiques a rester en contact avec celui-ci, tout du moins en partie.

II1.C.4.3 Favorisation de ’immunoéchappement

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

I’immunoéchapppement.

Via leur production de cytokines telles que I’IL-10, le TGF-f, on observe ainsi que le surnageant
provenant de la coculture NLC/ cellules leucémiques de patients Binet stade A, provoque

I’expansion des lymphocytes Treg. L’ensemble Treg et facteurs solubles de coculture inhibent
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ainsi I’expansion des lymphocytes T CD4" et CD8" %7, De maniére similaire, une expansion
des Treg a été observée chez tous les patients indépendamment du stade de Binet avec une
implication supposée des facteurs solubles. Les NLC via la production et I’expression d’IDO
et ’IL-10 ont en elles-méme une activité immunosuppressive capable de moduler la
prolifération et I’activation des lymphocytes T 2°°. De plus, les lymphocytes T en contact avec
des NLC expriment de plus forts taux de PD-1, molécule délivrant des signaux inhibiteurs aux
cellules T, lorsque cette coculture est faite avec du NAMPT 2. Ce résultat nous montre que les
cellules leucémiques qui favorisent les cellules pro-tumorales, favorisent en méme temps leur

survie de maniére indirecte, car les NLC inactivent les lymphocytes T.

De maniére paradoxale, les NLC attirent et activent aussi des lymphocytes T CD4" via
CXCL12. Cependant lorsque les cellules leucémiques sont en contact avec ces lymphocytes T
CD4", on observe une augmentation de leur prolifération in vitro indiquant que dans ce cas les

lymphocytes T CD4" ont un effet pro-tumoral 2%,

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

microenvironnement devenant de plus en plus pro-tumoral.

I11.C.4.4 Role dans la pathogénése et dans I’évolution de la leucémie lymphoide chronique

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

Leukemia 1) peuvent nous éclairer sur ce sujet.

Le mod¢le appelé EUTCLI1 repose sur la surexpression de TCL1 dans la lignée B en le placant
sous la dépendance de la région régulatrice « enhancer » des Ig (Ep). Régulateur de la voie
PI3K/Akt, chez I’ Homme, la surexpression de TCL1 dans les cellules leucémiques est associé

au statut IgHV muté et ZAP-70" ?7. Les souris EuTCL1 montrent une accumulation
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progressive de lymphocytes B CD5" IgM* avec un BCR stéréotypique et réactif contre des auto-
Ag et des Ag microbiens 28, Cliniquement, on observe une infiltration de ces cellules au niveau
du péritoine, de la rate puis de la moelle osseuse pour aboutir a une maladie symptomatique et

agressive avec adénopathies et hépato/splénomégalie vers 20 mois 2.

Afin de confirmer le réle des macrophages dans la LLC, les souris EUTCLI furent croisées avec
des souris MIF”~ (macrophage migration inhibitor factor). MIF est une cytokine pro-
inflammatoire principalement sécrétée par les macrophages suite a divers stimuli 2°. Elle
permet notamment une activation des lymphocytes B et le recrutement des cellules my¢loides
pour maintenir les B matures au sein de la moelle osseuse 2% 3!, Chez les souris EuTCL1"*
MIF™", on observe une augmentation de la survie globale avec une diminution de I’hépato-
splénomégalie sans modification de la lymphocytose. Au sein de la rate, on observe une
diminution des cellules CD68" décrites comme TAM dans cette publication %2, Cette
diminution semble étre due a une diminution du potentiel migratoire des macrophages,

notamment via CCL4 connu pour étre produite par les cellules leucémiques 32,

Les souris EuTCL1 furent aussi croisées avec des souris RhoH 7~ . RhoH est un membre de la
famille des GTPases spécifique de la lignée hématopoiétique et est impliqué dans les
hémopathies malignes B 33-3%, Chez les souris EuTCL1™ RhoH™", les cellules leucémiques
migrent moins bien suite aux stimuli délivrés par CXCL12 et CXCL13 et il s’établit un mauvais
contact de ces cellules avec les NLC de souris CD68". Cliniquement, on observe une diminution
de Dinfiltration médullaire, une diminution de la lymphocytose et une diminution de la

splénomégalie, associées a une meilleure survie des souris 3%’

L’ensemble de ces résultats, nous permettent de tirer quelques conclusions indirectes sur I’effet
des NLC dans la pathogénese et I’évolution de la LLC. Lorsque I’on a une diminution du
nombre de NLC, ou un mauvais recrutement des cellules leucémiques au sein des organes
lymphoides secondaires, chez la souris, on observe une diminution de la taille des organes
lymphoides secondaires avec une maladie plus indolente et une survie plus longue des animaux.

Les NLC semblent donc augmenter 1’agressivité de la maladie.
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III.C.5 Impact pronostique

I1 existe tres peu d’informations sur 1I’impact pronostique chez ’Homme des NLC dans
la LLC. On peut néanmoins relever deux études qui traitent de I’impact des NLC de maniere

plus ou moins claire.

La premiére publication concerne CCL3 3%, Dans la LLC, la production de CCL3 est
augmentée lorsque les cellules leucémiques sont co-cultivées avec des NLC ou lorsqu’elles sont
activées comme nous 1’avons vu précédemment ', La concentration plasmatique de CCL3
est augmentée chez les patients comparés aux donneurs sains 3312, De plus, en séparant les
patients en deux groupes, I’un pour une concentration sérique de CCL3 inférieure a 10 pg/mL
et ’autre supérieur a ce taux, Burger et son équipe ont montré que les patients avec un taux
¢levé de CCL3 étaient de plus mauvais pronostic. En effet, cette forte concentration est associée
a une maladie avancée, les patients présentant des stades de Rai élevés, des statuts IgHV non
mutés, une positivité du CD38 et de ZAP-70, de fortes concentrations de fm et des caryotypes
avec des délétions 11q22-23 et 17p13. Enfin, ils ont montré que ce fort taux est corrélé a une
durée avant traitement réduite °®. Burger et al nous fournissent ainsi une preuve indirecte de
I’impact des NLC sur la durée avant traitement, une forte infiltration par les NLC induisant la
production de fort taux de CCL3.

La seconde publication concerne sHMGB1 2%°. Ce facteur permet la différenciation des
monocytes en NLC, et est augmenté chez les patients Binet B et C ce qui pourrait indiquer qu’il
y a plus de NLC aux stades tardifs de la maladie. Des études sur des tissus « micro-arrays » de
ganglions lymphatiques de patients ont montré qu’une forte infiltration (supérieure a 10 %) est
associée a une survie globale des patients plus courte. Néanmoins, deux critiques majeures
peuvent €tre émises a propos de ces résultats. Tout d’abord, en effectuant un simple marquage
CD68" sur ces coupes, les auteurs ont probablement surestimé le nombre de NLC, car comme
nous ’avons vu précédemment, il existe des cellules CD68" non myéloides >°!. Ensuite, cette
étude a été réalisée sur des tissus « micro-arrays » et peuvent ne pas étre totalement

représentatifs de I’ensemble du ganglion.

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

ganglionnaire entiére.
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IT1.C.6 Effets sur les thérapies utilisées dans le traitement de la leucémie lymphoide
chronique

Si I’'impact pronostique des NLC semble probable, ses effets sur les traitements de la

LLC sont pour le moins peu décrits.

II1.C.6.1 Effets sur les thérapies classiques

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

I’impact des NLC sur ces thérapies.

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

trés faible nombre de patients.

La seconde concerne ’effet des NLC sur un traitement a la dexaméthasone et au chlorambucil
(Chloraminophéne ®) 3!4. La dexaméthasone est un corticoide utilisé notamment dans le
traitement des patients avec de forte atteintes ganglionnaires ou lors de complications auto-
immunes. Le chlorambucil quant a lui est une moutarde a 1’azote, utilisé chez le patient tres agé
ou en rechute apres plusieurs lignes. Ces deux thérapies ont une efficacité modeste mais
significative dans la LLC. Filip et a/ ont observé que ces deux thérapies n’ont que peu d’effets
sur la survie des NLC 3'*. De plus, les NLC permettent de protéger partiellement les cellules

leucémiques contre ces drogues, notamment via CXCL12 31,

Les NLC semblent donc pouvoir protéger, ou non de certains médicaments utilisés dans le

traitement de la LLC.
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I11.C.6.2 Effets sur Pefficacité des petites molécules

L’ibrutinib, perturbe les interactions du clone leucémique avec son microenvironnement
315 Les cellules leucémiques sont ainsi moins sensibles aux stimuli délivrés par CXCL12 et
CXL13 et leurs capacités d’adhésion sont elles aussi diminuées '*®. De méme, la survie de ces
cellules induite par BAFF est diminuée, a des doses trés élevées et non relevantes cliniquement
126 Enfin, en bloquant la signalisation du BCR, 1’ibrutinib permet d’induire 1’apoptose de

cellules leucémiques, malgré le contact avec les NLC 7.

L’idé¢lalisib, perturbe lui aussi les interactions entre les cellules leucémiques et leur
microenvironnement !>, Il induit un défaut de migration des cellules leucémiques via CXCL12
et CXCL13, une diminution de la production de CCL3 et CCL4 par ces mémes cellules grace
a un blocage de la signalisation dépendante du BCR 3!, Enfin, concernant les NLC, le

traitement par 1’idelalisib induit une apoptose des cellules leucémiques >'¢.

