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INTRODUCTION



La prise en charge initiale par polychimiothérages leucémies aigues myéloides (LAM)
permet I'obtention d’'une rémission compléte dans BD % des cas. Néanmoins, les rechutes
sont fréquentes de 50 a 55% chez les sujets jeom@se apres une intensification
thérapeutique par allogreffe de cellules souchesab@poiétiques et jusqu’'a 85% chez les
sujets agés [1]. La survie a 5 ans des sujets $eeistede moins de 50% et pour les sujets agés
de moins de 20%Figure N°1) Lors de la rechute, les cellules leucémiquesuiartrésistance
accrue aux réponses immunes, autologues ou altpggni Une meilleure connaissance des
interactions entre cellules leucémiques et systémmeunitaire est fondamentale pour mieux
appréhender les mécanismes de résistance auxmiaite et proposer ainsi de nouvelles

solutions thérapeutiques.
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Figure N°1 : Survie globale au cours du temps des patientstttde LAM : de 15 a 59 ans
(A) et de plus de 60 ans (B) [1].



L’échappement des cellules leucémiques au systemmenitaire met en jeu, entre autres, des
molécules de costimulation de la famille B7, quitiggpent a 'immunoévasion. La molécule
B7-H1 contribue ainsi a l'inhibition de la lyse desllules tumorales par les lymphocytes T

cytotoxiques.

Dans la premiere partie de ce manuscrit, nous &t I'expression de la molécule B7-H1
dans des lignées murines et humaines leucémiquess Mapporterons également son
expression dans les cellules de patients leucémifiiiecas de LAM), au diagnostic ou a la
rechute. Nous étudierons enfin le réle immunologiglee B7-H1 sur les lymphocytes

cytotoxiques.

L’équipe de Ghebeh a récemment montré que les mekde costimulation de la famille B7
avaient également des fonctions non immunologid@gsElles pourraient ainsi interférer
dans la réponse aux chimiothérapies. Dans la dexpartie de ce travail, nous avons évalué

l'implication de la molécule B7—H1 dans les mécargs de résistance aux chimiothérapies

Enfin, dans la troisieme partie de ce travail, néusdieronsdifférents métabolites de la
kynurénine: acide kynurénique, 30H kynurénine, ilac anthranylique et I'acide 30OH
anthranylique. Ces métabolites sont dérivés duboétame du tryptophane par I'indoleamine
2,3 dioxygenase (IDO). Nous avons exposé des pitegés normaux cultiveés en milieu

liquide ou semi solide a ces métabolites pour etuév leur impact clinicobiologique.
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.  Mécanismes d'immunoévasion

a. Généralités

Le concept d'immunosurveillance a d’abord été déper Macfarlane Burnet et Lewis
Thomas en 1957 [3]. Il a rapidement été abandoemard I'absence de preuves suffisantes.

Le travail de Medawar a ensuite permis de clarlenble du systéme immunologique dans le
rejet des allogreffes [4]. Le systéme immunitaist en effet capable de reconnaitre et de
détruire des cellules tumorales transplantées. éGaace travail, des antigenes tumoraux ont
commencé a étre mis en évidence [5-6]. A particeleoncept, de nombreuses expériences
ont été menées : les auteurs ont testé I'implinatio systeme immunitaire dans I'apparition

des tumeurs, suite a différentes stimulations i@grau chimiques).

Les premieres observations rapportent que la ed@lis de thymectomies néonatales n’a pas
entrainé de développement tumoral [7]. Ensuitestlmontré qu’il existe une augmentation
des néoplasies chez des sujets traités par immppeEsseurs, et exposes a différentes
stimulations virales [7-8]. Le travail de Stutmaum ges souris « nude » a cependant mis a mal
le concept dimmunosurveillance. Ainsi, [linjectionde carcinogéne (MCA
Methylcholanthrene) chez ces souris avec un sysiemeinitaire déficient n’augmente ni
l'incidence des tumeurs ni la vitesse de dévelomregnde celles-ci, et cela quelque soit la
dose du carcinogene ou I'age des souris [9]. Nausrss aujourd’hui que les souris nude ne
sont pas complétement immunodéficientes. Elles quiesg encore des lymphocytes T. De
plus, le MCA est a considérer comme une prodrodjaejt Etre métabolisé par une enzyme :
la hydroxycarbone hydroxylase afin d’activer sesppiétés carcinogenes. Les souris utilisées
dans ces expériences (CBA/H) ont une activité ematigme trés importante. La
transformation cellulaire induite par le carcinogérdépasse donc les défenses
immunologiques des souris. Le concept d’immunoslianee ne pouvait donc pas étre mis

en évidence.

Ce n'est qu'entre 1970 et 1990 que le concept dumosurveillance se développe de
nouveau, avec la découverte des cellules NK etulerble dans I'apparition de tumeurs [10].
Les expériences de Stutman sont réalisées aveouveau type de souris (BALB/Bc et CB-
17 SCID) et cette fois ci il existe bien une augtaBan du nombre de tumeurs chez les souris

«SCID» avec une plus grande rapidité d’apparitid.[
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Entre 1994 et 1998, deux découvertes ont permisvad@r sur le concept

d'immunosurveillance.

Tout d’abord, il a été montré que I'lFNprotége I'organisme du développement des tumeurs.
Ainsi, l'utilisation d’anticorps monoclonaux antMN-y augmente la vitesse de croissance des
tumeurs chez la souris [12]. Les souris KO pouélmepteur a I'lFNy ou le transducteur du
signal STAT1 sont 10 a 20 fois plus sensibles acimagene MCA [13]. Cette sensibilité aux
carcinogenes est également retrouvee chez les sigfititaires en IFN-[14].

La deuxiéme découverte concerne le déficit en pedolLes souris C57BL/6 déficitaires en
perforine sont plus sensibles au MCA [14-16]. Ldag@ne est une enzyme contenue dans les
granulations cytotoxiques des lymphocytes T etaddisiles NK. Elle joue un réle important

dans la destruction de différentes cibles dontéisiles tumorales [17].

Le dernier travail, qui a conforté I'idée d’immunmgeillance, est la découverte de RAG 1 et
2 (recombination activating gene). Cette enzymerumnt dans la réparation de I’ADN
double brin, elle s’exprime uniquement dans le cammment lymphoide. Les souris
déficitaires pour ces deux géenes (RAG-/-) ne peupes réarranger leur récepteurs et sont
donc complétement déficitaires en lymphocytes BetTNK. Ces souris développent un
nombre plus élevé de tumeurs de maniére spontan@éeeau épithélial ou apres stimulation
par le MCA que les souris non déficitaires [18]. £he souris, les lymphocytes B, T et les
NK ont donc un réle protecteur dans I'apparitiortut@eurs spontanées ou chimio-induites.

Chez 'homme, le concept d'immunosurveillance ebdia été évoqué devant 'augmentation
de l'incidence de tumeurs chez les patients immépodés (greffés, VIH) [19-20]. Pour
certaines tumeurs, une étiologie virale est retreufEBV, HHV8, HPV) [21], cela n'est
néanmoins pas le cas pour toutes les tumeurs anvehez I'immunodéprimé. Ainsi le fait
gue l'on observe une augmentation de lincidence ng&lanomes ou de néoplasies
pulmonaires chez des patients greffés est en falelihypothése d’'une immunosurveillance
[22]-[23]. En plus de ces données épidémiologiquestains auteurs ont également montré
une corrélation entre le taux de lymphocytes dfiitient une biopsie de mélanome (TIL) et
la survie de l'individu. Plus la biopsie retrouvesdrIL, plus la survie est importante [24-25].
Les mémes résultats ont été obtenus dans les samhgegein et du colon [26-27]. Il existe

donc bien un contréle immunologique dans le déyedapent tumoral.
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Cette immunosurveillance n’est pas néanmoins cdmplén note bien sar I'apparition de
tumeurs chez des sujets immunocompétents, mértiacgiiénce de celles-ci est plus faible.
Dans un modéle de sarcome induit par du MCA, ldeaice tumorale est de 40% chez les
souris immunocompeétentes et de 100% chez les sK@iIRAG-2. Enfin, les tumeurs qui
surviennent dans un modele immunodéprimé sont plss tumorigénes, c'est-a-dire plus
agressives. Il existe donc un modelage de la turpaude milieu environnant, qu'on peut

appeler « immunoediting ».

Il est possible de modéliser I'immunoediting en 3ag#s : élimination, équilibre et

echappemer(Figure N°2)

La phase d'élimination :

Dans cette phase, les cellules du systeme immieitaconnaissent et détruisent les cellules
tumorales. Cette étape n’a jamais été visualiségvim mais est déduite de modeles murins

immunodéficients.

L'utilisation d’anticorps monoclonaux neutralisattférents effecteurs a permis de mettre en
évidence I'implication de nombreuses moléculeqirienants tel que Rag f18, 28], Stat

17 [13, 18] TRAIL" [29], MyD88" [30-31] mais également les cellules de 'immunitéde

et acquise interviennent dans cette phase. Lesssprgsentant un déficit en lymphocytes
Rag" sont trés sensibles au MCA [18, 28, 32]. De ples,tumeurs développées dans ces
souris déficientes sont rejetées chez les sounisuimocompétentes. Par contre ces tumeurs
peuvent se développer chez des souris déficitaine€D4 ou CDS§ isolé [18]. Les souris
déficientes en récepteur alpha beta T ou gamma diedbnt plus sensibles aux carcinogéenes
[33-34]. Il en est de méme pour les souris défieierdn cellules NK [28]. D’autres cellules
interviennent dans la phase d’élimination, c’estde des éosinophiles. Les souris déficientes

en éosinophiles sont aussi plus sensibles auxnca@nes [35].

En dehors des cellules T, NK et des éosinophilematabreuses molécules interviennent
également dans la phase d’élimination. La listeeke molécules est longue, on peut retenir :
la perforine [14], I'lFN«y [14], le récepteur a I'lFN [30, 36], I'lL-12 [37]e TNF-e [30].
Récemment, le role de l'inflammation a été montrasdi survenue d’'un sarcome par le
MCA, faisant intervenir d’autres partenaires comiiygD88 [30], mitogen activated protein
kinase 2 (MK2) [38], TNFs [39], RAGE [40], IDO [41]. Les éléments inflammats

peuvent cependant étre reconnus et détruits paelkdes effectrices de 'immunité innée et
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acquise, comme le DMBA/TPA par les lymphocytes gandelta ou par les lymphocytes
CDS8 [33, 42]. A l'inverse, les lymphocytes CDdemblent favoriser la progression tumorale
via la production d’IL-4, IL-10 et surtout I'lL-1Tnais les mécanismes exacts ne sont pas

encore bien connus [42].

D’autres molécules ont été testées : ainsi, I'lLpt@tege les souris contre le DMBA/TPA et
la formation de tumeurs qu’il induit. Les souris KOur IL-12 développent plus de sarcomes
[43-44]. Les souris déficitaires en IL-23 sont séaintes au développement tumoral [43-44].
Toutes ces données montrent l'importance de maettipihtervenants moléculaires ou

cellulaires.

La phase d'équilibre :

La phase d’équilibre ou de dormance tumorale exttdédepuis de nombreuses années [45].
Il s’agit d’un équilibre entre le systéeme immuni¢éade I'héte et les cellules tumorales. Cette
phase d’équilibre permet d’expliquer les rechuteglives dans différentes pathologies.
L’injection de MCA & faible dose chez des sourismamocompétentes entraine le
développement de tumeurs infracliniques, qui peuymasister plusieurs mois sans étre
symptomatiques mais tout de méme détectables 8igpar contre les souris sont rendues
immunodéficientes par une déplétion en lymphoc@Bg’ et CDS ou une neutralisation de
'IFN-y on voit rapidement apparaitre un sarcome au pdénponction. La déplétion en
immunité adaptative (CD4et CD8) ou le blocage des cytokines qui induisent cett@inité
(IFN-y, IL-12) permet le développement tumoral. Par agrier blocage de I'immunité innée
par la déplétion en cellules NK ou linhibition deur fonction (anticorps anti-TRAIL)
n'entraine pas de progression tumorale [46]. Celmpede conclure que c’est I'immunité
adaptative et non 'immunité innée qui est respblesde cette phase d’équilibre.

Il existe de nombreux modéles de dormance tumothiepremier modeéle a été établi avec
des cellules tumorales Bcll aprés une vaccinatiorotale [47]. Un autre a été développé en
exposant des souris déficientes en Chl-b (CasitiseBge Lymphoma) aux ultras violets B
pour induire des tumeurs cutanées [48]. Au seinades laboratoire un modéle de dormance a
été mis en place a partir de cellules leucémiquasnes comportant Ber-Abl et ce, apres une
vaccination préalable (modele DA1-3B), ce modéta siécrit ultérieurement [49Figure N°

18). Les cellules dormantes sont devenues plus résistaux lymphocytes T CD&ia une
augmentation de I'expression d’une molécule deimasation : la molécule B7-H1. Ces

cellules jouent donc un réle primordial dans cpttase d’équilibre.
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La phase d’'échappement :

Cette phase correspond a un échec du systeme itan@rdans le contrdle et I'élimination
des cellules tumorales. Le systeme immunitaire rioré a la progression tumorale en
sélectionnant les cellules tumorales les plus agres. L'interaction entre une population
tumorale hétérogéne, qui acquiert des modificatipéisétiques rapidement, et un systeme
immunitaire constant, va permettre aux cellulesaraies les plus agressives de survivre. Il

existe chez les cellules tumorales de nombreux mgoas d'échappement [50-52].

L'un des premiers mécanismes est la modificatios dellules tumorales. Les cellules
peuvent échapper au systéme immunitaire. Au nipégsiologique, il existe un contrble au
sein du thymus qui permet d’éliminer les cellulesé@ctives afin d’assurer ’'homéostasie et
prévenir une auto immunitéDes modifications au niveau des cellules tumordés
permettent la poursuite de leur prolifération écliappement au contréle thymique central
[53]. En plus de cette tolérance, les cellules tuesr peuvent acquérir des défauts dans leur
présentation d’antigénes qui facilitent leur évasiBar exemple la perte de molécule de
classe | type beta2microglobuline, LMP2, LMP7 opéate de sensibilité a I'lFN-ou o [54-
55]. Cette perte de sensibilité a I'lRNpeut survenir avec I'apparition de mutations ou de
modifications épigénétiques de genes codant paudckepteur de I'lFN- (IFNGR1, IFNGR2,
JAK1 ; JAK2 et STAT 1) [56].

L'instabilité génétique des cellules tumorales @&galement des variants des antigénes qui ne
sont plus détectés par les lymphocytes T T8 cifiques. Il en est de méme pour le systéme
inné avec une insensibilisation des cellules tuiesraux cellules NK et un blocage de
maturation des cellules dendritiques [57-58]. LeHlutes tumorales peuvent échapper au
systeme immunitaire en augmentant I'expression dicunles anti apoptotiques telles que
FLIP et BCL-XL [59-60]. Elles peuvent aussi expringeleur surface des récepteurs de mort
inactifs (TRAIL, Fas, DR5) [60] ou des ligands qohibent le systeme immunitaire. Par
exemple I'expression de B7-H1 [61], HLA-G [62] eLAE [63] a la surface des cellules
tumorales a un réle inhibiteur sur les lymphocyies

L’échappement tumoral est aussi en lien avec de breuses modifications de
'environnement lui-méme : les nombreuses cytokipesduites par les cellules tumorales
vont directement inhiber le systeme immunitaireéiret adaptatif. On peut citer comme
molécule le VEGF [64], le TGB-[65], ou I'lL-10 [66]. Les cellules tumorales peuNeussi

exprimer des enzymes telles que I'IDO qui métakoles tryptophane en kynurénine. La
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kynurénine va inhiber la prolifération des lymphiasyT CD8+ et induire 'apoptose des T
CD4" [67]. La production de GM-CSF, d’IL-1b, et de PG les cellules tumorales permet
'expansion des cellules myéloides (MDSCs) et ddimhibition des lymphocytes par

différents mécanismes (production TGFdéplétion en arginine, et I'induction de T re63].

Enfin, de nombreuses tumeurs utilisent le systémmaunitaire par I'intermédiaire des TAMs
(Tumor associated macrophages) en les attirantigp@roduction d’IL-4 et d’IL-13. Les

TAMs vont alors produire du TGF-et de I'lL-10 qui vont stimuler le développement d
stroma et I'angiogénése grace a la production d&P[B9], ce qui va ainsi favoriser la

croissance tumorale.
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Figure 2. Les 3 phases d'immunoediting.
Les cellules normales (en gris) subissent de naumskese stimulations par différents

carcinogenes et peuvent devenir des cellules tdesofan rouge). Dans la phase précoce de
tumorigénése, les cellules expriment des marqueum®raux spécifigues qui générent un
signal pro inflammatoire de danger qui met en rdetprocessus d'immunoediting. Dans la
phase d’élimination, les cellules du systeme imitair@ inné et adaptatif vont lutter contre le
développement tumoral. Cependant si ce processss pas complet, les cellules tumorales
peuvent persister en équilibre avec les cellulemates. Ces tumeurs sont donc sculptées par
le systéme immunitaire avec apparition de tumeursnies. Ces tumeurs variantes peuvent

eéchapper au systeme immunitaire et devenir détestal clinique [70].
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b. L'immunoévasion dans les leucémies aigues myéloides

Les leucémies aigues myeéloides sont encore deslpgids au pronostic tres sombre. Au
cours de ces derniéres années, 'amélioration darlde des malades a surtout résulté d’une
meilleure prise en charge des complications irdeisiés (bactériennes ou fongiques) et de
'amélioration du support transfusionnel. Les tipénatiques (polychimiothérapies) ont peu
evolué depuis trente ans. Seul le développement allegreffes de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) a permis de diminuer le merdb rechutes, au prix souvent d’'une
importante morbidité. La diminution des rechute&cgraux allogreffes de CSH suggére un

réle clef du systéme immunitaire dans les mécarssheaechute.

L’avancée dans la compréhension des mécanismesdiimévasion permettrait sans doute
'amélioration des résultats thérapeutiqgues. Dasd AM, ces mécanismes sont complexes et
font intervenir de nombreux éléments. Nous en verrtes principaux ci-apres, et nous

exposerons les différents modéles d’immunothérd@j@ réalisés dans cette pathologie.

Eléments impliqués dans 'immunoévasion des LAM :

Expression d’antigenes :

Les LAM sont des pathologies hétérogenes. De nambaatigenes peuvent étre exprimés
par les cellules tumorales. On retrouve ainsi degpres antigéniques directement liées a la
leucémogeénese, comme les transcrits de fusionaelBcr-Abl, PML-RAR:, CBf3-MYH11,
AML1-ETO...mais aussi d’autres antigenes comme RHANteceptor for hyaluronic acid
mediated motility), MPP11, SSX2IP, PASDL1... Certaineslécules, présentes sur les
cellules normales, sont surexprimées a la surfase celules tumorales, comme WT-1,
proteinase 3 (PR-3), ou la survivine [71]. L'iddictation de ces antigénes va sans doute un
jour permettre la réalisation de vaccinations &mnorales. Les premiers essais vous seront

décrits ultérieurement.
Défaut d’expression de CMH :

Il existe peu de données sur I'expression HLA @ess | et I dans les LAM. Les données

disponibles sont réalisées sur de petites séries.

Pour les molécules HLA de classe |, il existerai gorrélation entre la perte de celles-ci et la
leucocytose au diagnostic [72]. La perte des HLAIldsse | est peu fréquente dans les LAM
a l'inverse des tumeurs solides. Il n'existe pagpdde d’haplotype et lorsque qu'il y a une
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perte de différents loci elle épargne la classe HLJV3]. La perte allélique HLA de classe |

est trés peu fréquente [74].

Pour la classe Il, les pertes se retrouvent damadmrité des LAM au diagnostic et a la
rechute sans modifications contrairement aux tumesglides [75]. Il n'existe pas de
corrélation avec des données cliniques de sunde e¢chute. Cependant une expression forte
de CLIP (Classe Il associated invariant chain) dergtre un facteur de mauvais pronostic.
Cette anomalie n’est pas retrouvée fréiquemment @@nEAM de bon pronostic. Pour les
LAM a caryotype normal, une expression de plus di& 88 CLIP est corrélée a une survie
sans maladie (DFS) plus courte [76]. Enfin, il @ @ontré qu'un haut niveau d’expression de

CLIP semblait abolir 'induction de lymphocytes D& auto ou allogéniques [77].
Molécules de costimulation :

De nombreuses molécules de la famille B7 sontug#&es sur les blastes de LAM. Par contre
plusieurs études ont montré une faible expressienBd.1. Les résultats sont parfois

contradictoires selon les membres de cette famillselon les équipes. Comme nous le
verrons ci-dessous, ces molécules participennhibition de la lyse des cellules leucémiques
par les lymphocytes T. Elles permettent ainsi alkules tumorales de survivre a distance des

traitements de chimiothérapie.
Sécrétion de cytokines :

De nombreuses cytokines interviennent dans I'éwasionorale. Leur production est en
permanence régulée grace aux interactions entieelkrges leucémiques et I'environnement.
Au sein de la synapse immunologique (interactidnedis cellules présentatrices d’antigene :
CPA et les lymphocytes Be trouve le récepteur a I'lFN-La concentration d’IFN-au sein

de cette synapse influence la stabilité de I'inteom entre les CPA et les lymphocytes T. Les
blastes de LAM produisent de I'lFN-L’augmentation de sa concentration dans la syaps
immunologique va la rendre moins stable et doncirdier la réponse lymphocytaire [78]
(Figure N°3)

Enfin, les cellules blastiques produisent égalerdenVEGF, de I'lL-6, du GM-CSF, de I'lL-
10 et du TGH. Ces molécules interviennent dans la diminutionlalenaturation et de
'activation des cellules dendritiques avec une idution de leur fonction de cellules

présentatrices d’antigene [79-80].
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Figure N°3 : Mécanismes d’évasion tumorale des blees de LAM. Les blastes de LAM
expriment a leur surface des complexes majeurstdtompatibilité¢ (CMH) de type | et I1. |l
existe donc une interaction directe avec les lymptascT CD4 et CD8 avec une inhibition
de ceux-ci. Les blastes sécrétent aussi des fadmanunosuppressifs tel que I'lFNHL-10,
VEGF, TGF$ qui vont aussi inhiber les lymphocytes T de manigdirecte.

NK :

L’équipe de Pizzolo a montré que l'activité des Blidit inversement corrélée a la progression
de la maladie et au taux de rechute des LAM [8&fs NK des patients atteints de LAM
présentent une diminution de leurs récepteursatetivs (NKp46, NKp30, DNAM-1, CD244
et CD94/NKG2C). En parallele, les cellules leucami expriment a leur surface les ligands
de ces différents récepteurs (DNAM-1 L, NKG2D, CD¥fB2-83]. Une hypothése est que la
stimulation en permanence des récepteurs activaes NK par leurs ligands respectifs
situés sur les cellules leucémiques, entraineraé tégulation négative de ceux-ci [84]
(Figure N°4)

Par ailleurs, les NK des patients présentent aussi augmentation de I'expression des
récepteurs NKG2A. Ces récepteurs sont de manidteetia, moins cytotoxiques [85Les
blastes peuvent étre résistants aux NK grace écl&tson de facteurs immunosuppressifs ou
par la perte de leur récepteur Fas ou TNF perntditativation des NK [86-87].
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En dehors des anomalies des NK et de leur diminutieffet cytotoxique direct sur les
blastes, les NK participent aussi a lactivationaudres cellules comme les cellules
dendritiques. Normalement les NK vont tuer les utedl dendritiques immatures et les
lymphocytes T pour limiter les phénomenes d’inflaation [88] . Dans les LAM, les NK
inefficaces ne vont pas détruire les cellules dégdes et vont donc entrainer une
augmentation de production de lymphocytes T to&neg contribuant ainsi a I'échappement

tumoral [89].

Défaut de reconnaissance et de cytotoxicité
—>
d
o
NK / Blast
\_/ Immunosuppression directe R /
\M....____/

Diminution
lyse des DC et
inhibition de la Induction des T reg
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Figure N°4 : Implication des NK dans I'évasion tumaeale des LAM. Il existe plusieurs
meécanismes qui contribuent a I'évasion des cellldesémiques aux NK. D’abord il existe des
mécanismes directs avec des modifications au nivkssi NK: diminution expression des NCR
(récepteurs activateurs), augmentation expressigiG2DA, diminution production IFN- ou des
blastes : augmentation expression des ligands @&& Ensuite, des mécanismes indirects impliquant
d’autres cellules comme les cellules dendritiquasles T reg. Les blastes peuvent sécréter des
cytokines immunosuppressives qui vont stimulefMesg et donc inhiber de maniéere indirecte les NK
(selon Lion [88]).
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Cellules dendritiques leucémiques et T reg:

Les cellules dendritiques ont un phénotype et wmetion hétérogéne in vivo et in vitro. |l
existe deux formes distinctes en fonction de I'egpron du CD11c : les cellules dendritiques
plasmocytoides (PDC) et les cellules dendritiqugglaides (MDC) [90]. Chez les patients
atteints de leucémie, ces deux types de celluleggoe avoir des anomalies chromosomiques
identiqgues aux blastes leucémiques, anomalies ligéaa grace au FISH et signant leur

appartenance au clone.

Les PDC leucémiques ont une moins bonne maturajienles cellules normales, ce qui

entraine une diminution de sécrétion de I'lNEelui-ci ne peut donc plus exercer autant son
réle d’activateur des effecteurs cytotoxiques. €EC leucémiques engendrent également
une moins bonne allo stimulation, et donc entrainem¢ certaine tolérance des cellules
tumorales par le systeme immunitaire [91]. Le dgstmnnement des PDC peut dérégler la

réponse anti leucémique et exercer un effet intlinemunosuppresseur.

Le rble des cellules dendritigues myéloides estnmailair. Elles pourraient induire une
régulation des lymphocytes T in vitro et in vivo {92]. Elles entraineraient I'induction de T
reg [92-93]. Il existe en effet une dérégulationrexeau des T reg en cas de LAM. Leur
nombre est plus important chez les patients agteiatLAM par rapport a des donneurs sains
[94]. Par contre, les T reg sont en petit nombrezdes patients en rémission compléte avec

une augmentation de ceux-ci au moment de la re¢@b}e
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Modeéles d'immunothérapie dans les LAM :

L’'immunothérapie dans les LAM reste encore bien glonée de part I'hétérogénéité des
LAM, les différences de résultats obtenus in vies rapport a I'in vivo, les proliférations T
trés variables selon les patients et les probledesratio entre cellules T et cellules

leucémiques. Plusieurs essais d'immunothérapiewfieu dans les LAMTableau N°1)

Greffes allogéniques

Le premier modele d'immunothérapie est 'allogrefie cellules souches hématopoiétiques,
réservée a un faible nombre de patients compte dame toxicité non négligeable. Cette
toxicité est liée aux déces précoces induits parcdaditionnement mais aussi aux
complications immunologiques comme la GVHD (grafrsus host disease). De maniére
intéressante, les patients qui font de la GVHD gmént moins de rechute, ce qui suggére un
lien entre la GVHD et 'effet GVL (Graft versus leemia) [96]. Les greffes réalisées avec
des greffons T déplétés ou avec des doses dimmppossseurs plus importantes sont
également plus a risque de rechute [97-98]. Lge€iion de lymphocytes du donneur permet
'obtention d’'une nouvelle rémission dans les LAMnNd 10 a 30% des cas [99-100].
Aujourd’hui, il est possible de réaliser des réitigns de lymphocytes lorsque la maladie
résiduelle est a nouveau détectable chez le pa@&ui est surtout valable dans le cadre des
leucémies myeloides chroniques (BCR-ABL). Il exides modeles animaux qui démontrent
l'intérét d’adjoindre de I'lL-2 avec les lymphocgtafin d’augmenter I'effet GVL, mais ceci
n'a pas montré son efficacité chez ’lhomme dans.fed [101-102].

Immunothérapie avec cellules dendritiques (DC)

Les DC jouent un réle important dans la réponseunoiogique. Elles capturent I'antigene et
le préparent afin de le présenter aux lymphocyte®mifs via le CMH. Différents éléments
extérieurs (agents microbiens, stimulation inflartoira) peuvent modifier le phénotype et la

fonction des DC. Les DC matures peuvent ensuiteanigers les aires lymphatiques.

Les cellules dendritiques sont donc de bonnes dateli pour mettre en place une vaccination
anti tumorale et générer une réponse T autologiieaed¢ permettant alors de diminuer le
nombre de rechutes. La production de DC in vittgpessible grace a I'utilisation de cellules
CD34 ou CD14. La culture de ces cellules avec du GM-CSF dtldel permet, en 5 a 7
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jours, I'obtention de DC immatures [103-104]. Lataration se fait ensuite grace a la culture
en présence de différentes cytokines dont la fissée encore controversée (IFNTNF-,
LPS, CD40L).

Différentes équipes ont pu démontrer la possibiitébtenir in vitro des DC a partir de
cellules leucémiques grace aux mémes combinaisgnskimiques [105-107]. Leur
maturation est également possible (TJHL1b, IL-6 et CD40L) et ces cellules conservent
des propriétés de migration dans le systéme lynqpreaf108-109]. Toujours in vitro, ces DC
leucémiques sont capables de stimuler les lympkecyt d’entrainer une réponse Thl en
stimulant les CD8 et de lyser les blastes autologues [106-108, l1®]téinjection de ces
DC leucémiques a 'homme se fait apres une irreiagfin d’éliminer le risque de

prolifération. Cette irradiation ne modifie pas tepacités de migration [111].