Une étude semble donc nécessaire pour savoir si les NLC pourraient favoriser la survie des
cellules leucémiques, méme a un faible niveau quand ces cellules sont traitées par de 1’ibrutinib
ou de I’idélalisib a des concentrations relevantes, similaires a celles observées in vivo chez le

patient traité.

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

Au vu de leur role aussi bien dans la physiopathalogie que sur le pronostic des patients,

deux stratégies ont d’ores et déja été utilisées pour cibler les effets des NLC.

La premiére consiste a promouvoir la différenciation des monocytes en M1 anti-tumoraux
plutot qu’en NLC, grace au lénalidomide, qui permet notamment de restaurer les fonctions
cytotoxiques des lymphocytes T dans la LLC *'73!°, Ainsi, in vitro, cette drogue permet non
seulement d’augmenter 1’adhésion des cellules CD14" lors de co-culture avec des cellules
leucémiques mais aussi de diminuer la migration de ces monocytes suite a des stimuli
cytokiniques tels que CCL2 et CLL3. Le profil transcriptomique de ces cellules traitées par
Iénalidomide montre une activation des génes codant pour des protéines impliquées dans les
réponses immunitaires, 1’activation et la prolifération des cellules T et les mécanismes de

présentation de I’Ag. Phénotypiquement, ces cellules ont un phénotype de M1 avec une plus
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forte expression de marqueurs spécifiques tels que MAC-1 (Macrophage-1 antigen) et CD11b
et une plus faible expression de marqueurs de M2 tel que le CD163. Les capacités de ces cellules
traitées sont aussi modifiées. On observe que ces cellules sont de nouveau capables de stimuler
la prolifération T indiquant que leurs capacités de CPA sont restaurées. De plus, leurs capacités
phagocytiques sont elles aussi augmentées. Enfin leur profil cytokinique est proche de celui des
M1, avec une forte expression de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-2 et s’¢loigne de
celui des M2 avec une diminution de la production de cytokines anti-inflammatoires telles que
’IL-10 262, L’ensemble de ces résultats indique que les monocytes de LLC peuvent, lors du

traitement par Iénalidomide, devenir des M1.

L’autre stratégie vise le récepteur CXCR4 qui se lie a CXCL12, la chémokine produite
par les NLC est impliquée dans la migration et la survie des cellules leucémiques **. Ainsi les
deux antagonistes de CXCR4, ’AMD?3100 et le T41 qui sont de petits peptides, diminuent la
migration des cellules leucémiques induite par CXCL12 3?°. Parallélement, on observe une
diminution de I’activation des voies de signalisation dépendantes de Erk au sein de ces cellules
conduisant a un antagonisme des effets pro-survie des cellules du microenvironnement telles
que les NLC via une diminution de I’expression de Mcl-1 et de FLIP, deux protéines anti-

apoptotiques 2% 321

. L’ensemble de ces travaux indiquent clairement qu’en inhibant la
migration et les effets pro-survie de CXCL12, les antagonistes de CXCR4 permettent de
combattre les effets pro-survie des NLC. L’AMD3100 ou PERIXAFOR ® est actuellement en
essai clinique de phases I et Il notamment dans le traitement de la LLC en rechute en association
au rituximab (NCT00694590), en association avec le Iénalidomide (NCT01373229), ou dans la
mobilisation des cellules souches en pré-greffe de moelle osseuse (NCT01076270,
NCTO01408043, NCT01097057, NCT01610999, NCT00241358, NCT01068301). Les résultats

des études de phase Il permettront de connaitre I’efficacité de cette molécule et donc son intérét

futur dans le traitement de la LLC.

Aujourd’hui aucun travail n’a ciblé directement les NLC ou leurs interactions avec les cellules

leucémiques afin de contrer leurs effets pro-survie. Un tel travail serait intéressant a réaliser.
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ITII.C.8 Les « nurse-like cells », des cellules spécifiques de la leucémie lymphoide
chronique ?

Cette question, volontairement provocatrice, s’appuie sur deux publications. Dans la
premicre, Bhattacharya et son équipe ont montré qu’il existait au sein des ganglions de donneurs
sains des cellules CD14*, CD68" tout comme les NLC chez le patient 2. De méme, leur étude
montre qu’in vitro, les cellules CD14" de donneurs sains en contact avec des lymphocytes B
normaux peuvent se différencier en cellules NLC « like », appelées NLC « saines », exprimant
BAFF, APRIL et CD31. Ces cellules sont capables de promouvoir la survie des lymphocytes
B, tout comme les NLC promeuvent la survie des cellules leucémiques 2%’. Les NLC ne seraient
en fait que des macrophages similaires a ceux observés chez les donneurs sains et donc
absolument non spécifiques de la LLC. Néanmoins dans une deuxiéme publication parue la
méme année, ces méme auteurs ont montré que les NLC différent de ces NLC « saines »
notamment a cause d’une diminution de I’expression des molécules de CMH de classe 11 telles
que HLA-DR et CD74, une diminution de la production de lysozyme et une augmentation de
’expression de FCGR2B ¥22. Au niveau transcriptomique, les NLC sous-expriment différentes
voies de signalisation par rapport aux NLC « like » notamment celle de la présentation de I’Ag,
de la dégradation des bactéries gram+ et celle de la captation des particules opsonisées **2. Ces
voies de signalisation étant typiques des M1, on peut raisonnablement penser que les NLC sont
des M2 tandis que les NLC « saines » sont plus des M1. Les critiques majeures de ces
publications sont : 1) les méthodes de culture in vitro ne sont absolument pas relevantes de ce
que I’on observe chez le patient. En effet, les auteurs ont utilisé un ratio de deux lymphocytes
B/cellules leucémiques pour un monocyte ce qui n’est jamais observé chez le patient. ii) Les
auteurs n’ont pas observé si les NLC pouvaient ou non promouvoir la survie des lymphocytes

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

Une étude déterminant si, & un ratio entre lymphocytes B/cellules leucémiques et monocytes
identique a celui observé chez le patient, les NLC et les NLC « like » pourraient promouvoir la
survie des cellules leucémiques et des lymphocytes B semble nécessaire afin de déterminer la
spécificité des NLC dans la LLC. Enfin, il serait intéressant d’effectuer des co-marquages CD68
et CD163 sur des ganglions de donneurs sains afin d’observer si ces cellules CD14", CD68"

partagent ou non ce marqueur plus spécifique des TAM, avec les NLC.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Malgré les avancées thérapeutiques de la derniére décennie, la LLC reste toujours une
maladie incurable. Si le caryotype ou les mutations récurrentes des cellules leucémiques ont
des impacts pronostiques bien définis dans la maladie et permettent une prise en charge
personnalisée des patients, 1I’influence du microenvironnement tumoral de la LLC, notamment
des TAM, reste encore peu étudié. Les NLC, qui sont bel et bien les TAM de la LLC, ont ainsi
un impact pronostique incertain. En effet, les NLC résident dans les ganglions lymphatiques et
ne sont pas présentes dans le sang périphérique. Or, ces ganglions ne sont que trés rarement
prélevés dans la LLC, ce qui peut expliquer en partie le faible nombre de publications les
¢tudiant. D’autre part, cet impact pronostique ne fut observé que via des marqueurs indirects de
NLC, tel que CCL3 3% et sHMGB1 2° produits par les cellules leucémiques, ou par une étude
de tissus « micro-arrays » de ganglions, peu représentatifs du ganglion entier, marqués au
CD68, peu spécifique de TAM 2%°, Une étude s’intéressant clairement a I’impact pronostique

des NLC manque donc cruellement.

L’objectif principal de mon travail de these a été de déterminer I’impact pronostique des
NLC dans la LLC. Pour cela, nous avons corrélé I’infiltration ganglionnaire par des NLC a la
progression de la maladie sur 27 ganglions. Afin de conforter cette corrélation, nous avons
observé si les facteurs solubles relargués par les NLC pouvaient €tre associés a des marqueurs
pronostiques précédemment établis dans la LLC et si ces marqueurs pouvaient prédire
I’évolution de cette pathologie, afin de trouver un marqueur pronostique simple d’acces,
potentiellement réalisable en routine hospitaliere, reflétant les NLC et leurs effets sur

I’agressivité de la LLC.

Le role chimioprotecteur des NLC est lui aussi peu clair notamment vis-a-vis des
nouvelles thérapies. Ainsi, si les NLC peuvent protéger in vitro de la déxaméthasone et du
chlorambucil 3?3, elles n’ont en revanche aucun effet protecteur lors du traitement par

fludarabine 313,

Nous avons donc voulu connaitre les effets potentiels de 1’ibrutinib, I'une des nouvelles
thérapies dans le traitement de la LLC, sur les NLC. Nous avons donc étudi€ si, lorsque les

patients sont traités, il y avait une modification de la localisation, de la différenciation ou du
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phénotype des NLC. Puis nous nous sommes intéressé€s aux potentiels effets chimioprotecteurs
des NLC sur les cellules leucémiques, lorsque celles-ci sont traitées in vitro par les agents

classiquement utilisés dans le traitement de la LLC.
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MATERIELS ET METHODES

Culture et préparation cellulaire

Les prélévements sanguins ont été obtenus apres un consentement éclairé et ils ont été
stockés dans la bibliothéque HIMP. En accord avec la loi frangaise, la bibliotheque HIMP est
déclarée au Ministere de I’Education Supérieure et de la Recherche (DC 2008-307 collection
1). Elle a aussi obtenu un agrément de transfert apres 1’approbation du « Comité de Protection
des Personnes Sud-Ouest et Outremer II ». Les données biologiques et cliniques de ces

prélevements ont été déclarées a la CNIL (Comité National Informatique et Libertés).