L’obtention des DC leucémiques est effective seel@nechez 60 -70% des LAM a partir des
cellules blastiques du diagnostic. |l est possjide contre d'utiliser aussi, apres rémission
compléte, les monocytes du patient pour produie@€. L'obtention de ces cellules n’est
pas fonction du type Fab de la LAM. Par ailleursexiste de bons facteurs prédictifs
d’expansion comme I'expression du CD14 sur lestétad’expression du récepteur au TNF-
a et du CD86 [112-114]. La présence d'une duplicaga tandem de FLT3 sur les blastes est
un facteur de mauvaise différenciation [115].

Il existe différentes stratégies vaccinales soit waecination peptidique en utilisant les

antigénes associés au LAM, soit une élution pepieli soit des cellules apoptotiques, soit
des lysats de cellules nécrotiques ou directementiksant I'ADN des cellules leucémiques

[116-119].

Il est aussi possible de moduler linteraction enes DC et les lymphocytes grace a
l'utilisation d’adjuvants ou de molécules de costiation. Au sein du laboratoire, une

vaccination a été réalisée en utilisant une ligdéecellules murines leucémiques avec
adjonction de I'lL-12 ou de GM-CSF [49, 120]. D'aeg adjuvants ont été utilisés comme le
CDA40L, IL-12 ou les ligands des TLR 7 et 9 [121-12P¢xiste differents modeles murins in

vivo utilisant différentes molécules de costimwatcomme B7-H1, PD-1 et blocage CTLA-4

[123-125](Tableau N°1).

Ces modeles murins ont permis ensuite de réalissiepirs essais de vaccination avec les

cellules dendritiques chez 'homme. Ces essaigwotieu, au début, chez des patients atteints
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de LMC. Le premier essai a été realisé par Fujiil®99 chez un seul patient, puis
Ossenkoppele en 2003 chez trois patients [118,. 128] premiers essais dans les LAM ont
débuté dans les années 2000, I'équipe de Houtemposobtenir pour 9 patients des DC (15
patients inclus initialement) a partir des cellulmscémiques du diagnostic. Malheureusement
la majorité des patients n'ont pas obtenu de réamssompléte ou ont rechuté avant la
vaccination. Les patients vaccinés n’'ont pas etorité, ni de réponse [127]. L'équipe de
Li en 2006 a réalisé une vaccination peptidiquecawve antigéne tumoral : PRAME chez 5
patients. lls ont mis en évidence une augmentadfiomombre de lymphocytes T et une
augmentation de la réponse Thl sans effet secendaéz ces patients [128]. Un essai de
phase I/ll a été réalisé par Roddie en 2006 chgmfiénts (14 LAM au diagnostic, 6 rechutes
et 2 SMD), il a été retrouvé une augmentation gegphocytes T chez seulement 4 patients.

La vaccination avec des cellules dendritiques set@& plusieurs problémes : tout d’abord la
possibilité d’obtention des DC, le nombre de cebulimité et les rechutes fréquentes. Une
autre approche a consisté a l'utilisation de D@gahiques. Les résultats sont controverses.
La source principale des cellules est I'utilisatiione lignée humaine dérivant des cellules
CD34+ : MUTZ-3.

L’'immunothérapie avec les DC va nécessiter une ataightion tout d’abord, des définitions
morphologiques et phénotypiques des DC, un meilidwix des cytokines pour obtenir la
maturation, une standardisation des protocoles whigieget la définition du meilleur moment

pour la vaccination.
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Expériences in vitro

Stimulation lymphocytes par cellules dendritiques pulsés par :

Blastes lysés [117]
Blastes irradiés [118]
Blastes apoptotiques [129]
ARN Survivin [116]
Peptide MUC1 [119]
Cellules dendritiques dérivées des blastes [105, 108]

In vivo chez I'animal

Vaccination dans modele murin :

Blastes irradiés et transduits B7.1 par rétrovirus [123]
Blastes irradiés et transduits IL-12 par rétrovirus [120, 124]
Blastes irradiés et transduits B7-2 ou IL-4 ou TNFa ou GM-CSF par rétrovirus [49, 125]
Blastes irradiés et transduits ligands des TLR 7 ou 9 [121-122]

In vivo chez ’lhomme

Cellules dendritiques issus des blastes [127]
Peptide dérivé de PRAME [128]
PR-1 combiné au GM-CSF [130]

Tableau N°1 : Essais d’immunothérapie in vitro etm vivo dans les LAM
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Transfert lymphocytes T cytotoxiques

Il est possible d’identifier chez des patients @mission compléte les lymphocytes T
cytotoxigues dirigés contre les cellules leucémsgomais malheureusement leur expansion in
vitro est tres difficile [131]. Il existe, par coat des modeles murins qui montrent que

'administration de CTL augmente la survie des sojir32-133].
Vaccination peptidique

Des essais de vaccinations peptidiques sont ers.chiéquipe de Helsop a fait un essai de
phase I/ll chez 15 patients présentant une LAM o&l LMC. Cet essai utilisait un peptide :

PR1. Ce peptide dérive d’'une protéinase qui estepté dans les granulations primaires
myeéloides. Il peut induire des CTL capables deuitétrles blastes. L'essai a consisté a
'administration de PR1 et de GM-CSF chez 15 padielig ont observé 5 réponses cliniques,
2 rémissions durables et 8 productions de CTL §ipéess [130].

Vaccination « Naked » DNA

Il existe un modéle élégant de vaccination chegolaris avec I’ADN du transcrit de fusion
PML-RARa retrouvé dans les LAM3 [134]. Ce modele a été transen association avec le
fragment C de la toxine tétanique. Les souris veas survivent plus longtemps, il existe une
production d’anticorps et d’'IFN-plus importante et le nombre de lymphocytes T C@8+
CD4+ est augmenté. La réponse augmente si lesssmuparalléle de la vaccination, ont recu
un traitement par ATRA. Il est aussi possible dectér des anticorps anti PML-R&Rhez

les souris simplement traitées par ATRA. Cela stggee 'ATRA augmente la réponse Th2.

Dans ce travail, nous allons nous intéresser phrsicplierement a un des meécanismes
d'immunoévasion dans les LAM impliquant la molécBI&-H1 qui appartient a la famille B7
puis a l'implication de différents métabolites d& kynurénine dans les cytopénies des
syndromes myélodysplasiques.
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[I. La Famille B7

a. Généralités

Le systeme immunitaire est régulé de facon stpetedes signaux positifs et négatifs. Cette
régulation fait intervenir de nombreuses molécuips interviennent dans la synapse
immunologique. La premiere synapse, a avoir étéitdéest celle entre les lymphocytes T et
les cellules présentatrices d’antigenes. Elle gategnent retrouvée sur d’autres cellules de
immunité innée ou acquise. Chaque synapse faénmenir des partenaires moléculaires
différents. Nous allons nous intéresser plus paifiement a la synapse qui permet

l'interaction entre les lymphocytes T et les cakiprésentatrices d’antigenes.

Au sein de cette synapse, il existe une accumulat@molécules dont 'agencement est tres
précis. Au centre, se retrouve le récepteur ddigjane (TCR) qui va se lier au CMH de type
| ou Il. Autour du TCR, on observe une région rictie protéines d'adhérence LFA-1
(leucocyte function antigen 1) qui vont se lier aécepteur ICAM1. En périphérie
interviennent ensuite, les molécules de costinuiatiCD2, CD28, CD4 et CD8 associées a
d’autres molécules comme la taline ou I'ezrineigteragissent avec le cytosquelette d’actine
et des molécules de la signalisation comme I'adeptd AT (Linker of activation of T cell),
les protéines tyrosyne kinases Fyn, Lck (lymphocgpecific protein tyrosine kinase) et
Zap70. Dans la synapse immunologique on peut défgiir deux zones distinctes : une zone
centrale ou c-SMAC (central supramolecular actoratcluster) et une zone périphérique

appelée p-SMAC (peripheral supramolecular activatiaster)(Figure N°5)

Les molécules de la famille B7 ont donc un rélenaridial dans la régulation de I'activation
et de linhibition du signal immunologique. Les r@oliles costimulatrices telles qu’lICOSL,
CD80 et CD86 via leur récepteur ICOS ou CD28 engnati I'activation et I'amplification de
la réponse effectrice et les molécules co-inhiiesidiminuent ou empéchent I'activation et la

différenciation cellulairéFigure N°6)
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Figure N°5 : La synapse immunologiqueElle est composée de nombreuses protéifes.
centre en rouge se retrouve le récepteur de I'amigECR). Ensuite autour (en vert et bleu)
intervention de nombreuses protéines d’adhérenntldoprotéine LFA-1 (leucocyt function
antigen). Cette région comporte aussi de nombrauséécules de costimulation (CD2, CD4,
CD8, CD28) et d'autres molécules comme la Talin&T L(Linker of activation of T cell),

Fyn, Zap70 ou LCK (Lymphocyte specific protein tyiree kinase).
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Figure N°6 : Activation des lymphocytes T La premiere étape d’activation des lymphocytes
T passe par la reconnaissance du complexe majbeistatompatibilité par le TCR (T cell
receptor) puis ensuite différentes molécules dérnatation participent au cycle d’activation

et inhibition du lymphocyte T.
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b. Structure

Les molécules de la famille B7 sont transmembrasaiElles comportent un domaine extra
membranaire, une partie transmembranaire et urtge patracellulaire. Le domaine extra

membranaire est composé d'un domaine constant (@g@n domaine variable (IgV) des

immunoglobulines [135-137]. Ces deux domaines Ig\g€ sont codés par un seul exon, les
autres exons codant pour la partie transmembraegingra cellulaire de la protéine. La partie
cytoplasmique est courte et peut étre codée parephgsexons. Cette partie contient des
résidus sérine thréonine qui peuvent étre phospdsry

Les deux premieres molécules de la famille B7 aquiété décrites sont B7.1 (CD80) et B7-2
(CD86) qui se lient a deux récepteurs : le CD2B &L TLA-4. Ces molécules interviennent
dans la stimulation et I'inhibition des lymphocytegFigure N°4)[138], mais également dans
les mécanismes de tolérance et de la régulatidacteration des lymphocytes T [139]. Elles
interviennent comme deuxiéme ou troisieme signasafa reconnaissance de l'antigene par
les TCR(Figure N°6)

Ensuite de nombreux récepteurs et ligands ondétgifiés avec une homologie pour B7. On
a ainsi identifié¢ B7-H1 (CD274 ou PD-L1), B7-H2 (€5 ou ICOS-L), B7-H3 (CD276),
B7-H4 (B7S1 ou B7x), B7-H6, B7-DC (CD273 ou PD-It)BTLN2 (Figure N°7).Les genes
codant pour ces différentes protéines sont locabsé différents chromosomes: B7.1 et B7.2
sur le chromosome 3, PD-L1 et PD-L2 sur le chranus 9, B7-H3 sur le chromosome 15,
B7-H4 sur le chromosome 1 et ICOS-L sur le chromes@1 [140].

Les membres de la famille B7 forment des homodimearé surface de la cellule sauf B7.2
qui est un monomere [141]. Les couples réceptganti ont des affinités variables. Il existe
des affinités différentes entre les ligands etrégsepteurs, par exemple B7.1 a une affinité
plus élevée pour CTLA-4 que B7-2 et c’est exactanfi@grverse pour la liaison au CD28
[142]. PD-L2 a une affinité 6 fois plus forte pdib-1 que pour PD-L1 [143Figure N°7)
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B7-1 B7-2 B7-H1 B7-DC B7-H2 B7-H3 B7-H4 B7-H6

CD28 CTLA4 B7-H1 B7-1 PD-1 ICOS TLT-2 NKp30
Chaine lourde Chaine légere
immunoglobuline immunoglobuline

Figure N°7 : Les différents membres de la famille B avec leur(s) récepteur(s) respectif(s)
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c. Description des membres de cette famille

Les membres de la famille B7 sont classés en 3pgoselon leurs fonctions.

Le premier groupe comportd37.1, B7-2 et B7-H2.

B7.1 et B7-2 ont une expression restreinte et itlolgc sur les cellules présentatrices
d’antigenes comme les macrophages, les cellulegitignds et les cellules hématopoiétiques.
Leur expression est régulée au niveau des cellllastivées. Ces deux molécules se lient
toutes les deux aux deux récepteurs : CD28 et CZLIa liaison de B7.1 ou de B7-2 sur le
récepteur CD28 entraine l'activation des lymphosylenaifs et cette réponse est séverement
inhibée chez les souris KO CD28 [144-145]. L'intdi@n de ces deux ligands avec CTLA-4
permet une régulation négative de I'activation cidtules T via CD28 et la perte de CTLA-4
entraine une lymphoprolifération sévére et fataib| 146].

B7-H2 est exprimé sur les cellules B, les macropbaegt les tissus non lymphoides. Il
interagit avec un autre récepteur de la famille 8DECOS (inducible costimulator) [147].
Les souris déficientes en B7-H2 ou ICOS ont unaitgdiour I'activation, la différenciation en

effecteurs et effecteurs fonctionnels des lymphexiit CD4+ [148].

Le deuxieme groupe comport87-H1 et B7-DC

Ces deux ligands se lient au récepteur PD-1 maidste aussi un autre récepteur pour B7-H1

encore non identifie.[149-150] comme nous le vesmplus tard, dans le paragraphe B7-HL1.

B7-DC est exprimé par les cellules B péritonéategesit étre induit au niveau des cellules
dendritiques, des macrophages et des mastocyteaméde la moelle. Le récepteur PD-1 de
ces deux ligands est exprimé sur les cellules § ctdlules B, les cellules dendritiques, les
NKT et les monocytes activés [151]. L'interactioa ces deux ligands avec PD-1 module la
réponse immunitaire induite par les TCR ou BCR dd pan induction mais aussi son
maintien. La molécule B7-H1 va secondairement stofipctivation des lymphocytes T. Le
réle majeur de ce deuxiéme groupe est le maintela dblérance immunologique. Les souris
KO pour PD-1 développent progressivement des pagies auto immunes ce qui n'est pas
observé pour les souris KO B7-H1 ou B7-DC [152].
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Le troisieme groupe comport®&7-H3 et B7-H4

Pour ces deux molécules, le récepteur nest pazrenmdentifié. B7-H3 est retrouvé dans de
nombreux tissus. Son expression au niveau dedaelliendritiques est modulée par du LPS
[153]. B7-H4 n’est exprimé que par les cellulesatén, pulmonaires et pancréatiques. Les

fonctions de B7-H3 et B7-H4 restent encore biertrowersées.

d. Fonctions

Les molécules costimulatrices de la famille B7 vstithuler la prolifération des lymphocytes
T, augmenter la production de cytokines et préviéaoptose en stimulant la réponse T. Les
molécules coinhibitrices vont engendrer un signglaté pour limiter, terminer et atténuer la
réponse T en prévenant I'hyper activation des a=lUl qui pourrait entrainer des dommages
tissulaires et des organes [154]. L'expression €& molécules de costimulation sur les
cellules présentatrices d’antigenes, les celluesotales et les cellules de I'environnement
est la base de l'interaction dynamique entre léésys immunitaire de I'hote et la tumeur
(Tableau N°2)

Les molécules de la famille B7 sont exprimées sunal@breuses cellules tumorales mais

aussi au niveau du microenvironnement tumoral [155]

Expression de la famille B7 et de leur récepteutesitumeurs

Les membres de la famille B7 sont retrouvés suna®@breuses hémopathies ou tumeurs
solides(Tableau N°3) B7-H1 est exprimé par les tumeurs solides : aadoesein, colon,
aesophage, estomac, foie, rein, ovarien, pancré&tgiwblastome, mélanome mais aussi par
les hémopathies : myélomes multiples, leucémiegesid6l, 156-158]. Par contre, B7-DC
n'est retrouvé que dans des lymphomes non hodgkihe type manteau et dans les cancers
pulmonaires non a petites cellules [159-160]. B7edtéretrouvé sur de nombreuses tumeurs :
sein, poumon, rein, prostate, endomeétre, cervead].[1Beaucoup de tumeurs peuvent
exprimer a la fois B7-H1 et B7-H4. Cependant, poentaines, la co-expression de ces deux
molécules est impossible comme dans les mélanomesnotetrouve exclusivement la
molécule B7-H1l. Dans l'immédiat, les données surHZ7 et B7-H3 sont limitées et
contradictoires. Des résultats récents de I'éqdp&iu retrouvent une expression de B7-H3

sur les blastes de leucémie aigue dans 44.8%.ntmnane corrélation entre les caryotypes de
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mauvais pronostic et I'expression de B7-H3. Il &xie méme corrélation avec I'expression
de CD34+. Les patients dont les blastes exprim@AtB ont une survie sans rechute et une

survie globale plus cour{é62].

Expression de la famille B7 sur les cellules imnwaings de I’hbte

B7-H1 est exprimé au niveau des lymphocytes T tiafit la tumeur, au niveau des
macrophages, des fibroblastes et au niveau desleldendritiques myéloides [163].
L’expression de B7-DC est limitée aux macrophadesug cellules dendritiques [164]. B7-
H3 et B7-H4 sont fortement exprimés par les cedllukasculaires endothéliales du micro
environnement tumoral. B7-H4 est retrouvé sur dasrophages du tissu tumoral des cancers

ovariens mais il n’est pas retrouvé dans le tisén.[465-166].

Réqulation de I'expression de la famille B7 sumiieroenvironnement tumoral

Les ARNm de B7-H1 et B7-H4 sont présents dans debneux tissus, ce qui contraste avec
'expression de la protéine qui ne se retrouvedsss I'ensemble des tissus. Cela implique
donc une régulation post transductionnelle impaetatont les mécanismes aujourd’hui ne
sont pas encore €lucidés. Des médiateurs de himflation comme I'lFNy, IL4, TNFo et
VEGF permettent I'expression de B7-H1 dans de nembtissus et notamment les cellules
tumorales. La stimulation par I'IlFM- permet I'expression de B7-H1 au niveau des
lymphocytes T, des cellules NK, des macrophagesceiules B, des cellules dendritiques et
des cellules endothéliales vasculaires ce qui védoénHes lymphocytes T activés [167]. En
plus de I'lFN«, I'lFN de type | stimule aussi I'expression de BI-sur les monocytes, les
hépatocytes, les cellules dendritiques et les leslltumorales. Par contre, I'expression de B7-
H2 est régulée par la présence de GM-CSF et IL@B][1L'expression de B7-H4 est
augmentée par I'lL-6 et I'lL-10 et a linverse dimiée par le GM-CSF et I'lL-4 [169].
L’expression des 2 molécules coinhibitrices (B7-@¢1B7-H4) n'est donc pas régulée par les

mémes cytokines.

Implication pronostic de la famille B7 dans les s

L’expression de B7-H1, B7-H3 et B7-H4 au niveau dellules tumorales est un facteur

pronostic péjoratif. Dans les cancers du sein,pfegsion de B7-H1 est corrélée avec des
tumeurs de haut grade a forte prolifération et agaoinhs de récepteurs hormonaux [157]. Les
taux de survie sont inférieurs chez les patientspgésentent un cancer de I'cesophage ou

gastrique ou pancréatique exprimant B7-H1, et tdeseurs sont plus invasives [170-171].
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L’expression de PD-1 a aussi une valeur pronostpgjerative dans les cancers urothéliaux
[172] (Tableau N°3)

Nous allons nous intéresser maintenant plus pégiement a la molécule B7-H1 dans les
hémopathies malignes.
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Groupe Ligands de la Récepteurs de
famille B7 la famille

CD28

| B7.1 (CD80) CPA activées CD-28 Cellules T Stimulation

B7-2 (CD86) CPA activées CD28 Cellules T Stimulation

B7-H2 (L-ICOS) Cellules B, ICOS Cellules T Stimulation
macrophages, activées
tissus non
lymphoides

NK B7.1 Cellules T Stimulation
activées

11} B7-H3 CPA, tissus Pas identifié Cellules T Inhibition
lymphoides et activées
non Activation ?
lymphoides,
tumeurs

Tableau N°2 :Expression des différents membres de la famille Bavec leurs récepteurs

et leurs fonctions.
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Molécule Fréquence (%) Association clinique Référence
B7-H1

Cancer vessie 100 Haut risque de [173]
rechute et taux de
survie faible
Cancer du sein 60 Ki67 élevé, haut grade [157]
Cancer pulmonaire(NPC) 100 Non associé aux [159]
métastases
Cancer pancréatique 38.2 Stade avancé [158]
B7-H2
Cancer pulmonaire (NPC) 100 Aucune [159]
Cancer ovaire 37.1 Aucune [174]
Cancer pancréas 27.5 Aucune [175]
B7-H3
Cancer gastrique 85.8 Tumeur infiltrante [171]
Cancer pulmonaire (NPC) 37 Association avec [176]
métastases
Cancer prostate 93 Association avec [177]
métastases
B7-H4
Cancer sein 95.4 Carcinomes invasifs [178]
Cancer du poumon (NPC) 43 Réduction des [176]
lymphocytes infiltrant
tumeur
Cancer pancréatique 27.5 Survie courte [179]
Cancer prostate 99 Métastase, pauvre [177]
survie

NPC : non a petites cellules

Tableau N°3: Expression des différents membres dB7-H dans le cadre de tumeurs

solides.



[1l. La molécule B7-H1

a. Structure et expression

La molécule B7-H1 (PD-L1, Programmed Death 1 Ligand CD 274) est une protéine
transmembranaire de type |, elle comporte 290 acatrinés. Elle est codée par le géne
Cd274, qui se trouve sur le chromosome 19 cheaolgisset sur le chromosome 9 chez

I’lhomme (Figure N°8)

Le géne Cd274 comporte 7 exons. Le premier exonagstodant, il contient la partie 5’UTR.
Les trois exons suivants codent pour le domaine-likg/ et IgC-like. Les exons 5 et 6
contiennent respectivement le domaine transmemioeastile domaine intra cellulaire. Le
dernier exon contient la fin de la partie intraldeire et la partie 3’'UTR. Le domaine intra

cellulaire est court, il comporte seulement 30 axalminégFigure N°9)

Chez 'hnomme il existe un seul variant décrit quisedie pas au récepteur PD-1. Sa fonction
reste encore non définie [180]. Le domaine exthaleate de B7-H1 comporte 20%
d’homologie avec celui de B7.1 et 15% d’homologiea@ celui de B7-2. Le domaine
transmembranaire est identique pour toutes lescul@g. Il comporte 4 cystéines qui forment
des ponts disulfures entre la portion « immunodliobike V » et la portion «immunoglobin
like C domains ». Le domaine cytoplasmique esttidae pour les différents membres de

cette famille [138].

B7-H1 est exprimé sur les lymphocytes B, T, lesnopitages, les cellules mésenchymateuses
et les cellules dendritiques [168]. A la différertss autres membres de cette famille, B7-H1
est aussi présent a la surface des cellules noratbpoiétiques comme les cellules

endothéliales, cardiagues, pulmonaires, pancréatigquesculaires et placentaires.
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Figure N°9 : Structure de la molécule B7-H1.
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L’expression de B7-H1 a la surface des cellules peretaugmentée par les IFNs de type | et
Il, le TNF-a et le GM-CSF [61, 163, 181-183]. Les ligands dedl Tike receptor (TLR)
peuvent aussi moduler I'expression de B7-H1.

Les TLR reconnaissent et répondent a de trés nambigands endogénes ou exogenes
(PAMP : pathogen associated microbia patt€fgure N°10) Il existe a ce jour 10 TLR

identifiés chez 'homme. La liaison des ligandsear$ récepteurs entraine I'activation de
nombreuses voies de signalisation passant plusaismpar la protéine adaptatrice MyD88
(Figure N°11) L’activation de ces différentes voies va engendi@ production de

nombreuses cytokines pro inflammatoires qui vogulgr I'activation des cellules du systeme
immunitaire inné et adaptat{Figure N°12) Le systéme inflammatoire semble donc étre

impliqué dans la tumorogénese.

De nombreuses études ont mis en évidence la peesiendifférents TLR dans les tumeurs
solides : sein, mélanome, poumon, colon, reinxite en ce moment des essais cliniques
utilisant différents ligands des TLR dans les turaasglides. Au niveau hématologique, ces
TLR ont surtout étaient retrouvés dans les pathesolymphoides B [184-189]. Notre equipe
a mis en évidence la présence de TLR 2, 4 et 9vaaun des plasmocytes dans le myélome
multiple [190]. Il a été récemment mis en évidegoe I'activation de TLR4 au niveau de
cellules de Langerhans induit I'expression de B7-étlaugmente les phénoménes de
tolérance au niveau de la bouche [191-192]. lltex#s ce jour peu de données sur TLR et
LAM. Il est possible d’obtenir des cellules deniduies a partir de blastes apres stimulation
par différents agents dont le LPS (ligand du TLR @Bla suggere donc que les blastes
reconnaissent le LPS in vitro [193-194]. Le LPSshieas suffisant pour obtenir la maturation
et il peut passer par d’'autres voies que les TLRquipe de Marcucci, dans les LAM a
caryotype normal, a mis en évidence que I'expresdies TLR est inversement corrélée au

niveau de micro RNA-181. Cette corrélation est @eivais pronostic [195].
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Figure N° 10: Les difféerents TLR (Toll like recepbr) et leurs ligands. Les TLR
reconnaissent et répondent a de tres nombreux Bgandogénes ou exogenes (PAMP :

pathogen associated microbia pattern).
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Figure N° 11 : Voies de signalisation des TLR.
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Figure N°12 : Régulation du systeme inné et adaptétpar la production de facteurs pro

inflammatoires suite a la stimulation des TLR.

L’expression basale de B7-H1 et l'induction sonités les deux dépendantes d’'IRF1 (IFN
regulatory Factor) qui se situe entre 200 et 300dpbdébut du site de transcription.
L’expression de B7-H1 dans les lignées cellulaggisdiminuée lorsqu’on inhibe MyD88, ou
TRAF6 ou la voie MEK [190]. La voie jak2 est ausspliquée dans I'induction de B7-H1
[190, 196]. Dans les cellules tumorales, la pegeP@EN entraine une augmentation post
transcriptionnelle de B7-H1 [197]. Il existe done diombreuses voies de signalisation

impliquées dans la régulation de B7-H1.

Des expériences de blocage in vivo de PD-L1 on¢#e&tuées. Chez les souris KO pour PD-
L1 (PD-L1"), on voit apparaitre rapidement des manifestatars-immunes telles que des
arthrites, lupus, glomérulonéphrites, cardiomyopathiLes souris hétérozygotes pour PD-L1
ne présentent pas de manifestations auto-immuned. [D&ns un modéle de souris preé-
diabétiques (BDC2,5 /INOD TCR Transgeénique), I'itijge d’anticorps anti-PD-L1 ou anti-

PD-1 entraine I'apparition rapide d’'un diabete méhez les souris méales qui normalement

ne développent pas cette pathologie. B7-H1 joudeggat un rdle dans les pathologies
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inflammatoires chroniques et tumorales [198]. Lesris NOD SCID ne développent pas de
tumeur ovarienne en cas de transfert simultanéynipHocytes, de cellules de carcinome
ovarien humain et d’un anticorps anti B7-H1[138].

La molécule B7-H1 se lie au récepteur PD-1 (Prognach Death 1). Pendant plusieurs
années I'hypothése d’un autre récepteur était év@jldepuis peu il a été mis en évidence

une interaction avec B7.1 [168].
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b. Récepteur PD-1

Le récepteur PD-1 comporte 288 acides aminés. fadient a la superfamille des
immunoglobulines comme les molécules CD28 et CTLAul sont les récepteurs des
molécules B7.1 et B7-2. Suite a la perte d'une &gst dans sa portion proximale
membranaire, PD-1 est un récepteur monomériqueasmrnent au CD28 ou CTLA-4 qui se
dimérisent. Le domaine cytoplasmique comporte dguesines, une constitue le domaine
ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitor Mtilet l'autre le domaine ITSM
(Immunoreceptor Tyrosine Switch Motif), celui-cit@sdispensable pour le role inhibiteur de
ce récepteur. PD-1 est exprimé pendant le dévetoppethymique a la surface des CD4, des
CDS8, sur les cellules T périphériques, sur les cedliBeles NK, les cellules dendritiques et
sur les monocytes [199Figure N°13) Il est codé par le géne Pdcd 1 qui se trouvdesur
chromosome 1 chez la souris et sur le chromosormige2 I'homme. Il comporte 5 exons.
L’exon 1 code pour une courte séquence signalcied2 pour le domaine Ig et les exons 3 et
4 codent pour la partie transmembranaire. L'exoooBle pour la partie intra cellulaire ¢
terminale et comporte un long domaine 3'UTR. llstxiplusieurs variants chez ’'homme dont
un qui a perdu le domaine transmembranaire etxgsieedonc sous forme soluble. Ce variant

joue un réle non négligeable dans les pathologits immmunes [200-201].

Un niveau tres faible de PD-1 est suffisant posues le réle inhibiteur de I'activation des
lymphocytes T. En cas de déficit en PD-1 (souris g)d@r PD-1), 'administration de B7-H1
n’entraine pas d’inhibition de I'activation des lghocytes T. La fonction inhibitrice de B7-
H1 passe donc bien par linteraction avec son récepPD-1 [202]. La co-culture de
lymphocytes T CD4 et de cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) exprirBaaH1 ou B7-

H2 suite a une transfection, entraine une dimimutle la prolifération des lymphocytes T et
une diminution de production de cytokines. Il n'ypas de mort cellulaire mais un arrét du
cycle cellulaire en phase G0/G1 [168]. Pourtant mautaines équipes, la présence de B7-H1
et B7-H2 pourrait entrainer une prolifération dgmphocytes T, en entrainant une réponse
immune Th2 [149].