Les PBMC (Peripherical Mononuclear Cells) sont isolées apres centrifugation par gradient de
densité a partir des prélévements sanguins provenant de patients, traités ou non, ou de donneurs
sains. Les PBMC sont cultivées a forte densité (10.10%/mL dans des plaques de culture 6 puits,
4mL par puits) pendant quinze jours a 37°C avec 5% de CO; dans du RPMI-1640 supplémenté
avec 10% de sérum de veau feetal inactivé (Gibco BRL, Rockville, MD, USA), de la pénicilline
a 100U/mL, de la streptomycine a 100pg/mL (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) et 2mM de
L-glutamine (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA).

Les NLC « saines » sont obtenues apres quinze jours de culture de PBMC de donneurs sains.
Les NLC sont obtenues apres quinze jours de culture de PBMC de patients.

Les NLC « hétérologues » sont obtenues par coculture de cellules CD14", purifiées a partir de
PBMC de donneurs sains (Dynabead Untouched Human Monocytes Kit, Invitrogen, France),
avec les PBL (peripherical blood lymphocytes) de patients & un ratio de 0.7% de monocytes et
de 99.3% de PBL.

Les PBL sont séparés des NLC par de multiples pipetages vigoureux. Les cellules adhérentes
(NLC, NLC « hétérologues » et NLC « saines ») sont obtenues aprés décrochage en utilisant

un « cell scraper ».
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Détermination du statut IgHV, des anomalies caryotypiques et des
mutations récurrentes

La détection de toutes ces anomalies est effectuée au laboratoire de cytogénétique du

CHU de Toulouse Purpan.

Le statut [gHV est déterminé en séquencant les produits de PCR générés par la combinaison
des peptides « leader » de la famille VH avec des primers spécifiques (FKS LS VHI a
FKS LS VH6) contenant la séquence consensus JH (B2 _JHcons).

Le caryotype est obtenu a partir des cellules du sang périphérique cultivées 72h avec des
oligonucléotides CpG DSP30 (250nM) et de I’'IL-2 (20UI/mL). La FISH est réalisée sur les

noyaux cellulaires en interphase et en métaphase via la méthode du marquage en bandes R.

Les « hotspots » mutationnels des génes 7P53 (exons 4-9, RefSeq NM_000546.5), SF3B1
(exons 14-16, RefSeq NM 012433.2), NOTCH1 (exon 34, RefSeq NM _017617.2), MYDS88
(exon 5, RefSeq NM _002468.4) et BRAF (exon 15, RefSeq NM 004333.4) sont analysés par
PCR dans un LightCycler LC 480 (Roche, Basel, Suisse). Les séquences des primers sont
fournies dans la Table 7. Pour TP53, SF3B1, MYDS8S et BRAF les mutations sont validées par
séquencage par la méthode de Sanger des amplicons retrouvés positifs par PCR (3130 XL
Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Pour les patients présentant
une délétion 17p, le s€quengage de 7P53 est systématiquement réalisé. Les mutations 7P53 et
les délétions TP53 sont regroupées et appelées altérations de 7P53. La mutation NOTCH1 est

validée par €lectrophorese capillaire des amplicons.
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Gene Exon Details
S : CTGCACCAGCAGCTCCTACA

= AS : CAGGCATTGAAGTCTCATGGAA
on s S : CAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTAC
AS : GTCGTCTCTCCAGCCCCAGC
on 6 S: CCTCTGATTCCTCACTGATTGC
AS : CTTAACCCCTCCTCCCAGAG
52 | Bon7 S : CCTCATCTTGGGCCTGTGTTA
AS : GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
Eon 8 S:TTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGA
AS : GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT
om0 S: CCTTTCCTTGCCTCTTTCCT
AS : CCACTTGATAAGAGGTCCCAAG
Eon 10 S: TCCCCCTCCTCTGTTGCT
AS : GAATCCTATGGCTTTCCAACCTAG
Eon 14 S: GTCTGGCTACTATGATCTCTACCATGA

AS : GATGTGGCAAGATGGCACAG
S : TGAATAGTTGATATATTGAGAGAATCTGGA
AS : AGGTAATTGGTGGATTTACCTTTCC
S: TGTGTTAAAGCCTTTATGGAAGGGTAT
AS : ACATATCCAGTTTACATTAACAAATCTGGA
S : GTGACCGCAGCCCAGTTC
AS : GGCGATCTGGGACTGCAT
S : GGGGGATGGCTGTTGTT
AS : TGGACAGGCAGACAGAT
S:CTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAG
AS : TGGATCCAGACAACTGTTCAAA
Table 7: Détails des amorces utilisées pour le séquengage des mutations récurrentes (S : séquence « sens », AS :
séquence « antisens »).

SF3B1 Exon 15

Exon 16

NOTCH1 | Exon 34

MYD88 Exon 5

BRAF Exon 15

Cytométrie en flux

Les Ac monoclonaux utilisés sont : Ac anti-CDS5 (PC7), Ac anti-CD14 (ACP-Cy7), Ac
anti-CD68 (PE), AC anti-CD163 (APC), Ac anti-APRIL (PE), Ac anti-BAFF (PE) et leurs
contrdles isotypiques respectifs, obtenues chez Biolegend (Ozyme, France) ; Ac anti-CD11b,
Ac anti-CD16 (APC-Cy7), Ac anti-CD31 (Alexa fluor 647), Ac anti-CD86 (APC), Ac anti-
CD163 (PE), Ac anti-CD33 (FITC) et leurs controles isotypiques respectifs obtenues chez BD

Biosciences (France).

Pour les marquages extracellulaires, les cellules sont incubées avec Sug/mL d’Ac ou d’isotype
controle pendant 20 minutes a 4°C dans du PBS (phosphate buffer saline) supplémenté avec
5% de sérum de veau fcetal inactivé, puis lavées et analysées avec un cytometre en flux BD

LSR II (BD Biosciences, Pont de Claix, France).

Pour les marquages intracellulaires, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 2% et

perméabilisées avec de la saponine 1%. Ensuite, les cellules sont incubées 30 minutes a 4°C
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avec les Ac spécifiques ou leurs contrdles isotypiques respectifs, lavées puis analysées avec le

méme cytometre.

Les données de cytométrie sont traitées en utilisant le logiciel BD Diva ®.

Viabilité cellulaire

Les PBL de donneurs sains ou de patients sont cultivés a IM/mL avec des NLC, des
NLC « hétérologues », des NLC « saines » ou seuls pendant 12 jours. La viabilité des cellules
leucémiques ou des lymphocytes B est évaluée tous les deux jours via leur capacité a exclure

I’iodure de propidium.

Expression génique

Les ARN totaux des NLC et des NLC « hétérologues » sont isolés en utilisant du TRIzol
(Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK). La qualit¢ de ces ARN est contrdlée avec un
Agilent Bioanalyser (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) aprés une dénaturation a
70°C pendant deux minutes. Les analyses transcriptomiques sont réalisées en utilisant 1 a 3 ug
d’ARN totaux, amplifiés et marqués suivant le protocole « one-Cycle Target labeling »
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Les ARN complémentaires marqués de ces échantillons
sont ensuite fragmentés et hybridés a une puce Affymetrix GeneChip arrays HG-U133 2.0. Les
puces sont ensuite lavées, scannées et analysées avec le logiciel GeneChip Operating Software
® (Version 1.1, Affymetrix) au sein de I'institut de recherche en biothérapie de Montpellier
(CHRU-INSERM-UM1 Montpellier). Les données brutes de transcriptomique (fichier
Affymetrix CEL) de NLC et de NLC « hétérologues » sont normalisées avec le logiciel RMA
et les 54676 probset sont réduits a 20606 genes en utilisant le logiciel GSEA (GSEA,
http://www.broadinstitute.org/gsea), puis les NLC furent comparées aux NLC « hétérologues »

avec un test de Student avec une correction de Welsh et un fold change de 1.5.
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Immunohistochimie et microscopie confocale

Les échantillons de ganglions lymphatiques de patients ou d’amygdales réactives fixés
dans 10% de formaline, proviennent de la banque de tissus du service d’anatomopathologie de

I’hopital Toulouse Purpan collectés entre 2000 et 2011.

Pour I’immunohistochimie, des sections de 3um d’épaisseur furent marquées avec de
I’hématoxyline et de I’éosine, un Ac anti-CD163 (clone 10D6 dilué au centieme, Dako) et par
un Ac anti-Ki67 (clone MIB-1 dilué au centieme, Dako). Les coupes ainsi marquées furent
scannées avec un 20X/NAO0.80 Zeiss Plan-Apochromat et les images furent acquises par une
caméra couleur de trois CCD de deux mégapixels (CIS Cam ref VCC-F52U25Cl, CIS America,
Tokyo, Japon). Apres avoir délimités manuellement les centres de proliférations au sein de
chaque ganglion de patient via le marquage Ki67, les cellules CD163" de chaque ganglion

furent comptées par une anatomopathologiste du CHU de Toulouse.

Pour la microscopie confocale, les échantillons furent prétraités dans un bain de citrate de
sodium (0.1M, pH=6) puis perméabilisés avec de la saponine 1%. Ensuite, ils furent marqués
par un Ac anti-CD68 (clone PGM1 dilué au vingtiéme, Dako) et un Ac anti-CD163 (clone 10D6
dilué au dixieme). Un marquage en double couche fut effectué¢ avec des Ac de chévre anti-
souris (Ac couplé a 1’ Alexa fluor 488 ou a I’ Alexa 555) ou leurs contrdles isotypiques respectifs
pendant deux heures a température ambiante. Les lames furent ensuite montés et analysés en

utilisant un microscope confocal Zeiss LSM710 (Carl Zeiss, Marly le Roi, France).

Collection de sérums et ELISA

Les sérums furent obtenus par centrifugation des prélévements sanguins des patients

lors de leurs premiére visite dans notre centre et furent stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

Les ELISA (enzyme linked immusorbent assay) pour détecter le sCD163 (RD systems, UK), le
sHMGBI (Cusabio, Wuhan, Chine), et le sSCD68 (Wuhan, EIAb Science, Wuhan, Chine) furent
réalisés selon les instructions des fournisseurs respectifs sur les sérums de patients ou de

donneurs sains.
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Numération formule sanguine

Les NFS furent réalisées par le laboratoire d’hématologie du CHU Toulouse Purpan par

cytométrie en flux.

Drogues

L’ibrutinib, I’id¢lalisib et le dasatinib furent obtenues chez Selleckchem ® (Houston,
Texas, USA). Le rituximab fut acheté chez Roche ® (Basel, Suisse). La bendamustine fut
obtenues chez Sigma-Aldrich ® (Saint-Louis, Missouri, USA). Toutes ces drogues furent
utilisées a des concentrations mimant les concentrations maximales observées chez les patients

lors des essais cliniques.

Analyses statistiques

Les variables continues sont résumées avec des statistiques descriptives telles que la
moyenne, la déviation standard et la médiane. Les variables catégorielles sont résumées via leur
fréquence et leur pourcentage. Un test de Fisher exact est utilisé pour comparer deux variables
catégorielles et un test de Wilcoxon est utilisé pour les variables continues. La corrélation de

Spearman est utilisée pour évaluer la corrélation entre deux variables continues.

Le temps avant premier traitement (TTFT) est défini comme le temps depuis le diagnostic
jusqu’a la premiere ligne de traitement si le patient en a regu une, ou censurée a sa derniere
visite. Le temps jusqu’a retraitement (TTNT) est défini comme la durée entre la premicre et la
deuxieme ligne de traitement, s’il en a regu une, ou censuré a sa dernicre visite. La survie
globale (OS) est définie comme la durée depuis le diagnostic jusqu’au déces du patient, s’il
décede, ou censurée a sa derniere visite. L’OS post-traitement est défini comme la durée depuis
la premiere ligne de chimiothérapie jusqu’au déces du patient, s’il décéde ou censurée a sa
derniere visite. La survie sans progression (PFS) est définie comme la durée entre la premiére
ligne de traitement et la rechute ou la mort du patient, si ces événements arrivent, ou censuré a
sa derniere visite. Tous ces parametres furent estimés par la méthode de Kaplan Meyer et un

test de log-rank fut utilisé pour comparer les différences entre les groupes.
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Les analyses statistiques furent réalisées avec les logiciels Prism ® et Statistica ®. Pour
I’ensemble de ces tests, les différences sont considérées comme significatives si elles sont

inférieures a 0.05 (* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001).
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I. Le taux de sCD163 est un facteur pronostique dans la leucémie
lymphoide chronique

Si le role des NLC in vitro est aujourd’hui clairement défini, leur impact pronostique
reste peu clair. En effet, CCL3 et sHMGBI, bien qu’ayant un impact pronostique, ne sont reliés
qu’indirectement aux NLC car ils sont produits ou relargués par les cellules leucémiques 2°*
3% De plus la seule étude histologique réalisée sur des ganglions lymphatiques de malade a été
réalisée avec un marquage CDG68, peu spécifique, et sur des tissus « micro-arrays », peu
représentatifs des ganglions entiers 2. Nous avons donc voulu déterminer clairement I’impact
pronostique des NLC dans la LLC. Pour cela, nous avons cherché quel pourrait étre le marqueur
le plus spécifique des NLC in vitro et in vivo. A 1’aide de ce marqueur, nous avons ensuite sur
des coupes histologiques de ganglions de patients, regardé s’il existait une corrélation entre
NLC et progression de la maladie. Puis, nous avons étudié si les facteurs solubles relargués par

les NLC et retrouvés dans le sérum, pouvaient étre associés a des facteurs pronostiques

précédemment établis dans la LLC et si leur taux pouvaient étre reliés a 1’évolution de la LLC.

I.A Caractéristiques des patients de I’étude

Toutes les caractéristiques clinico-biologiques des 94 patients de I’étude sont présentées
dans la Table 8 et la Table 9. Il s’agit d’une population de patients jamais traités. Le sex-ratio
est respecté, la majorité des patients sont Binet stade A. On observe une plus forte proportion
de patients [gHV non mutés que dans la population générale. Concernant les anomalies
caryotypiques dans notre cohorte, nous avons, par rapport a la population générale, peu de
délétion 13q14, un taux normal de délétion 11q22-23, 17p13, 6q, et de trisomie 12. Pour ce qui
est des mutations récurrentes, nous avons dans notre cohorte, plus d’altérations de 7P53, un
taux normal de mutations NOTCH1, SF3B1, BRAF et un faible taux de mutation MYDS8S par
rapport a la population générale des patients (Table 8).
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Caracteristics Category n (%)
Sex Female 29 (30.9)
Male 65 (69.1)
Binet Stage A 38 (40.4)
B 29 (30.9)
C 22 (23.4)
IgHV statuts Mutated 44 (46.8)
Unmutated 38 (40.4)
Cytogenetics Normal FISH 12 (12.8)
Trisomy 12 13 (13.9)
Deletion 13q 29 (30.9)

Deletion 6q 4(4.2)

Translocation IgH-Bcl2 4 (4.2)
Deletion 11q 11 (11.7)

Deletion 17p 6 (6.4)
Complex karyotype 15 (15.9)

Recurrents mutations SF3B1 5(5.3)
NOTCH1 14(14.9)

TP53 8 (8.5)

MYD88 1(1.1)

BRAF 1(1.1)

Table 8: Caractéristiques cliniques des 94 patients (variables catégoriques).

La Table 9 est typique d’une population hétérogéne de LLC, avec une lymphocytose et une

monocytose élevées.

Caracteristics Mean (SD) Median (range)
Age 66 (8.38) 66 (41-86)

Lymphocytosis (G/L) 60.81 (40.13) 55.3 (6.5-159.8)
Monocytosis (G/L) 1.27 (0.93) 1.02 (0-4.2)

Table 9: Caractéristiques cliniques des 94 patients (variables continues).

I.B L’analyse phénotypique révele que les NLC sont proches mais distinctes
des NLC « hétérologues »

Afin de déterminer le marqueur le plus spécifique des NLC, nous avons comparé les
niveaux d’expression des marqueurs phénotypiques sur des NLC, des NLC « hétérologues » et
des NLC « saines » générées préalablement par la méthode expliquée dans la Figure 44a.
Brievement, les NLC et les NLC « saines » ont €té générées apres 14 jours de culture de PBMC
de patients atteints de LLC ou de donneurs sains respectivement. Les NLC « hétérologues »
sont obtenues apres co-culture de monocytes de donneurs sains triés et de cellules leucémiques
de patients, le ratio monocytes/ cellules leucémiques étant choisi pour mimer celui observé chez
les patients. En se basant sur le phénotype des NLC (CD14°%, CD86"%, CD68"eh et CD1630ieh),

nous avons émis I’hypothése que I’'un de ces marqueurs pourrait étre spécifique des NLC
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comparativement aux autres types de NLC. Notre analyse a révélé que les NLC « hétérologues »
présentent un profil d’expression semblable a celui des NLC, tandis que ces deux types
cellulaires different trés fortement des NLC « saines ». En effet, si les NLC et les NLC
« hétérologues » présentent un profil phénotypique proche des TAM avec une forte expression
du CD68 et du CD163, les NLC saines présentent quant a elles un profil proche des M1 avec
une forte expression de CD14 et CD86 (Figure 44b). Le seul marqueur différenciant les NLC
des NLC « hétérologues », sur les onze étudiés, est le CD163, qui est plus fortement exprimé
sur les NLC. Cela indiquerait que le meilleur marqueur de NLC différentiées in vitro est le
CD163. De plus, nous avons réalisé une étude transcriptomique de trois NLC « hétérologues »
et de trois NLC. Par analyse supervisée, nous avons mis en évidence que ces deux types
cellulaires étaient trés proches avec seulement 0.13% de geénes différentiellement exprimés
(avec un fold change de 1.5) (Figure 44c). Ces expériences nous démontrent que le phénotype
des NLC provient majoritairement d’une corruption des cellules CD14" par les cellules

leucémiques et non pas d’une prédisposition des monocytes de patients.
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Figure 44 : Les NLC ont un profil d’expression phénotypique proche mais distinct des NLC « hétérologues » et
des NLC « saines ». (a) Les PBMC de patients (gauche) ou de donneurs sains (droite) sont cultivés pendant 14
jours, ou les monocytes purifiés de donneurs sains sont cultivés 14 jours avec des cellules leucémiques (centre)
(CLL NLC : NLC, Het-NLC : NLC « hétérologues », HD-NLC : NLC « saines »). (b) Analyse de I’expression de
différents marqueurs (MFI (moyenne d’intensité de fluorescence) (marqueur/ MFI contréle) a la surfaces des NLC
(m), des NLC « hétérologues » (A), ou des NLC « saines » (@) apres 14 jours de culture (9 expériences
indépendantes). (d) Analyse transcriptomique supervisée des transcriptomes de NLC et de NLC « hétérologues ».