Certains mutants pour B7-H1, ne permettant pamisoh avec PD-1, peuvent quand méme
stimuler la prolifération des lymphocytes T en préee d’anticorps anti CD3. Ces mutants
B7-H1 peuvent également stimuler les lymphocyt&OTpour PD-1. Ces deux €léments sont

donc en faveur de I'existence d’'un autre réceppeur B7-H1.
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Figure N°13 : Structure du récepteur PD-1 et voies de signalisain.
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c. Interaction B7-H1 et B7.1

Depuis plusieurs années, des résultats contragtist@taient en faveur d’'un autre récepteur
non identifié pour B7-H1. Récemment, une nouvatleraction entre B7-H1 et B7.1 a été
mise en évidence [203]. Il existe une affinité imédiaire (1.7uM) entre ces deux molécules
par rapport a la liaison B7.1/CD28 (4uM), B7.1/ GF4 (0.2uM) et B7-H1/ PD-1 (0.5uM).

Il n’existe pas d’interaction ni entre B7-2 et B4;Hhi entre B7-H2 et B7.1.

B7-H1 et B7.1 peuvent interagir au niveau de leamdine IgV like [202]. Cette liaison va
induire un signal inhibiteur sur les lymphocytegvec une diminution de la prolifération et

une diminution de production de cytokines.

Tout ceci a été demontré par différents modelesodeis KO pour les différents intervenants
(B7.1, B7-H1, CD28, CTLA-4). Il existe un signadivectionnel entre B7-H1 et B7(Eigure
N°14)

Cette nouvelle découverte permet de mieux compeedds résultats discordants in vitro,
dans l'utilisation de différents anticorps bloqueanPD-1, B7-H1, B7-H2. Certains anticorps,

comme le 10F.9G2, bloguent a la fois l'interactemire B7-H1/PD-1 et entre B7-H1/ B7.1,

alors que d’autres vont uniguement inhiber 'und’autre des interactions et vont donc avoir
moins d’effet sur I'activation des lymphocytes TesLmolécules B7-H1 et B7.1 sont toutes
deux exprimées au niveau des lymphocytes T, degHguytes B, des cellules dendritiques et
des macrophages. Il existe donc une possibilitgefaction bidirectionnelle au niveau de ces
cellules. De plus, B7-H1, exprimé sur les cellulesm hématopoiétiques, peut interagir avec
B7-H1 et PD-1 pour réguler les lymphocytes.
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Figure N°14 : Interaction B7-H1 et B7.1.Les régions variables des Immunoglobulines sont

en violet et les régions constantes sont en vétA Ccellules présentatrices d’antigénes, T :

lymphocyte T.
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d. B7-H1 et hémopathies

L’expression de B7-H1 a été évaluée dans de nomdseusneurs solides mais aussi dans

différentes hémopathies, T@bleau N°4end compte des différentes études de la littératur

Lymphomes et leucémie lymphoide chronigue

Dans les lymphomes, il existe une expression hgéé® de B7-H1. Il est retrouvé dans 27%
des lymphomes a grandes cellules B, dans 100%ydgshbmes primitifs du médiastin, dans

20% des lymphomes T lié a HTLV1. |l n'est pas retdudans les lymphomes folliculaires,

les lymphomes a petites cellules, les lymphomesadmone marginale, les lymphomes de
Burkitt et les lymphomes du manteau. Ces résutiatseté confirmés par plusieurs équipes
[181, 204-207]. Dans les leucémies lymphoides dbums, les cellules tumorales expriment
a leur surface a la fois PD-1 et B7-H1. Il n'exigtas de corrélation avec les différents

parametres clinico biologiques, et aucune valeon@stique n’a été identifiee [208].

Ce qui est intéressant au sein des LNH a grandkseseB, c’est que seuls les lymphomes
ayant un profil non GCB (Germinal center B) expmhB87-H1. Ceci a été mis en évidence
sur des lignées de lymphomes et sur des échastiflonoraux humains. Ce sous groupe de
lymphomes a grandes cellules B est de moins bamoptiz, on peut donc se poser la question
de l'implication de B7-H1 dans ce mauvais pronoft@9]. Pour les lymphomes T, seuls les
lymphomes angioimmunoblastiques T expriment a $euface B7-H1. Les cellules de Reed

Sterneberg de la maladie de Hodgkin expriment éuai¢ a leur surface B7-H1 [210].

Dans les difféerentes lignées de lymphomes, I'exgioesde B7-H1 n’est pas induite par les
cytokines telles que I'IFN; I'lL-6, ou I'IL-10 [204]. Il existerait aussi uneperte de
'expression de B7-H1 au fur et & mesure de laucailin vitro des lignées cellulaires et en

fonction du milieu de culture.

L’équipe de Mazec en 2008 a pu mettre en évideacéle direct d’'un oncogene sur le
contrble d’expression d’'une molécule immunosuppvessie surface. Les cellules de
lymphomes T ALK expriment a leur surface la molécule B7-H1. Latdire chimérique
NPM/ALK est activée de maniére constitutionnellee@vactivation de STAT3. Pour
déemontrer le role direct entre ALK et B7-H1, ils oéalisés des transfections stables avec ou
sans la protéine de fusion NPM/ALK. La présencecdte protéine de fusion entraine
'expression de B7-H1 sur les cellules. En utilisdifiterents inhibiteurs chimiques des voies

de signalisation ils ont pu démontrer le réle deAB3I dans I'expression de B7-H1 [206].
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Cependant des résultats contradictoires ont ét@uiigés par I'équipe de Yamamoto en 2009
avec limplication de la voie MEK-ERK pour l'expmsn basale de B7-H1 et
secondairement l'implication de STAT3 et de MEK/ER¥ur linduction [211]. Ces
différences pourraient s’expliquer par l'utilisaticde lignées murines différentes et des
concentrations d’inhibiteurs différentes. Dansligeées de Hodgkin, les voies de régulation
de B7-H1 seraient plutdt la voie Erk et les MAPdga [211].

L’équipe de Green en 2010, a mis en évidence damaies lignées de maladies de Hodgkin
et de lymphome primitif du médiastin une amplifioat chromosomique au niveau de la
région 9p24.1. lls ont pu démontrer que cette dmoation entraine une augmentation de
'expression de B7-H1 au niveau des cellules tuhasraCette hyper expression se fait soit de
maniére directe en augmentant le nombre de copigede, soit de maniére indirecte en
augmentant I'expression de Jak2 qui va lui-mémaeiiredl’expression de B7-H1 [212].

Cependant les cellules de maladie de Hodgkin peéusgmrimer B7-H1 a leur surface sans
avoir pour autant systématiquement une amplificatiordp24.1. La méme équipe a mis en
évidence I'implication du site de liaison AP-1 cgé trouve sur l'intron 1 du gene B7-H1.

Celui ci peut étre stimulé par EBV LMP-1 (latent migane protein 1) qui va augmenter
'expression de B7-H1 en passant par jak3 [213]vires EBV est impliqué dans 40% des
maladies de Hodgkin et dans la majorité des lymmsomost transplantation. Ces deux
mécanismes impliquant soit une amplification en 9p24oit passant par AP-1 sont

mutuellement exclusiféigure N°15)
EBV LMP1

Amplification en 9p24.1 l

AP-1( intron 1 de B7-H1)

l

Jak

Augmentation ‘

exnression et activité

. l

Augmentation expression B7-H1 Augmentation expression de B7-H1 ‘

Figure N° 15 :Mécanismes d’expression de B7-H1 dans les lymphones Hodgkin.
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Myélome multiple (MM)

L’équipe d’lwai a montré que de nombreuses lignées MM expriment B7-H1.
L’administration d’anticorps bloquant B7-H1 assoaiéles cellules tumorales dans des souris
syngéniques diminue la vitesse de croissance tuendtalle-ci est complétement supprimée

chez des souris déficientes en PD-1 [214].

Notre équipe a pu démontrer que B7-H1 était expméles cellules CD138les patients
présentant un MM mais pas sur les cellules CD188 donneurs sains ou de patients
présentant des MGUS (gammapathie monoclonale).pkéssion de B7-H1 est augmentée
apres stimulation par I'lFN-et par les ligands des TLR 2 (peptidoglycaneq).PIS) et 9
(oxydésoxynucléique ODN). Cette induction passegpalement par la voie MyD88/TRAF6
et MEK/ERK et de maniere moins importante par JAREIRF-1 [190] (Figure N°16) I
existe une petite population de cellules prélevélesz des patients CD33D138B7-H1"
capable de proliférer chez des souris immunodéfiege [215]. L’équipe de Bao retrouve
aussi les mémes résultats pour les TLR avec daltatsssupplémentaires pour les TLR 1, 3,
5, 6 et 7. lls ont pu aussi mettre en évidenceotectfonnalité des TLR et leur réle dans la
prolifération, la survie et la réponse a la chimétapie pour les plasmocytes tumoraux [216].
La stimulation des TLR par leurs ligands respediigraine une prolifération et une survie

plus importante des cellules tumorales.

Benson a pu tout d’abord montrer que les cellul&sdd donneurs sains n’expriment pas le
récepteur PD-1 alors que les NK de patients prasenh MM, expriment PD-1 a leur surface.
D’autre par, le lénalidomide diminue I'expression Bé-H1 sur les plasmocytes malins.
L’administration de CT-011 (inhibiteur de PD-1) seul en association avec le |énalidomide
entraine une augmentation de l'activité cytotoxigies NK sur les cellules myélomateuses
[217].
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Figure N°16: Voies de signalisation de B7-H1 dans les myélomesiltiples.
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Leucémie aigue et syndromes myélodysplasiques

Dans les leucémies aigues myéloides, les réssliatscontradictoires quant a I'expression de

B7-H1 au niveau des blastes.

Tout d’abord en 2005, Tamura et son équipe onbugé une expression rare de B7-H1 sur
les blastes avec surtout une expression de B7.2 2848%6 et B7-H2 dans 15.3% des cas.
Pour les patients qui ont une expression de B7tHi2kis de 25% des blastes, ils observent
une survie plus courte. B7.2 est corrélé avec Bngucocytose. B7.2 et B7-H2 induisent la
prolifération de lymphocytes T CD4t la sécrétion d’IL-4 et IL-10 in vitro. L’exprsi®n de
B7-H2 est induite par le TNE-et non I'lFN+ [156].

A contrario, I'équipe de Salih en 2006 a montré&iseence de I'expression de B7-H1 sur des

lignées de LAM et sur des échantillons primaireen&57% des cas), et n'a retrouvé aucune
corrélation clinique. lls n'ont pas montré d'im@ion de cette molécule dans la prolifération

des lymphocytes T (en étudiant ICOS et CD69 ) ptdaluction d’IFNy et IL-2 [218].

Pour Chen, les blastes de LAM expriment bien B74Héxiste une corrélation clinique avec

les LAM de type 5 Fab. L'expression de cette mokécet augmentée au moment des
rechutes par rapport au diagnostic. Il montre égeaig que I'expression de B7-H1 est un
facteur de mauvais pronostic avec une survie ptuste pour les patients qui I'expriment

[219].

Kondo a pu montrer que les blastes des syndrome&fodysplasiques pouvaient exprimer
B7-H1. Cette expression est induite par I'lfFNet le TNFe. Il rapporte également que

I'expression de B7-H1 entraine une proliférationgoimportante. Ce gain de prolifération est
corrélé avec une incidence plus élevée de I'exmeste B7-H1 dans les SMD de haut risque

qui sont prolifératifs [155].

Dans un modele murin de leucémie aigue myéloideuzhpu mettre en évidence l'intérét de
réaliser une déplétion en lymphocytes T reg etnfimistration d’anticorps bloquant PD-1
pour éliminer les cellules leucémiques [220]. Lechige de PD-1/B7-H1 couplé avec une
déplétion en T reg représente une nouvelle apprit@rapeutique en cliniqgue. Dans un autre
modeéle (C1498 cellules murines leucémiques), laation de souris KO PD1 ou
I'utilisation d’anticorps bloquant B7-H1 entrain@ Igénération de lymphocytes T anti
tumoraux avec une diminution de la blastose cirdelaest de la taille des organes

hématopoiétiques associé a une augmentation devia sles souris [221].
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Allogreffes de cellules souches hématopoiétiques

Dans de nombreuses pathologies hématologiqueslogrfaffe de cellules souches
hématopoiétiques semble aujourd’hui encore le engiliraitement. Cette technique n’est pas
envisageable chez tous les patients de part uneitéoxion négligeable liée au risque de
GVHD. De plus il existe encore des rechutes poktgadffe suite avec un effet GVL

insuffisant.