(* : p<0.05, ** : p<0.01).
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I.C LES NLC et les NLC « hétérologues » favorisent la survie des cellules
leucémiques mais pas les NLC « saines »

Nous nous sommes ensuite intéressés aux capacités fonctionnelles des trois types
cellulaires. Pour cela, nous avons comparé leurs capacités a favoriser la survie de cellules
leucémiques ou de lymphocytes B normaux. Comme précédemment décrit, les taux
d’expression de CD31, BAFF et APRIL sur les trois types de NLC 27 sont identiques (Figure
45 :a). Par un test de survie, nous avons mis en évidence que seules les NLC et les NLC
« hétérologues » étaient capables de favoriser la survie des cellules leucémiques (Figure 45 :b).
En effet, en présence de NLC ou de NLC « hétérologues », la survie des cellules leucémiques
est significativement augmentée par rapport aux cellules leucémiques cultivées seules, tandis
que la co-culture avec des NLC « saines » ne provoque pas de variation de cette survie. Enfin,
aucun des types de NLC n’est capable de promouvoir la survie des lymphocytes B normaux

(Figure 45 :c).

Figure 45 : Les NLC et les NLC « hétérologues » favorisent la survie des cellules leucémiques. (a) Analyse de
I’expression de différents marqueurs (MFI (moyenne d’intensité de fluorescence) marqueur/ MFI contrdle) a la
surface des NLC (m), des NLC « hétérologues » (A ), ou des NLC « saines » (®) (3 expériences indépendantes).
(b) Pourcentage de viabilité des cellules leucémiques cultivées seules (x), ou avec des NLC (m), des NLC
« hétérologues » (A), ou des NLC « saines » (®) pendant 12 jours (3 expériences indépendantes). (c) Pourcentage
de viabilité des lymphocytes B cultivés seuls (x), ou avec des NLC (m), des NLC « hétérologues » (A ), ou des
NLC « saines » (@) pendant 12 jours (3 expériences indépendantes). (*** : p<0.001).
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Ces résultats, en contradiction apparente avec une publication précédente qui décrivait que les
NLC « saines » pouvaient favoriser la survie des lymphocytes B 27, peuvent s’expliquer par les
différentes méthodes de culture. Nous avons voulu utiliser un ratio monocytes/ cellules
leucémiques plus proche de celui observé en clinique, alors que dans cette publication, les
auteurs se sont placés a un ratio artificiel d’'un monocyte pour deux cellules leucémiques ou
deux lymphocytes B. Nos résultats suggerent quant a eux que 1’effet pro-survie des NLC ou des
NLC « hétérologues » est spécifique et résulte de I’éducation des monocytes par les cellules

leucémiques.

LD L’infiltration ganglionnaire par des cellules CD163" est associée a une
maladie progressive

Apres avoir déterminé qu’in vitro, le CD163 semble étre le marqueur le plus spécifique
des NLC, nous avons ensuite recherché si in vivo, il pourrait aussi étre le marqueur le plus

spécifique des NLC et quel pouvait étre I’impact pronostique de ces cellules chez le patient.

Nous avons donc examiné in vivo linfiltration des ganglions de donneurs sains
(amygdales réactives) ou des 27 ganglions de patients (Figure 46 :a). Chez les donneurs sains,
les macrophages CD163" sont confinés dans les zones sous-capsulaires, le long des sinus
lymphatiques et sont absents des zones B (Figure 46 :al). Chez les patients, on observe deux
profils d’infiltration ganglionnaire par les cellules CD163". Le premier montre une infiltration
présinusoidale (Figure 46 :a2), le second, une infiltration plus diffuse dans le parenchyme
ganglionnaire (Figure 46 :3). Pour confirmer qu’il s’agissait bien de NLC, nous avons effectué
un co-marquage CD68, CD163 sur ces mémes ganglions. Cette étude histologique a révélé que
ces cellules CD163" étaient toutes CD68™, tandis que les cellules CD68" n’étaient pas toujours
CD163", ce qui semble indiquer qu’in vivo, le CD163 est un meilleur marqueur de NLC (Figure

46 :b).
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Figure 46 : Infiltration des NLC au sein des ganglions lymphatiques. (a) Marquage CD163 (marron) sur des
ganglions sains (1) ou de patients (2-3) (x200). (al) Les cellules CD163" sont présentes dans les sinus et sont
exclues des centres germinatifs (rose) dans les ganglions de donneurs sains. (a2) Les cellules CD163" sont
majoritairement présentes le long des sinus et exclues des centres de prolifération dans les ganglions de patients.
(a3) Les cellules CD163" sont présentes dans tout le ganglion de patient, aussi bien dans qu’en dehors des centres
de prolifération. (b) Co-marquage CD68 (vert), CD163 (rouge) sur des sections ganglionnaires de patients.

De plus, ces deux profils d’infiltration sont corrélés a la progression de la maladie. En
effet, lorsque la maladie est progressive, une forte prolifération des cellules leucémiques au sein
des ganglions lymphatiques est mise en évidence par un fort marquage Ki67". Chez tous ces
patients, on observe une forte infiltration ganglionnaire par les NLC aussi bien dans qu’en

124



RESULTATS

dehors des pseudofollicules tandis que chez les patients pour lesquels on observe une faible

prolifération, les cellules CD163" restent confinées dans la zone sous-capsulaire (Figure 47 : a-
b).

Figure 47 : La distribution et la densité des cellules CD163" dans les ganglions de patients sont associées a la
progressivité de la maladie. (a) Images représentatives de la distribution et de la densité des cellules CD163" dans
les ganglions de patients (x100). (1-2) Infiltration périsinusoidale, (3-4) infiltration diffuse. Les NLC sont
marquées par le CD163 en marron et les centres de proliférations par le KI67* en rose. (b) Quantifications relatives
des cellules CD163* dans et en dehors des centres de prolifération en fonction de la progressivité de la maladie.
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Ces résultats indiquent clairement qu’il existe, au sein des ganglions lymphatiques de patients,
une population CD68" CD163" ressemblant aux NLC in vitro. De plus, Dinfiltration de ces

cellules au sein des ganglions semble liée a I’agressivité de la maladie.

I.E Les concentrations de sCD163, sCD68 et sHMGB1 sont augmentées dans
les sérums de patients comparés aux sérums de donneurs sains

Comme les prélévements ganglionnaires ne sont pas réalisés en routine dans la LLC,
nous avons cherché s’il existait des marqueurs solubles dans le sérum pouvant étre le reflet des
NLC présentes dans les ganglions. Notre attention s’est portée sur deux marqueurs de NLC
pouvant étre retrouvés sous forme soluble, le sSCD68 et le sCD163. Nous avons décidé d’étudier
aussi le sHMGBI, qui favorise la différenciation des monocytes en NLC. Comme montré dans
la Figure 48 :, ces trois marqueurs sont significativement augmentés dans le sérum de patients

comparés a celui de donneurs sains.
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Figure 48 : Les concentrations en sCD163, sCD68 et sSHMGBI1 sont significativement augmentées dans le sérum
des patients par rapport au sérum de donneurs sains.

LLF La concentration en sCD163 est corrélée au statut IgHV, au caryotype
complexe et aux altérations de TP53

Pour I’analyse de la corrélation entre sCD163, sCD68 et sHMGBI et les marqueurs
pronostiques préétablis dans la LLC, nous avons tout d’abord séparé en deux groupes les
patients en fonction de leurs taux de sCD163, sCD68 et sHMGBI1 en se basant sur la médiane
de chaque facteur soluble (1000ng/mL pour le sCD163, 25ng/mL pour le sCD68 et 150ng/mL
pour le sHMGB1). Les forts niveaux de sCD163 sont corrélés a des marqueurs de mauvais

pronostic déja connus dans la LLC tels que le statut [gHV non mutg, le caryotype complexe et
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les altérations de 7P53 (Table 10). Il semblerait qu’il existe aussi une corrélation entre de forts

taux de sCD163 et la délétion 17p13 (p=0.074) ou la mutation NOTCHI (p=0.055). Les forts

ou faibles taux de sCD68 ou sHMGBI, quant a eux, ne sont associés a aucun facteur

pronostique connu (Table 10).

Median p Median Median p
Caracteristics  Category sCD163 (CD163) sCD68 sHMGB1 (HMGB1)
(range) (range) (range)
<65y 887,4 (326.4- 26,54 (10.1- 192,3 (167.3-
2312) 26.5) 390.7)
Age
>65y 985 (302-4944) | 0.6619 28'11;4(13;'6' 0.1918 190;74('18)0'7' 0.482
Female 686 (375.2- 28.30 (15.9- 190.7 (160.7-
3427) 73.5) 274.0)
Sex
1098 (235- 26.16 (10.1- 190.7 (167.3-
Male 4944) 0.2586 124.6) 0.3106 390.7) 0.4563
22.3 (11.6- 190.7 (160.7-
Mutated 669 (302-4944) 124.6) 274)
IgHV satus
1308 (235- 28.1 (12.7- 194 (167.3-
Unmutated 2662) <0.05 73.5) 0.3858 390.7) 0.5336
Normal 24.6 (19.0- 184 (160.7-
FISH 799 (326-1845) | 0.1822 54.6) 0.7868 204) 0.0861
. 1227 (376- 25.2 (12.7- 180.7 (174.0-
Trisomy 12 1558) 0.1152 28.4) 0.8279 197.3) 0.2823
Deletion 946 (375.2- 30.4 (15.9- 190.7 (174.0-
13q 2359) 0.7053 68.9) 0.1632 214.0) 0.9749
Cytogenetics
Deletion 31.1 (15.9- 200.7 (174-
11q 597 (565-4944) | 0.6617 52.9) 0.5963 390.7) 0.4194
Deletion 1775 (995- 17.5 (15.5- 187.3 (184.0-
17p 1922) 0.0743 19.4) 0.2142 190.7) 0.4897
Complex 1845 (1162- 18.4 (15.5- 189.0 (184.0-
karyotype 1022) <0.05 19.4) 0.0799 190.7) 0.1658
1308 (621.1- 32.3 (18.2- 185.7 (167.3-
SF3B1 2298) 0.2611 68.9) 0.5839 204.0) 0.3607
Recurrents 1562 (416- 32.8 (12.7- 197.3 (184.0-
mutations NOTCH1 4944) 0.0555 52.9) 0.1399 254.0) 0.0718
1764 (995- 35.1 (15.5- 190.7 (180.7-
TP53 4944) <0.01 80.0) 0.4309 204.0) 0.9766

Table 10 : Concentrations du sCD163, sCD68 et du sHMGBI1 en fonction de marqueurs pronostiques préexistants

dans la LLC.
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D’autre part, aucun de ces marqueurs solubles n’est relié¢ a la lymphocytose, la monocytose ou

au statut de Binet des patients (Figure 49). Enfin, il n’existe aucune association entre les

différents marqueurs solubles (Figure 49).
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Figure 49 : Corrélation entre sCD163, sCD68 ou sHMGBI et la lymphocytose, la monocytose et entre les différents
marqueurs solubles.

Ainsi, ’ensemble de nos résultats suggérent pour la premiere fois qu’une LLC agressive

est aussi reliée a une augmentation de son microenvironnement tumoral via une augmentation

des NLC et de sCD163.
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I.G Le taux de sCD163, mais pas celui de sCD68 ni celui de sSHMGBI1 est
associé a la I’évolution de la LL.C

Sur les 94 patients de I’étude, 78 ont été traités par les protocoles détaillés dans la Table
11. Le temps avant le premier traitement (TTFT) pour la population globale est de 36 mois.
Comme montré dans la Table 12, la médiane du TTFT dans les principaux sous-groupes varie
peu, le statut de Binet avancé étant le seul facteur pour lequel le TTFT est diminué. En effet,
un stade de Binet avancé est la principale indication de traitement. Le fait que les autres facteurs

pronostiques n’influencent pas le TTFT peut étre expliqué par la taille relativement faible de la

cohorte.
Received treatment Patientf treated
(%)
All 78 (100%)
Rituximab + fludarabine + cyclophosphamide 40 (51.29)
Rituximab + fludarabine 11 (14.11)
Rituximab + cyclophosphamide + dexamethasone 8 (10.27)
Rituximab + cyclophosphamide + pentostatine 5(6.41)
Rituximab + bendamustine 3(3.84)
Gemcitabine + alentuzumab 3 (3.84)
Fludarabine + cyclophosphamide + alentuzumab 2 (2.56)
Rituximab + chlorambucil 1(1.28)
Rituximab + mini CHOE (cyclpphosphamide + hydroxyadriamycine + 1(1.28)
vincristine + predinsone)
Rituximab mini CHV (cyclophosmamide + hydroxyadriamcycine + etoposide) 1(1.28)
Chlorambucil 1(1.28)
Fludarabine + cyclophosphamide 1(1.28)
Mini CHOP 1(1.28)

Table 11: Traitements regus par les patients lors de la premiere cure de chimiothérapie.
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- Patients Median
Caracteristics Category Total treated TTFT, mo p
All patients 94 78 36 =
A 38 27 54
Binet Stage B 29 26 30 <0.001
C 22 22 225 <0.001
Mutated 38 31 43.5
IgHV status
Unmutated 44 38 25 0.1208
Normal FISH 12 9 76 0.0579
Trisomy 12 13 13 30 0.2778
Deletion 13q 29 26 32 0.4268
Deletion 6q 4 - - -
Cytogenetics Translocation 4 ) ) )
IgH-Bcl2
Deletion 11q 11 10 20 0.6592
Deletion 17p 6 3 60 0.2814
Complex 15 14 27 0.5433
karyotype
SF3B1 5 5 13 0.0510
NOTCH1 14 13 38 0.6337
Recurrents mutations TP53 8 6 24 0.1606
MYD88 1 - - -
BRAF 1 - - -

Table 12: Temps avant le premier traitement en fonction des différents facteurs pronostiques connus dans la LLC.

Durant cette étude, 24 patients sont décédés. La survie globale (OS) des patients n’est

significativement diminuée que lors des altérations de 7P53 (Table 13). La encore, la majorité

des marqueurs pronostiques classiques ne peut prédire I’évolution des malades, du fait de la

taille de cette cohorte et de la lente évolutivité de la maladie.
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e Patients
Caracteristics Category Total deceased p
All patients 94 24
A 38 7
Binet Stage B 29 5 0.3463
C 22 6 0.5925
Mutated 38 9
IgHV status
Unmutated 44 6 0.423
Normal FISH 12 5 0.2609
Trisomy 12 13 3 0.7697
Deletion 13q 29 9 0.466
Deletion 6q 4 - -
Cytogenetics Translocation 4 ) _
IgH-Bcl2
Deletion 11q 11 2 0.7761
Deletion 17p 6 3 0.0556
Complex 15 4 0.8566
karyotype
SF3B1 5 1 0.9768
NOTCH1 14 3 0.8057
ReSuSgts TP53 8 5 <0.01
mutations
MYD88 1 - -
BRAF 1 - -

Table 13: Survie globale en fonction des différents marqueurs pronostiques connus de la LLC.

Afin d’observer si les facteurs solubles reflétant les NLC dans le ganglion, pourraient
prédire 1’évolution de la maladie, nous avons séparé notre population en deux groupes suivant
les concentrations de sCD163, sCD68 et sHMGBI1 en fonction de leurs médianes respectives.
Comme montré dans la Figure 50 :a, les patients avec de fortes concentrations de sCD163 ont
un TTFT significativement plus court que ceux avec une concentration faible (30 mois versus
42 mois p=0.0457). De plus, les patients avec de fortes concentrations de ce méme facteur ont
aussi un temps avant le retraitement (TTNT) plus court que ceux avec de faibles concentrations
(31 mois versus 61 p=0.0394) (Figure 50 :b). Enfin, de fortes concentrations de sCD163 sont
associées a une survie globale diminuée (p=0.0319) (Figure 50 :c) et il semble qu’une forte
concentration soit associée a une diminution de la survie globale apres traitement (p=0.1207)

(Figure 50 :d). Concernant la PFS, la encore, une forte concentration de sCD163 semble
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corrélée a une PFS plus courte (p=0.0961) (Figure 50 :e). De forts ou de faibles taux de sCD68
ou de sSHMGBI ne sont pas associés a des modifications de I’évolution de la maladie, que ce

soit pour la TTFT, la TTNT, I’OS ou la PFS (Figure 50 : a, b, c, d et e respectivement).