La molécule B7-H1 est impliquée dans les mécanist®ssion tumorale post greffe. Un
des principaux modeles d’étude de la GVH et de\ta €st I'allogreffe de patients atteints de
leucémie myéloide chronique. Les patients grefféphase blastique ont moins d’effet GVL.
L’équipe de Mumprecht a d’abord montré que I'expi@s de PD-1 sur les lymphocytes T
CD8" est plus importante dans les phases blastiquesdgue les phases chroniques. Les
cellules myéloides leucémiques suppriment la gnaifon des T via l'interaction entre PD-1
et B7-H1. Le blocage de PD-1/B7-H1 dans les phhketiques augmente la survie des souris
et les souris déficientes en PD-1 dans les crilestitpues ont une survie plus longue [222].
L'effet GVL est augmenté chez les souris KO pour-HB;, mais en phase chronique
uniquement et non en phase blastique. Il existe darmécanisme intrinséque aux cellules en

phase blastique qui les protége des lymphocyt@23][

L’effet GVL diminue avec le temps, il est associe@une diminution de I'expansion des
cellules T et une augmentation de PD-1 sur les hooptes T. L’administration d’anticorps
bloquant B7-H1 restaure I'effet GVL sans entraiderGVH [224-225]. L’expression de B7-
H1 sur les progéniteurs myéloides leucémiques énlab lymphocytes T. Le blocage de B7-
H1/PD-1 entraine une augmentation de la prolifératile lymphocytes T CD8mémoire
[226]. Il existe donc un intérét clinigue a blogumatte interaction dans les rechutes post
allogreffe de moelle. Une autre perspective tharagee est la vaccination anti tumorale avec
des si-RNA de B7-H1 car les cellules dendritique® Kour B7-H1 vont permettre une
activation des lymphocytes T avec une augmental®la production de I'lFN-et de I'lL-2
[227].
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Expression de B7-H1 sur les cellules tumorales
LAM (Leucémie aigue myéloide) 25% [84, 156, 218-221]
SMD (Syndromes myélodysplasiques) <25% [155]
DLBCL (Lymphome diffus a grandes cellules B) | 25% [204, 209, 211-212]
PMBCL (Lymphome B primitif du médiastin) >50% [212]
FL (Lymphome folliculaire) 0% [204]
LLC (Leucémie lymphoide chronique) 35% [208]
HL (Maladie de Hodgkin classique) 90% [210, 212-213]
MM (Myélome multiple) >50% [190, 214-217]
PTCL-U (Lymphome T périphérique) 20% [207, 228]
AITL (Lymphome angio immunoblastique) Rare [228]
ALCL, ALK+ (Lymphome anaplasique) 33% [206, 211, 228]
ALCL, ALK- (Lymphome anaplasique) 15% [146, 228]
ATLL (Lymphome T de I'adulte) 20% [207]
CTCL (Lymphome cutanéT) 25% [228]

Tableau N°4 : Niveau d’expression de la molécule B7-H1 sur leslkdes tumorales de
différentes hémopathies.
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e. Les mécanismes d’action immunologique

Il a été montré que B7-H1 jouait un role inhibitelerla lyse des cellules tumorales médié par
les CTL (lymphocytes T cytotoxiques) [61]. Les mdismnes mis en jeu sont complexes
(Figure N°17)

Apoptose des lymphocytes T :

La co-culture de lignées de cellules tumoralesimaomt B7-H1 avec des cellules T humaines
(TAA Tumor associated Antigens) entraine une audaiem d’apoptose des lymphocytes T
TAA. L'utilisation d’anticorps bloquant anti B7-HEduit les phénomenes d’apoptose [61]. Il
s’agit d’'un phénomene physiologique pour maintehitoméostasie dans les tissus
périphériques. Par exemple, les souris KO pour Bkt une accumulation de lymphocytes
T CD§' dans les cellules hépatiques liée a une diminut@hapoptose [229]. L'induction de
'apoptose ne passe pas forcément par l'activatienPD-1 ; les mécanismes ne sont pas

encore vraiment €lucidés.
Anergie des lymphocytes T :

Ce rble a été mis en évidence par la co-culturgmghocytes T alloréactifs et de cellules
dendritiques traitées par de I'lL-10. L’anergie eStersible si les cellules dendritiques sont
traitées par un anticorps anti B7-H1 [230]. Un autavail a mis en évidence I'implication de
PD-1 dans ce mécanisme [231]. L'anergie des lymygtesc T peut survenir dans les

différentes phases de la lymphopoiese (phaselénétgphase effectrice) [232-233].
Exhaustion:

Ce mécanisme a été mis en évidence initialement léansfections virales chroniques. La
stimulation répétée de PD-1 via B7-H1 entraine panisement des lymphocytes T dans les
infections chroniques. Le blocage de B7-H1 restéfenction des lymphocytes T [234-235].
Les cancers peuvent étre considérés comme des ggit®inflammatoires chroniques. Les
cellules dendritiques du microenvironnement tumeapsgbriment fortement B7-H1 [163], le

blocage de B7-H1 entraine une augmentation d’aétoes lymphocytes T effecteurs. De plus
les lymphocytes T infiltrant les tumeurs exprimémtement PD-1. Le blocage de celui-ci

augmente également aussi la prolifération et latfomcdes lymphocytes T. Ces deux
éléments pris ensemble confirment le role de B7@41PD-1 dans I'épuisement des

lymphocytes T.
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Molecular shield :

L'utilisation d’anticorps monoclonaux bloquant BZtldu PD-1 entraine 'augmentation de la
lyse des cellules tumorales par les lymphocytegtdtaxiques spécifiques [49, 164, 236-237].
On peut en déduire que le niveau d’expression déiB&st suffisant pour conférer a la
tumeur une résistance contre la lyse des lymphscytecytotoxiques. Cette donnée est
également validée par des modeles expérimentaux ldaguels on observe une expression
forte de B7-H1: la lyse par les T CD§ est moins importante [236]. Ce mécanisme de
résistance aux lymphocytes T est lié a I'interactotre B7-H1 et PD-1 : on parle alors de

« molecular shield » ou « bouclier moléculaire 3R

Enfin, on observe que les lymphocytes T spécifiqaead plus efficaces dans les tumeurs qui
expriment faiblement B7-H1 avec PTEN WT que darss tlemeurs mutées PTEN avec
expression forte de B7-H1 [197]. L’acquisition d@ssistance survient rapidement avec des T

allogéniques ou des T spécifiques. Cela permeedtifier le rdle de PD-1.

Grace a la construction d'un systéme de mutagétiége de B7-H1, il a été démontré que

seule sa partie intra cellulaire de celui-ci ét@itessaire au maintien du bouclier moléculaire.
Les modifications de celle-ci entrainent la lyss dellules tumorales par les lymphocytes T.
On n'observe aucun effet sur la lyse tumorale sinedifications portent sur la partie extra

cellulaire de PD-1 [238].

Production d’IL-10 :

On observe une production d’IL-10 lorsque les lympties T sont stimulés par un anticorps
anti CD3 et une protéine de fusion B7-H1 [149]. ladlules dendritiques tumorales
exprimant B7-H1 produisent aussi de I'IL-10 [163}lusieurs études ont montré une
corrélation entre le niveau d’expression de B7-Hlaeconcentration en IL-10 dans des
infections virales chroniques telles que le HIV Ithépatite B [239-240]. Le role exact de

I'IL-10 dans I'inhibition de la lyse par les lympbytes T n’est pas encore connu.
Suppression T reg :

Il a été démontré in vitro que les cellules endiles vasculaires et les cellules épithéliales
gastrigues induisaient la production de T reg [240}. Cela n'a pas été démontré in vivo.
Dans des modéles tumoraux murins, on observe umetmn des T reg par les cellules
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dendritiques IDO qui induisent alors I'expression de B7-H1 surdeBules dendritiques. En
parallele, il est possible d’'inhiber les T reg patilisation d’anticorps anti B7-H1 [242].

Production IL-10
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Figure N°17: Actions inhibitrices de B7-H1 dans Iimmunoévasior. T reg : T régulateurs
CPA : cellules présentatrices d’antigenes, CTlmpfocyte T cytotoxiques
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L’équipe de Tsushima a montré que l'interactiore®@7-H1 et PD-1 entrainait une anergie
de maniere tres précoce des lymphocytes T naifeBudes ganglions lymphatiques [232].
L’affinité entre B7-H1 et PD-1 est plus importamjige celle entre B7.1 et CD28, mais moins
importante qu’'entre B7.1 et CTLA-4 ou B7-H1 et PO2D3].L'initiation de la réponse
immune et sa maintenance sont donc liées. Cela pasd’inhibition de la prolifération et la
production de cytokines (IFN5 TNF-u).

En plus de réguler les lymphocytes T, la famille 87ne influence sur I'activation des
cellules NK. Les NK des patients atteints de my@anultiple ont une expression plus élevée
de PD-1 que ceux de donneurs sains. Les cellulesydiome expriment fortement B7-H1, le
blocage de PD-1 par anticorps monoclonal entraireaugmentation de la lyse tumorale via
les NK. [217]. A l'inverse, B7-H2 et B7-H6 augmentéactivité cytotoxique des NK.

Les molécules de la famille B7, ont non seulement@& dans la régulation de la réponse
immune via leur expression a la surface des csllulenorales, mais sont également
exprimeées par le microenvironnement tumoral. Eta® impliquées dans la niche favorable a
la croissance des cellules tumorales. Cela a &t d@ns les syndromes lymphoprolifératifs
T [228]. L'expression de B7-H1 sur les cellules tuales ou par les cellules dendritiques du
microenvironnement régule linduction et la fonctiates T reg dans de nombreuses

pathologies hématologiques [243-245].

L’expression des molécules de la famille B7, pardellules tumorales, a un impact pronostic
défavorable comme 'ont démontré plusieurs équjhéd, 167, 246]. Ce role péjoratif était
initialement attribué uniquement a I'action de oesécules sur les cellules immunologiques.

Récemment, a été mise en évidence une implicati@eltes-ci dans la survie cellulaire.

En effet, la molécule B7-H1 est aussi exprimédesutymphocytes T, mais sa fonction exacte
n'est pas encore bien connue. On note un pic désgoon de B7-H1 sur les lymphocytes T
CD8" au moment de la phase de contraction. Grace aasielende souris qui ont un TCR
transgénique déficient (OT-1), 'équipe de Pulkouamettre en évidence tout d’abord que les
lymphocytes T CDH#7-H1 déficients naifs proliférent de maniére nden&ependant, dans
la phase d’activation, il existe in vitro plus dégtose et in vivo, plus de contraction. Ces
lymphocytes sont plus sensibles a la voie Ca-déperetaa la voie Fas/Fas ligand. Dans la
phase d’activation les lymphocytes T CD@&éficient B7-H1 ont une activation de Bcl-xl
moins forte. L'expression de B7-H1 sur les lymphesyT permet donc leur survie dans la

phase de contraction et donc un réle protecteumapf247].
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La découverte récente de l'interaction entre B7eiiB7.1 repose la question du réle de celle-
ci dans l'inhibition des lymphocytes T. Le blocagecifique de cette interaction entraine une
augmentation de I'expansion des lymphocytes T, cerfiemmontré I'équipe de Park. Cela

permet d’empécher linduction de l'anergie. L'wgdition de cet anticorps peut restaurer
l'activité des lymphocytes T anergiques. Cetteraatgon est donc cruciale dans la régulation

de l'induction et de la maintenance de la toléraezlymphocytes T [248].

La molécule B7-H1 présente un intérét supplémentedr elle participe au phénomene de
« dormance » tumorale (persistance de cellules lesdans I'organisme pendant plusieurs
mois voir plusieurs années apres les différentgetreents, phénomene expliquant les

rechutes). Il existe différents modeéles de dormancwrale [249].

L’équipe du laboratoire a mis en place un modélemule dormance tumoral&ifure N°18)
Nous avons montré la persistance de cellules leigc&® en faible quantité plus d’'un an
apres l'injection initiale chez des souris immunop@tentes [49, 250-251]. Il s’agit d’'un
modéle leucémique murin de dormance possédantatesdrit BCR-ABL (DA1-3B). La
premiere partie de construction a été de réaliserttansfection stable du transcrit BCR-ABL
dans des cellules murines leucémiques (Dal). Qediesfection stable a entrainé une
indépendance a I'lL3. Les souris ont alors été vees avec une injection de cellules DA1-
3b IL12 ou DA1-3B CD154 irradiées au préalablemé&mtsuite elles ont recu de maniere
répétée des injections de cellules DA1-3b vivarites. souris non vaccinées ont rapidement
développé une leucémie aigue, ce qui n'a été obsgreedans une partie seulement des
souris vaccinées. Les souris vaccinées vivantes anwmnt été sacrifiées. On y retrouve des
cellules dormantes en faible quantité (1000 voirgoa 100 cellules), cellules qui sont
capables d’induire une leucémie aigue chez de rlesveouris. Une toute petite quantité de
cellules peut donc étre a l'origine de la dormatemorale. Ces cellules s’averent plus
résistantes a la lyse par les lymphocytes T cyiqtms. L'équipe au sein du laboratoire a pu
mettre en évidence sur ces cellules « dormante® »augmentation de I'expression de B7-H1
et B7.1. Le blocage de 'une de ces moléculesvn permet de prolonger la survie des souris
naives chez qui ces cellules «dormantes » ontirgeetées. Les cellules dormantes
développent des mécanismes qui leur permettenhader aux drogues et au systeme
immunitaire(Figure N°19)
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Figure N°18: Modele DA1-3b de dormance tumorale Les souris C3H/Hej ont été

vaccinées avec des cellules DA1-3b irradiées aalgistement transfectées avec IL12 ou

CD40L. Ensuite les souris ont été challengées aggections de cellules DA1-3B. Les

souris survivantes sont sacrifiées a différentspgependant 1 an. La maladie résiduelle est

guantifiee par RT-PCR sur BCR/ABL au niveau de ttes organes et les cellules sont

remises en culture afin d’obtenir une nouvelle digmle cellules.

62



Diagnosis Tumor dormancy Relapse

Treatment .
Induction Maintenance therapy Induction line 2

guradl

Autocrine loop n

@
U

Faracrine loop

Immune tolerance CTLs, NK 7 Immune tolerance
Host/tumor equilibrium Equilibrium break out
- Minor subclone -B7-H1/B7 .1 overexpression - Clonal expansion 7
- JAKISTAT activation - Immune escape ?
. -mTORC2/AKT activation - Drug resistance ?
@ Major subclone -TLR signaling ?

- Paracrine cytokine loops
- Autocrine cytokine loops
- Clonal heterogeneity ?

- Stem cell hierarchy ?

Figure N°19: Hypothéses des mécanismes de surviesdallules dormantesAu diagnostic,

la tumeur initiale est composée de plusieurs stmmes au diagnostic. Un sous clone résistant
aux drogues va survivre et persister sous formendiadie résiduelle pendant la phase de
dormance tumorale. Ce clone échappe aux différemtegies et a la lyse par les lymphocytes
T (CTL) et les NK. Le clone minoritaire produit degtokines qui ont un effet paracrine qui
va les protéger du clone majoritaire. Les celladesnantes développent des mécanismes qui

leur permettent d’échapper aux drogues et au sgstgamunitaire.
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Un autre travail au sein du laboratoire a été decimar des souris avec des DA1-3B
transfectées avec CXCL10. Il s’agit d’'une chemokjneattire les cellules T et les NK. Cette
vaccination a permis d’établir une forte immunités souris ne meurent pas mais cette fois ci
il 'y a pas de cellules dormantes dans la rate &ie des souris sacrifiées a 1 an. L’effet
protecteur de cette vaccination est supprimé erdeagéplétion en NK et est partiellement
inefficace en cas de déplétion en lymphocyte T4 CDS. Cette vaccination est
dépendante de I'lFN-et indépendante du TNEk- Apres la vaccination, les cellules NK
expriment a leur surface B7-H1 qui va induire lalifgration de lymphocytes T et la
production d'IFNy et TNF«. L’inhibition de B7-H1 enleve l'effet protecteuredcette
vaccination DA1-3B- CXCL10. CXCL10 induit donc uffet anti-leucémique qui passe en
partie par la stimulation des NK qui expriment BT-|251].

Les cellules «dormantes » du modele DA1-3B somis plésistantes a la lyse par les
lymphocytes T cytotoxiques [49]. Ces cellules oné @xpression plus faible de SOCS1 et
une activation de la voie Jak/Stat par un phénenda méthylation du géne Socsl. La
déméthylation de ce géne ou linhibition de Jak/Stant entrainer une augmentation de la

lyse des cellules dormantes par les lymphocytegdtaxiques [252].
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f. Les mécanismes non immunologiques

En dehors de leurs roles immunologiques, les mesrdeda famille B7 ont d’autres fonctions
mises en évidence récemment : une fonction antitapgpe directe, une augmentation de la

résistance a la chimiothérapie et un réle dans lecgssus de transition épithélio-

mésenchymateux.