Figure 50 : Association entre la concentration en sCD163 (gauche), sCD68 (centre) ou sSSMGBI1 (droite) et
I’évolution de la LLC. (a) Courbes de Kaplan-Meyer du TTFT depuis le diagnostic en fonction du taux des
différents marqueurs solubles. (b) Courbes de Kaplan-Meyer du TTNT depuis le premier traitement en fonction
du taux des différents marqueurs solubles. (¢) Courbes de Kaplan-Meyer de 1’OS post-traitement depuis le premier
traitement en fonction du taux des différents marqueurs solubles. (d) Courbes de Kaplan-Meyer de I’OS depuis le
diagnostic en fonction du taux des différents marqueurs solubles. (¢) Courbes de Kaplan-Meyer de la PFS depuis
le diagnostic en fonction du taux des différents marqueurs solubles. (Courbe rouge : concentration en facteur
soluble supérieure a la médiane, courbe bleue : concentration en facteur soluble inférieure a la médiane).
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I1. L’ibrutinib n’a pas d’impact sur les effets pro-survie des NLC

Au cours de 1’é¢tude précédente, nous avons montré que les NLC ont un impact
pronostique chez les patients traités par chimiothérapie classique. Or, comme nous 1’avons vu
précédemment, de nouvelles thérapies ciblées ont été développées dans le traitement de la LLC
(I.LE.4.1 L’ibrutinib (Imbruvica ®) et .LE.4.2 Idélalisib (Zydelig ®)). De plus, dans la majorité
des cas, les patients traités finissent par rechuter, cela ne pouvant pas seulement s’expliquer par
I’émergence de clones mutants résistants a 1’ibrutinib. Nous avons donc émis I’hypothése que
cette rechute pouvait, en partie, étre expliquée par les effets protecteurs du microenvironnement

sur les cellules leucémiques.

Dans ce travail, nous avons étudié si le traitement par ibrutinib modifie la différenciation et le
phénotype des NLC. De plus, in vitro, nous avons observé si les NLC avaient des effets
chimioprotecteurs sur les cellules leucémiques vis-a-vis des principales thérapies utilisées dans

la LLC a savoir le rituximab, le dasatinib, la bendamustine, 1’idélalisib et 1’ibrutinib.

II.A Les NLC ne sortent pas des ganglions durant le traitement par ibrutinib

Le traitement par 1’ibrutinib provoque chez les patients une sortie rapide des cellules
leucémiques des ganglions lymphatiques vers le sang périphérique. Les NLC résidant au sein
de ces ganglions et étant absentes de la circulation sanguine, nous avons voulu savoir si ces
cellules pouvaient elles aussi étre relocalisées dans le sang périphérique lors de ce traitement.
Pour cela, nous avons tout d’abord étudié la variation de la monocytose chez les patients traités
par ibrutinib a 15 et 30 jours de traitement. Notre hypothese était qu'une relocalisation des NLC
augmenterait la population des cellules CD14" dans le sang périphérique et conduirait & une
augmentation de la monocytose. Comme montré dans la Figure 51, la monocytose chez les

patients traités ne varie pas, tandis que, comme attendu, la lymphocytose augmente fortement.
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Figure 51 : Evolution de la monocytose et de la lymphocytose a 15 et 30 jours de traitement par ibrutinib. (11
expériences indépendantes).

Afin de confirmer que les NLC ne sortaient pas des ganglions au cours du traitement, nous
avons recherché si au moment du prélévement, nous pouvions détecter des NLC par cytométrie
en flux via un marquage spécifique CD14" CD163*. Que ce soit a 15 ou a 30 jours de
traitement, nous n’avons pas pu mettre en évidence de NLC dans le sang périphérique (Figure

52), comme précédemment observé pour des patients non traités.

oo 15D of ibrutinib 30D of ibrutinib

._ .
P
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e
-
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Figure 52: Les NLC ne sont pas présentes dans le sang périphérique au moment du prélévement lors du traitement
par ibrutinib. (Expérience représentative pour 5 échantillons).

Ces résultats suggérent que 1’ibrutinib ne provoque pas une relocalisation des NLC
différenciées. Celles-ci restent dans leur niche ganglionnaire ou elles peuvent donc toujours
interagir avec les cellules leucémiques résiduelles et potentiellement délivrer des signaux pro-

survie a ces dernieéres.

134



RESULTATS

I1.B Les cellules CD14" de patients traités par ibrutinib se différencient en
NLC

Les NLC n’étant pas relocalisées dans le sang, nous avons voulu connaitre si les
capacités de différenciation et le phénotype des NLC in vitro pouvaient étre modifié€s par le

traitement par ibrutinib.

Pour cela, nous avons donc cultivé des PBMC de patients traités par ibrutinib. Apres 15 jours
de culture de ces PBMC, nous avons recherché d’éventuelles différences morphologiques et
phénotypiques entre les NLC provenant de patients traités ou non par ibrutinib. Au niveau
morphologique, il n’existe aucune différence observable entre les NLC provenant de patients
traités ou de patients non traités (Figure 53a). De plus, au niveau phénotypique, le niveau
d’expression de multiples marqueurs tels que le CD11b, CD14, CD33, CD68 et CD163 est
comparable sur les NLC, qu’elles proviennent de la différenciation de cellules CD14" de

patients traités ou non (Figure 53b).
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CD33

Figure 53: La différenciation et le phénotype des NLC ne sont pas modifiés par le traitement par ibrutinib. (a)
Photographies de NLC apres 15 jours de culture, avant ou au cours du traitement par ibrutinib (x100). (b) Analyse
par cytométrie en flux de I’expression de différents marqueurs (ligne noire) sur les NLC, aprés 15 jours de culture,
avant ou au cours du traitement par ibrutinib comparé au controle isotypique (histogramme grise). (Expérience

représentative de 5 patients).
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L’ensemble de ces résultats indique que le traitement par ibrutinib ne modifie pas les capacités
des cellules leucémiques a générer des NLC a partir de cellules CD14", ce qui suggére un
processus BTK et donc BCR indépendant. De plus, les cellules leucémiques conservent ces

capacités jusqu’a 90 jours apres ’initiation du traitement.

L’ensemble de ces résultats indique que lors du traitement par ibrutinib, méme a des temps
longs, les cellules leucémiques conservent la capacité de générer un microenvironnement qui

leur est favorable.

I1.C In vitro les NLC protégent les cellules leucémiques de I’ibrutinib

Apres I’étude phénotypique des NLC de patients traités par ibrutinib, nous avons étudié
les effets chimioprotecteurs des NLC sur les cellules leucémiques vis-a-vis des différentes
chimiothérapies utilisées classiquement dans le traitement de la LLC : le rituximab (10pg/mL),
la bendamustine (10uM), le dasatinib (30 nM), 1’idélalisib (4uM) ou I’ibrutinib (0.5uM). Ces
concentrations in vitro ont été choisies de telle sorte qu’elles représentent la concentration
maximale observée in vivo chez les patients lors des essais cliniques. Afin d’évaluer 1’effet pro-
survie des NLC sur les cellules leucémiques lors des traitements, nous avons comparé la
viabilité de ces derniéres apres sept jours de culture, lorsqu’elles sont traitées et qu’elles sont

en contact, ou non, avec des NLC.

Comme attendu, on retrouve une augmentation de la viabilité des cellules leucémiques
lorsqu’elles sont cultivées avec les NLC indiquant que les NLC protégent les cellules
leucémiques de 1’apoptose lorsqu’elles ne sont pas traitées (Figure 54). De plus, aux doses
utilisées, toutes les drogues induisent une apoptose des cellules leucémiques observée ici par
une diminution de la viabilité des cellules leucémiques (Figure 54). Cependant, lors du
traitement par ibrutinib, I’apoptose des cellules leucémiques est significativement diminuée
lorsque celles-ci sont cultivées avec les NLC. Cet effet protecteur n’est pas observé avec le

rituximab, la bendamustine, le dasatinib et 1’id¢lalisib (Figure 54).
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Figure 54 : Les NLC protégent les cellules leucémiques in vitro de I’ibrutinib. Pourcentage de viabilité des cellules
leucémiques apres 7 jours de culture, seules ou en présence de NLC, traitées ou non (UT) par la drogue indiquée
(8 expériences indépendantes pour chaque drogue).

L’ensemble de ces résultats nous indique que, bien qu’ayant une grande efficacité clinique,
I’ibrutinib ne perturbe pas le dialogue entre la cellule leucémique et sa NLC.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de nos travaux, nous avons tout d’abord montré 1I’impact pronostique des NLC
dans la LLC. Si des études avaient déja mis en évidence de maniere indirecte I’implication des

NLC dans la progression de cette pathologie 26% 3%

,ous avons, pour la premiere fois , démontré
qu’au sein du ganglion lymphatique, il existait des cellules CD68*, CD163" pouvant étre la
contrepartie in vivo des NLC observées in vitro. De plus, au sein de ces mémes ganglions, ces
cellules CD163" ont un profil d’infiltration différent selon 1’état de la maladie. Lorsque cette
derniere est progressive, le ganglion est trés fortement infiltré par ces cellules, tandis que
lorsque le ganglion n’est que peu infiltré la maladie est stable. En démontrant que le sSCD163,
relargué dans le sang périphérique par les NLC, est un facteur pronostique aussi bien du TTFT
que du TTNT, de la PFS et de I’OS, nous avons mis en évidence le role des NLC dans la
progression de la maladie. Il est intéressant de noter que ce facteur pronostique indépendant est

en corrélation avec des facteurs de mauvais pronostic préétablis dans la LLC tels que le statut

IgHV non muté , le caryotype complexe ou la mutation 7P53.

La corrélation entre le sCD163 et les facteurs de mauvais pronostic pose la question des
différences éventuelles au sein du microenvironnement tumoral en fonction de I’agressivité du
clone leucémique. Ce lien, tres peu étudié¢ aujourd’hui, est en effet établi au vu de nos résultats.
Dans la littérature, il semble que chez les patients IgHV non muté, les cellules leucémiques
soient plus sensibles aux signaux pro-survie du microenvironnement bien que chez ces patients,
on retrouve moins de NLC que chez les patients IgHV muté 2> 2. De plus, au sein du
laboratoire, des €tudes transcriptomiques de NLC provenant de la différenciation in vitro de
cellules CD14" de patients révélent une hétérogénéité de profils en fonction du statut I[gHV
mais pas en fonction du caryotype (Figure 55). Des études supplémentaires semblent
nécessaires afin de comprendre les différences qui pourraient exister au sein du
microenvironnement tumoral, notamment au sein des NLC, en fonction du statut IgHV, du
caryotype et de la présence de mutations récurrentes des cellules leucémiques. Enfin, nos
résultats nous questionnent sur la causalité entre clone leucémique et microenvironnement
tumoral : est-ce le clone leucémique qui se crée un microenvironnement tumoral en fonction de
son agressivité ou est-ce le microenvironnement qui fournit un environnement plus favorable
ce qui induit un clone plus agressif ? Ces questions a 1’heure actuelle, sont difficilement

¢lucidables.
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Figure 55: Profil transcriptomique de 19 NLC en fonction du statut IgHV et du caryotype des cellules leucémiques.

Pour valider le sCD163 comme marqueur pronostique dans la LLC et sa puissance
pronostique dans la LLC, une étude sur un nombre de patients plus élevé est nécessaire afin de
démontrer sa réelle utilité. Notre étude réalisée sur 94 patients seulement ouvre ainsi une piste
que nous allons tenter d’approfondir avec le « German CLL Study Group », qui possede une
banque de plus de 800 sérums de patients traités par FCR ou par FC. Grace a ce groupe qui
permettra de faire des statistiques plus poussées, nous allons tout d’abord pouvoir affiner les
corrélations entre sCD163 et les facteurs pronostiques préétablis tels que la délétion 17p13 ou
la mutation NOTCH 1 pour lesquels nous observions dans notre cohorte des corrélations fortes
mais non significatives. Nous pourrons également confirmer si le sSCD163 est bel et bien un

facteur pronostique indépendant de la LLC. De plus, grice a cette collaboration, nous allons
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pouvoir observer si, dans des populations recevant un traitement plus homogene, le sSCD163 est
un facteur pronostic aussi bien chez les patients traités par le gold standard de la LLC, le FCR
que chez ceux traités seulement par FC. En effet, comme dans le cas du lymphome folliculaire,
I’impact pronostique des TAM peut étre gommé par 1’ajout aux chimiothérapies classiques de

rituximab 3%,

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

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

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

études de grandes échelles ont déja été réalisées sur des MBL 2! %2,

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

dans la survie de ces patients avec ces nouveaux traitements, notamment sur le TTNT et 1’OS.

Pour terminer, si le sCD163 se révele bien étre le marqueur pronostique indépendant qu’il
semble €tre, toute la validation de méthode restera a faire pour que ce dosage puisse étre utilisé
en routine hospitaliere dans le suivi des patients atteints de LLC. Tout en ayant un cotit diminué
par rapport au marqueur cytogénétique classique, il permettrait ainsi un suivi personnalisé, avec
une prise en charge plus réguliere des patients avec de fortes concentrations en sCD163, tandis

que le suivi serait moins fréquent chez les patients avec des faibles taux.

Au cours de ma these, nous avons également étudié I’impact direct des NLC sur les
traitements utilisés dans la LLC, qu’il s’agisse, des chimiothérapies classiques, des Ac
monoclonaux ou des nouvelles thérapies. Nous avons mis en évidence que les NLC étaient
capables in vitro de protéger les cellules leucémiques seulement contre 1’ibrutinib. A partir de
prélevements de patients traités par ibrutinib, nous avons mis en évidence que ce traitement ne

modifie ni la localisation, ni la différenciation, ni méme le phénotype des NLC qui peuvent
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toujours délivrer des signaux pro-survie aux cellules leucémiques. L’ensemble de nos résultats
met en lumiere le role du microenvironnement dans la résistance a 1’ibrutinib ce qui pourrait
expliquer, au moins en partie, que la majorité de ces patients rechutent lors de cette thérapie 2.
Une autre explication de ces rechutes pourrait €tre d’ordre pharmacocinétique. En effet,
I’absorption de I’ibrutinib est augmentée lors de la prise pendant les repas. De méme, il est
métabolisé par le cytochrome C 3A4 et dans une moindre mesure par le cytochrome C 2D6.
Les patients étant des personnes agées traitées pour de multiples pathologies, tous les inducteurs

ou les inhibiteurs enzymatiques pourraient ainsi modifier la biodisponibilité de cette molécule.

Néanmoins, a I’avenir, ces thérapies ciblées ne seront plus utilisées en monothérapie, des essais
cliniques tentent d’ores et déja de prouver la supériorit¢ d’une association vis-a-vis des
monothérapies. Ainsi, les essais comparant 1’efficacité de I’ibrutinib versus 1’association
ibrutinib + rituximab (NCT02007044) et celui comparant 1’efficacité de I’ibrutinib versus
ibrutinib + bendamustine (NCT01886872) ont d’ores et déja commencé et sont respectivement
en phase II et II1. Il faudrait donc regarder si, in vitro, les NLC ont encore cet impact pro-survie

sur les cellules leucémiques avec ces associations.

De plus, pour confirmer que les NLC ne sortent effectivement pas du ganglion chez les patients
traités par ibrutinib, une étude histologique de ces tissus avant et au cours du traitement pourrait

étre réalisée afin de mettre en évidence la présence de cellules CD163" et CD68".

Enfin, il serait intéressant d’observer si, a moyen ou a long terme chez les patients n’ayant pas

rechuté sous ibrutinib, le phénotype et la différenciation des NLC ne sont toujours pas modifiés.

L’ensemble de nos résultats montre le rdle clé des NLC que ce soit dans le pronostic de
la maladie ou dans la résistance a I’ibrutinib. De nouvelles thérapies ciblant les NLC ou leurs
interactions avec les cellules leucémiques semblent étre une piste prometteuse dans le
traitement de la LLC. Ainsi, au laboratoire, nous avons démontré que la survie des cellules
leucémiques en coculture avec les NLC est dépendante du contact. De plus, ces interactions
fortes entre cellules leucémiques et NLC impliquent le couple LFA-3/CD2, et son inhibition
par un Ac bloquant contre totalement les effets pro-survie des NLC in vitro alors qu’il n’a aucun
effet sur les lymphocytes B et T. Le développement d’un Ac humanisé pour le traitement de la
LLC ciblant LFA-3 ou CD2 pourrait ainsi cibler ces interactions et permettre de contrecarrer

les effets pro-survie des NLC chez le patient.
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Etude de ’impact des « nurse-like » cells sur la survie des patients et la résistance aux
traitements dans la leucémie lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie a progression hétérogene
dont I’évolution peut étre prédite par différents marqueurs pronostiques dépendant du clone
leucémique. Cependant, le microenvironnement tumoral prend une part croissante dans la
physiopathologie et le pronostic de la LLC. A ce jour, il n’existe que peu de travaux sur I’'impact
des « nurse-like » cells (NLC), les macrophages associés aux tumeurs de la LLC, que ce soit
au niveau du pronostic ou de la résistance aux traitements. Nous avons donc étudi¢ différents
marqueurs solubles de NLC dans le sérum de patients et avons montré que le CD163 soluble
est un marqueur pronostique de la LLC, que ce soit pour le temps avant traitement, le temps
avant retraitement ou la survie globale. De plus, nous avons exploré I’impact de 1’ibrutinib sur
la différenciation, la morphologie, le phénotype et les capacités pro-survie des NLC. Aucune
de ces caractéristiques des NLC n’est modifiée par ce traitement indiquant que cette drogue ne
perturbe pas les interactions entre cellules leucémiques et NLC. L’ensemble de ces travaux
démontre I’impact pronostique des NLC chez les patients et leurs réles dans la résistance aux
traitements cela justifie de nouveaux travaux sur les NLC afin de trouver de nouvelles pistes
thérapeutiques dans la LLC.

Mots-clés : « Nurse-like » cells, leucémie lymphoide chronique, soluble CD163, ibrutinib,
pronostic

Study of the impact of « nurse-like » cells on overall survival and resistance to
chemotherapies in chronic lymphocytic leukemia

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is an hemopathy characterized by an
heterogeneous progression which can be predicted by prognostic markers from the leukemic
cells. However, microenvironment in this pathology takes now a large part of the
physiopathology and the prognostic. Today, only few publications described the impact of
« nurse-like » cells (NLC), the tumor associated macrophages of CLL, on prognostic or on the
chemoresistance. We studied some soluble markers from NLC and showed that soluble CD163
is a prognostic marker in CLL for time to first treatment, time to next treatment and overall
survival. Moreover, we studied the impact of ibrutinib treatment on NLC’s differentiation,
phenotype and pro-survival capacities and showed that none of these characteristics were
modified. These results indicate that ibrutinib does not disturb interaction between leukemic
cells and NLC. Taking together, these results demonstrated the impact of NLC in CLL and their
effects on chemoresistance and justify new researches to find news therapeutic targets in CLL.
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