L’équipe d’Azuma en 2008, a démontré que B7-H1 pdutransmettre directement a la

cellule cancéreuse un signal anti apoptotique emtalyii-méme une fonction de récepteur.

Cela passe par un mécanisme de signalisation #&/¢288]. La liaison de PD-1 avec B7-H1

entraine une activité anti apoptotique avec undrdition du taux d’apoptose en présence de
ligands de récepteur de mort tel que FasL. L'atiien de staurosporine ou d’anticorps anti
Fas induit une augmentation de I'apoptose uniquémemprésence de l'interaction entre B7-
H1 et PD-1.

Une modulation d’expression des molécules de cosition a la surface des cellules a été
décrite, selon I'exposition a différentes drogu&s.sein du laboratoire, nous avons retrouvé
une augmentation de I'expression de CD86 et CD&8sajmcubation de la lignée DA1-3B
avec de l'aracytine [120]. Sur des lignées de adadoesein, I'équipe de Ghebeh a mis en
evidence, une diminution de I'expression de B7-Ha aurface des cellules, associée a une
relocalisation nucléaire apres exposition a la dabiaine. Cette relocalisation s’accompagne
aussi du passage d’AKT phosphorylé dans le noyaiilitation de siRNA B7-H1 entraine
une augmentation d’apoptose aprés exposition aobordbicine. Celle-ci est encore
augmentée par I'adjonction d’inhibiteur de PI3kie¥@s<T. Cela a été démontré in vitro et in
vivo [2] . L'expression de B7-H1 a la surface deckllule module donc la réponse a la
doxorubicine dans les cancers du sein. Il s’aginddremier lien entre immunorésistance et
chimiorésistance. Toujours dans les cancers du(sette fois ci invasifs), 'équipe de Liu a
démontré le réle de B7-H3 dans la résistance alitgpeal. La transfection de siRNA B7-H3
dans différentes lignées de cancer du sein a eatiaie augmentation de la sensibilité des
cellules au paclitaxel, avec une diminution de thation de Stat3 et Jak2 et de leurs
effecteurs : survivin et Mcl-1. Il existe bien uaegmentation de la phosphorylation de Jak2
et Stat 3 en cas de réexpression de B7-H3 danbgoées.Les souris KO B7-H3 ont une
croissance tumorale plus lente que les souris @lestet elles ont une sensibilité au paclitaxel
plus importante. La molécule B7-H3 induit donc ugsistance au paclitaxel qui passe par
I'activation de Jak2 et Stat 3 [253].
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Figure N°20 : Hypothese d’'une fonction anti apoptatue de B7-H1 dans les cellules

tumorales.

Une autre fonction non immunologique de B7-H1 estphrticipation au phénoméne de
transition épithélio-mésenchymateuse (MET). C’espilocessus par lequel une cellule perd
son phénotype épithélial afin de retrouver desatérstiques de cellule mésenchymateuse,
suite a différents stimuli. L’équipe de Cao a méntimplication de la molécule B7-H1 dans
ce processus de MET [254Figure N°21) Les auteurs sont tout d’abord partis d’'une
hypothése qui s’est avérée fausse : I'expressioB7el1l dans les kératinocytes (KC) peut
protéger I'apparition de tumeurs cutanées. Dansiaodéle de souris ayant une surexpression
de B7-H1 au sein des KC, ils ont pu observer avdise une augmentation de tumeurs
cutanées apres stimulation par methylcholantrer@AMLe MCA entraine une prolifération

des KC avec production de molécules pro inflammesotomme IL-1, IFNy, TNF-, et I'lL-
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6. Chez les souris au KC B7-H1 sur exprimé, ils mttouvé que I'lL-10, a l'action anti
inflammatoire, était produite en plus grande guéntis ont pu observer des modifications au
niveau des cellules basales de I'épithélium liéés surexpression de B7-H1, avec une perte
d’alignement et une condensation de la chromaineaniere trés rapide. lls ont retrouvé une
apparition tres précoce de tumeurs cutanées ddée pitille sans infiltration par les
lymphocytes T et une mort des souris plus précB@eH1 accélére donc la formation de
tumeurs. Les auteurs ont montré que la surexpresioB7-H1 dans les KC régule le
phénomene EMT (augmentation des facteurs de tiptisor comme Slug et Twist qui
favorisent EMT) et favorise la carcinogénése enimliignt I'expression de E cadherine. Ce
mécanisme semble indépendant du récepteur PD-dseatoies de signalisation impliquées
dans ce phénoméne n’ont pas été retrouvées pantiegs.
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Figure N°21 : Proposition d'implication de la moléaile B7-H1 dans la progression tumoraleA et

B dans la peau normale B7-H1 est exprimé uniquemeris des signaux d'inflammation, il joue un
réle dans la régulation de I'inflammation. C : flammation chronique entraine une expression forte
de B7-H1 qui est impliqué dans les mécanismes d&.NIE: Dans la phase de progression tumorale

B7-H1 va permettre I'échappement tumoral [254].

68



V. IDO
a. Généralités

Le tryptophane est un acide aminé essentiel posyrithése des protéines et la production de
NAD (nicotinamide acide dinucleotide) et de la $&nine. Le pool de tryptophane non utilisé
par I'organisme est détruit par le foie. Depuis @ 9Nusieurs études ont montré qu’il existait
deux types d’enzymes capables de métaboliser letofshiane. Tout d’abord, la TDO
(tryptophan 2,3-dioxygenase) surtout exprimée axean des cellules hépatiques avec une
grande spécificité pour le tryptophane, et égalémi®YO (Indoleamine 2,3 dioxygenase) qui
est exprimée dans de nombreux tissus et stimulédgsaprotéines inflammatoires et moins

spécifiques pour son substrat.

Le gene qui code pour cette protéine INDO (ou ID#3) situé sur le chromosome 8. Il
comporte 10 exons. L’activation de I'IDO est possilgar I'intermédiaire de virus, de
bactéries via le LPS et I'lFN-tandis que l'activité TDO est stimulée par le togitane, la

tyrosine, I'histidine, les gluco corticoides etklgnurénine.

Depuis guelques années a été mise en évidence atémpriDO2 codé par le géne INDOL1
situé a proximité du géne INDO [255]. Cette protéast plus longue et s’exprime de maniere
préférentielle sur les cellules dendritiques, aureare de I''DO [256-258]. L'IDO est inhibée
par le L-1méthyltryptophane et I'IDO2 par le D-mgthyptophane [255].

L'IDO est retrouvée sur de nombreux tissus [25&tt€ enzyme permet le clivage du noyau
pyrrole de tryptophane par l'insertion d’'une molé&cdloxygene ce qui produit le N-formyl-

kynurénine qui est ensuit hydrolysé en kynuréniba. kynurénine va ensuite donner
différents métabolites comme la 30H kynuréninegitla antrhanylique et le 30H acide

anthranyliqugFigure N°21).

L’IDO est une enzyme de type oxydoréductase possédanoyau hémique. De nombreux
stimulants induisent la production de cette enzyhee principal est I'IFNy, interviennent
également le LPS, I'lL-1, le TNFe ou la liaison avec les molécules B7 via CTLA-4925
261]. Les voies de signalisation impliquées dartte cgimulation sont principalement JAK-
STAT et NF-kB [262-263].
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Figure N°22 : Les différents métabolites de la kynénine.
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Figure N°23: Régulation de I'activation de I'IDO [256].

Le rble de I'IDO a tout d’abord été mis en évidepemdant la grossesse dans la tolérance
materno-foetale [264]. Il existe 2 hypotheses stdioation régulatrice immune. Tout d’abord
on observe gqu'une déplétion en tryptophane dansidess ou le milieu de culture réduit la
prolifération et augmente l'apoptose des lymphacyle Récemment a été montré que
'augmentation de I'apoptose des lymphocytes Tt dige a I'augmentation des métabolites
du tryptophane tel que la kynurénine [265-267].degixieme élément est la conversion de
cellules CD25Foxp3 en lymphocytes T reg via le catabolisme du trypémeh[268]. L'IDO

est impliquée dans de nombreuses pathologiesctiafses, auto-immunes, tumorales.

De nombreuses études ont montré que I'IDO pariicgpdiinhibition d’infections virales ou
de germes intra cellulaires comme la toxoplasmosdesuchlamydiae [269-270]. Apres
stimulation par I'IFN, les cellules dendritiques pexent de I'IDO et ainsi induisent
I'élimination du pathogéne. L'IDO joue également rile dans les infections fungiques a

candida ou aspergillus [271-272].
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Dans les modeles dauto-immunité expérimentale eteljlue FI'EAE (autoimune
encéphalomyelitis) I'IDO permet de passer d’'une n&§goThl en réponse Th2 et de cette
maniére atténuer les dommages tissulaires etdhmihation. L'introduction de tryptophane
oral dans ce modele animal permet aux souris maldéécitaires neurologiquement de
récupérer une certaine mobilité. Chez les patiprésentant un rhumatisme articulaire, on a
montré que les cellules dendritiques intra articetaexprimaient I''DO ce qui permettait
l'inhibition de la prolifération de lymphocytes Ttra articulaires [273]. L'IDO est donc un

rétro contréle négatif sur 'immunité cellulairerdales pathologies inflammatoires.

L’'IDO est aussi impliqguée dans les phénomenes gatmce immunitaire dans les greffes
d’'organes ou de moelle osseuse, il a des proprattgejet démontrées in vitro et in vivo
[274-275]. De nombreux auteurs démontrent limglema de différents agents
immunosuppresseurs comme CTLA-4 Ig ou CD40 Ig guingttent une tolérance [276]. Ces
agents entrainent une activation de I'IDO sur ltutes dendritiques et endothéliales, et donc
une augmentation des T reg [276-277]. Dans un meodwirin d’allogreffe de moelle les
souris KO pour I'IDO ont une incidence plus impot&ade GVH digestive et une diminution
de leur survie [278]. On observe alors une augntientae la prolifération de lymphocytes T
CD4' CDS'.

De nombreuses cellules tumorales expriment de I'[BQ et la transfection d’'IDO dans les
cellules tumorales prévient le rejet chez les hptésmmunisés [279]. Le blocage de I'IDO a
un effet anti tumoral uniguement chez des hétesunooompétents : I''DO module donc la
réponse immunitaire anti tumorale. L'IDO a une fiime au niveau du site tumoral. La
déplétion en tryptophane et la production des uiffss métabolites qui s'y produit va
entrainer une diminution de I'expansion clonaldytephocytes T effecteurs et donc diminuer
leur survie. Chez les patients la surexpressioRld® au niveau des cellules tumorales est
un facteur de mauvais pronostic, cela a été déegmdur les carcinomes ovariens, les

carcinomes de I'endometre et les cancers colore¢280¢281].
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b. IDO et LAM

En ce qui concerne les hémopathies, plusieursuraeat été réalisés sur I'IDO, dont un

réalisé par notre équipe dans les leucémies amgyékides.

Munn en 2004, a pu d’abord démontrer que les Hadés LAM expriment I'IDO, ce qui
n'est pas le cas pour les progéniteurs myéloide84COIl a également montré que cette
enzyme est active : cela sous entend que I'expressinstitutive de la protéine IDO est en

lien avec la leucémogénése [282].

Tous les blastes de LAM n’expriment pas cette metéDO. Il existe une corrélation entre le
niveau ARNm et le taux de protéines détecté pahou&t enzymatique [67]. Notre équipe a
pu mettre en évidence l'activité de cette enzynredea dosages avec une méthode de type
HPLC (high-performance liquid chromatography) dedfédénts métabolites et son
inductibilité par I'lFN+ [283].

L’équipe de Chamuleau a montré qu’une forte exjpoasd’IDO a la surface des blastes
induisait, pour le patient, une diminution de savieuglobale et de sa survie sans rechute.
Cette forte expression d’'IDO constitue un facteronpstique défavorable [284]. Dans les
hémopathies malignes tels que les lymphomes nonkimdgs, la maladie de hodgkin, la
leucémie lymphoide chronique et les syndromes myséfddsiques, il a été montré une
augmentation du taux de T reg circulants [285-28&irti a montré que les blastes de LAM
peuvent induire des T reg CDED25 Foxp3 a partir de cellules T Foxp&D25 grace a
'expression de I'IDO et du métabolisme du tryptopha[287]. Pour le moment les
mécanismes par lesquels se fait la modulation @édlsles T par les blastes de LAM

exprimant I'IlDO ne sont pas encore élucidés.

L’'IDO pourrait donc devenir une nouvelle cible thgeutique dans la prise en charge des
cancers. Plusieurs études pré cliniqgues ont mdiitérét des inhibiteurs de I'lDO dans les
tumeurs murines. Les petites molécules comme lyhttiptophane (1-MT) permettent une
diminution de croissance des tumeurs mais pas d#igrination [288]. En revanche la
combinaison d’un inhibiteur de I'IDO et des cytopxes permet la diminution de taille des

tumeurs.
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Premiere partie :
Etude de I'expression de la molécule B7-H1 sur ledastes de LAM et fonction

immunologique sur les lymphocytes T cytotoxiques.

Cancer Immunol Immunother (2010) 59:1839-1849
DOI 10.1007/500262-010-0909-y

ORIGINAL ARTICLE

In acute myeloid leukemia, B7-H1 (PD-L1) protection
of blasts from cytotoxic T cells is induced by TLR ligands
and interferon-gamma and can be reversed using MEK inhibitors

Celine Berthon - Virginie Driss * Jizhong Liu -
Klaudia Kuranda - Xavier Lelen - Nathalie Jouy -
Dominique Hetuin - Bruno Quesnel

bY

La molécule B7-H1 participe a l'immunoévasion datle nombreuses tumeurs. Son
expression est régulée par de nombreux stimulisNmus sommes intéressés a une série de
79 patients présentant une LAM (au diagnostic ouweehute) ainsi qu’a différentes lignées

cellulaires leucémiques murines et humaines.

Nous avons évalué tout d’'abord I'expression basieB7-H1 et son inductibilité par
différents ligands ainsi que l'expression des TLR42et 9 sur les blastes et enfin les

conséguences immunologiques de cette expression.

L’expression de B7-H1 sur les LAM se retrouve ch&% des patients et I'expression des
TLR 2, 4 et 9 est retrouvée dans 1/3 des patidhts'existe pas de corrélation clinico
biologique de B7-H1 avec le type FAB, la leucocgte le caryotype. La stimulation des
TLR 2 et 4 par leur ligand respectif (PGN et LPE)EN-y entraine une augmentation
d’expression de B7-H1 et une augmentation de laeption contre la lyse par les
lymphocytes T cytotoxiques. L'étude des différentees de signalisation a permis de mettre
en évidence l'implication de la voie MEK. En utdig un inhibiteur de MEK (UO126 et
AZDG6244) on retrouve une diminution de I'expressibm B7-H1 sur les blastes avec une

augmentation de la lyse par les CTL.
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B7-H1 est potentiellement un mécanisme d'immunaéwagour les LAM. L’inductibilité de
B7-H1 par I'lFN-v et les ligands des TLR suggére que différentsudtisurvenant au cours
de la réponse anti tumorale ou dans un contefgetiaux peuvent protéger ces blastes de la
lyse par les CTL. L'efficacité des inhibiteurs deEKI sur I'expression de B7-H1 offre une

nouvelle stratégie thérapeutique dans la priséharge des LAM.
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Deuxieme patrtie:
Implication de la molécule B7-H1 dans la résistancaux chimiothérapies (Résultats

provisoires)

Introduction

L'implication de la molécule B7-H1 dans des phénoe®immunologiques n'est plus a
démontrer ce jour. Récemment, différentes équipdsponmettre en évidence d’autres
fonctions non immunologiques des molécules derfalli@aB7 : une fonction anti apoptotique
directe, une augmentation de la résistance auxiathiérapies et une implication dans le

processus de transition épithélio-mésenchymateu] [25

L’équipe de Ghebeh a permis de montrer une augtiamide la sensibilité a la doxorubicine
aprées utilisation de siRNA B7-H1 sur des lignéedext cellules humaines de cancer du sein

[2].

La seconde partie de ce travail a donc essayé l[d&vBimplication de la molécule B7-H1
dans la résistance a différentes chimiothérapiesisel lignée de cellules murines leucémique
(DA1.3B). Pour cela notre travail a été construittaur de la mise en place d’'un systeme
inductible (IPTG) afin de moduler le niveau d’exgsi®n de B7-H1 dans les DA1.3B. Ensuite
différentes chimiothérapies ont été testées: dalniwine, aracytine, idarubicine,

mitoxantrone, clofarabine, cladribine, étoposidarasacrine.

Une autre partie a été de rechercher si les liaid®i-H1 et B7.1 ou B7-H1 et PD-1

modulaient aussi la réponse a la chimiothérapie.

Une troisieme partie encore en cours, a été Batilon de ce systéme inductible in vivo. Les
souris ont tout d’abord recu des DA1-3B B7-H1 paievintra péritonéale puis plus ou moins
de I'IlPTG avec ensuite un traitement par aracyéinesous cutané afin d’évaluer l'influence

de I'expression de B7-H1 sur la survie.
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Matériel et méthodes :

Lignées cellulaires et transfections
Les DA1-3B et les transfectants stables sont adtisans du DMEM comportant 10% de

sérum de veau feetal, L-Glutamine 100U/ml péniallet streptomycine a 37°c dans 5% de
CO2.
Toutes les transfections sont faites sur les eslMA1-3B par électroporation. On utilise le

systeme Amaxa (Koeln, Germany) avec la solutiort @ programme O-17.

Un systéme de transfection avec systeme indudtideire N°24)a été utilisé, il consiste tout
d'abord avec une premiére transfection du plasmétresseur qui contient un gene de
résistance a I'hygromycine. Apres cette premiérandfection, une sélection par
I’hygromycine est réalisée puis une deuxieme texigin avec un deuxieme plasmide qui
contient le gene d’intérét : B7-H1 et un gene dastéance a la puromycine. Une deuxieme
sélection avec la puromycine a permis d’obtenir tiassfectants stables et secondairement
une dilution limite a pu étre réalisée, permettéotitention d’'une dizaine de clones. Leur
inductibilité en B7-H1 par I'lPTG a été testé paytarnétrie en flux aprés 48 heures

d’incubation avec I'lPTG.
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Figure N°24 : Systeme inductible IPTG.A plasmide répresseur comprenant le promoteur
Lac ayant un taux de transcription trés élevé erésgmce de lactose ou
d’isopropylthiogalactoside (IPTG). B plasmide dérét avec B7-H1
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Cytométrie en flux

L’expression de B7-H1 est évaluée par cytométrillensur la lignée DA1-3B B7-H1 aprés
48 heures de stimulation par 'lPTG avec I'anticoB¥-H1-PE (clone MIH1).

MTT

Les cellules DA1-3B B7-H1 sont mises en culturepedsence ou absence d'IPTG (1U/ml)

pendant 48 heures puis ensuite les cellules sqatrtrés en plaques de 96 puits avec les
différentes chimiothérapies avec une gamme de otrat®n (data ci-dessous) pendant 72 h,
le test MTT est ensuite réalisé avec calcul de$ I&%ir chaque drogue.

Coatage de plagues

Des plaques 96 puits sont « coatées » avec soiblécule soluble B7.1, soit PD-1, soit un

isotype contrdle. La protéine est déposée pendnt#°c sur les plaques avant d’étre lavée.
Les cellules DA1-3B sont ensuite mises dans cepupkcoatées avec les differentes drogues
(gamme de concentrationFigure N° 25). Le test MTT est réalisé apres 72 heures

d’incubation a 37°C avec les drogues testées.

Coatage plaques ! I I
Isotype contrdle

ou B7-1
ou PD-1

DA1-3B exprimant B7-H1 ' .

o N N

Chimiothérapie 1

MTT a 72h

Figure N°25: Coatage de plaques.
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Drogues

Amsacrine Mitoxantrone Clofarabine Etoposide Daunorubicine Cladribine  Aracytine
[c] pg/ml [c] ug/ml [c] ug/ml [c] ug/ml [c] ug/ml [c]ug/ml [c] ug/ml
0,00610352 0,001024 0,0000095 0,01024 0,000042 2E-05 0,0025
0,02441406 0,00512 0,000076 0,0512 0,000214 0,0001 0,01
0,09765625 0,0256 0,00061 0,256 0,001066 0,0010 0,156

0,390625 0,128 0,00488 1,28 0,005334 0,0081 0,39

1,5625 0,64 0,03906 6,4 0,026672 0,0651 0,625
6,25 3,2 0,3125 32 0,13336 0,5208 2,5
25 16 2,5 160 0,6668 4,167 10

100 80 20 800 3,334 33,33 40

Modéle in vivo

Idarubcine
[c] ug/ml

0,000026
0,00013
0,00064

0,0032
0,016
0,08
0,4

Une série de 60 souris C3H a été injecté avécdlliles DA1.3b B7-H1 IPTG par souris en
intra péritonéal puis 11 jours aprés cette injeckiomoitié des souris ont recu de I'lPTG par

voie orale. Dans chaque groupe, la moitié des s@ort ensuite traitées par de I'aracytine en

sous cutané a la dose de 100 mg/Kg /J pendant8gousécutifs a 16 jours de la premiere

injection (Figure N°26)

IPTG / ARA-C
30 souris \
3 Y CTR
60 souris i
Pas IPTG ARA-C

20 souris \
CTR

~

\
7
T~

IPTG 10 souris

Arrét IPTG
10 souris

IPTG 10 souris

Arrét IPTG
10 souris

10 souris

10 souris

J162J18
+/- ARA-C

JO J11aJ)18
injection en IP 105 cellules DA1-3B B7-H1 +/-IPTG

Figure N°26 : Modéle in vivo

J19 en continu
+/- IPTG
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Résultats

Implication de la molécule B7-H1 dans la résistancaux drogues

Les DA1.3B ont été transfectées avec le systemectide IPTG permettant d’obtenir 10
clones stables. Les 3 clones qui avaient la medl@ductibilité par I''lPTG en cytométrie de
flux ont été sélectionnés pour la suite des expéeg(Figure N°27) Les cellules DA1.3B
B7-H1 IPTG ont été mise en culture pendant 48 tseavec de I'lPTG puis ensuite pendant 3
jours avec les différentes drogues a différentexentrationgFigure N° 28) Il existe une
augmentation d’IC50 pour plusieurs drogues aprgsaatation d’expression de B7-H1 avec

des profils de résistance aux drogues différeris1des clones testés. Ces résultats restent a
confirmer.
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Figure N°27 : Inductibilité des clones B7-H1llsotype (rayure grise). Expression basale de
B7-H1 (en grisé) et aprées 48h d’induction par I'?Ten noir) sur les cellules DA1-3b B7-H1.
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DA1.3B B7.H1 clone 9
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0O Sans IPTG
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Figure N°28 : Tests MTT sur les difféerents cloneselDA1.3B B7-H1.



Implication de la liaison B7-H1 / B7.1 dans la réstance aux drogues

Afin de regarder si la liaison de B7-H1/B7.1 ou BI/PD-1 influence la résistance aux
drogues, les protéines solubles (PD.1 ou B7-H1lsotype contrble) ont été fixées sur des
plagues 96 puits avec analyse MTT au bout de 72ebede traitement par Idarubicine,
Staurosporine ou Glivec. La liaison entre B7-HPBt1 ou B7-H1 et B7.1 semble augmenter

la survie des cellules.

160 -
140 e —
120 N ==
o 100 - - Isotype controle
2 80 S~ — —PD1
»n 60+ . - - - .B7-1
40
20 +
0
0 0,1 1 3
Staurosporine (UM)
140
120
100
Isotype controle
2 80
S &0 — —PD1
w0 -- - .B71
20
0
0 5 25 50
Idarubicine (nM)
160
140 cem e T
120 — = = — — N | |
100 s sotype controle
l% 80 \\ A S — —PD-1
n 60 . .- - .B71
40 \
20
0
0 0,01 0,1 1
Gleevec (UM)

Figure N°29 : Interaction de B7-H1 et PD-1 et B7-H®t B7.1
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Implication de la modulation de B7-HL1 in vivo sur & réponse a I'aracytine, données
préliminaires
Afin d’évaluer I'impact in vivo de la surexpresside B7-H1 sur la croissance tumorale et la
réponse & I'aracytine, une série de 60 souris Eningecté avec 10cellulesDA1-3b B7-H1.
La moitié des souris ont recu de I'lPTG de J11 & @dis plus ou moins de l'aracytine. La
croissance tumorale semble plus importante dagsolgpe recevant de I'lPTG. Ces données
nécessitent un follow-up plus long et une répétitde I'expérimentation a des doses de
cellules DA1-3b, plus élevées. Il semble en fait begpression de B7-H1 soit indispensable
a la tumorigénicité de cette lignée, tout du mainsr une dose de cellules de’k@llules
DA1-3B B7-H1 non induites. L'inductibilité de B7-Hdar I'lPTG semble annuler I'effet de
la chimiothérapi€Figure N°30).
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Figure N°30: Résultats du modéle in vivo60 souris C3H ont été injectées avetclules
DA1-3b B7-H1(J1) Ensuite elles ont été separéesgmopes de 10 souris. Le groupe
contrdle n’a rien recu de plus. Le groupe araCza tmiquement de I'aracytine a la dose de
100mg/kg/J pendant 3 jours en sous cutané de 186 &8 groupe IPTG a recu uniquement
de 'lPTG par voie orale de J11 & J18. Le grougegdRraC a recu de I'lPTG (méme voie
administration) de J11 a J18 et de l'aracytine (m@wsologie dans différents groupes) de
J16 a J18. Le groupe IPTG tt a recu uniguemeritlleEG en continu de J11 a J66. Le groupe
IPTG tt araC a recu de I'lPTG en continu de J16&el de I'aracytine de J16 a J18 (idem
posologie. (cf figure N°26).
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Discussion

Le role immunologique des molécules de costimutatest largement démontré mais
récemment d’'autres fonctions ont été mises en gealeL’équipe De Ghebeh a mis en
evidence une augmentation de la sensibilit¢ desllegltumorales de cancer du sein a
'administration de doxorubicine apres utilisatiade si RNA B7-H1. Il existe une
relocalisation de B7-H1 en intra cellulaire dans ¢éancers du sein apres administration de
doxorubicine. Ceci est accompagné d’une relocadisat AKT phosphorylé au sein du noyau.
L’administration de siRNA B7-H1 entraine une augmation d’apoptose aprés exposition a
la doxorubicine [2].

Une autre équipe a mis en évidence I'implicatiolBdeH3 dans les mécanismes de résistance
au paclitaxel dans les cancers du sein. L'utilisatie si RNA B7-H3 augmente I'activité Jak2
et Stat 3 avec une augmentation de la sensibiitgaalitaxel. Les souris KO B7-H3 ont une

croissance tumorale plus lente et une sensibilité iphportante au paclitaxel [253].

Les résultats préliminaires que nous avons obtanes les lignées DA1-3b B7-H1 inductible
sont en faveur d’'une modulation de la réponse aaguiks en fonction des différents clones.
B7-H1 pourrait peut étre jouer un réle anti apaptet dans les LAM. Ces résultats sont a
confirmer par des expériences complémentaires ifdanitnotamment les modifications de
signalisation intracellulaires induites par I'exgsm®n, et l'interaction de B7-H1 avec PD-1
et/ou B7.1.

Les premiers résultats qui restent a confirmereaigeérience in vivo sont en faveur d’un role
essentiel de B7-H1 dans la prolifération tumorales souris traitées par IPTG semblent
développer plus de leucémies et mourir plus rapémnil est encore trop tét pour conclure,
notamment pour dissocier les effets immunologiquBsffets non immunologiques,
notamment sur la résistance a la cytarabine. Egat, d#f faible expression de base de B7-H1
dans les cellules non exposées a I'lPTG semblareédansidérablement la leucémogénicité
des cellules par rapport a la lignée mere DA1-Bkest donc difficile pour le moment
d’évaluer I'impact in vivo sur la chimiosensibilitéCes résultats sont a confirmer par des
expériences supplémentaires, en accoisant le nodebcellules injectées pour tenir compte
de la perte de la leucémogeénicité de base, et grodeisant I'expérimentation dans des
souches de souris immunodéficientes Nude, SCID, MOID, et NSG afin de dissocier

précisément les effets non immunologiques.
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La découverte de l'interaction entre B7-H1 et Bat I'équipe de Butte, entraine a repenser
les interactions des cellules tumorales et desilesllde I'environnement [203]. Il existe
aujourd’hui a définir la fonction de cette inteiiant Les premiers résultats observés dans nos
expériences sont en faveur d’'une modulation deéf@omse aux drogues. Ces résultats
préliminaires sont a confirmer, notamment via degamts de B7-H1 et B7.1 dépourvus de

capacités d’interactions respectives.

88



Troisieme partie :
Dosages de métabolites de la kynurénine dans legndromes myélodysplasiques et

corrélation clinico-biologiques : influence sur lesytopénies.

Metabolites of trytophan catabolism are elevated in sera of patients with
myelodysplastic syndromes and inhibit hematopoietiprogenitors amplification.

Céline BERTHON" # 3 Michaela FONTENAY*, Selim CORM", Alain DUHAMEL *°,
Julia SALLERON?®, Julien ROSSIGNOL, Isabelle BRICHE', Michel LHERMITTE * °,
Bruno QUESNEL %3

Article en cours de soumission

Le tryptophane est métabolisé en kynurénine saasidn de deux enzymes: indoleamine 2,
3-dioxygenase (IDO) et tryptophan 2,3-dioxygenatPd). Ces deux enzymes bloquent
I'activation des cellules T et induisent une immuwp®Eession.

La kynurénine va étre ensuite catabolisée en diffisr métabolites : acide kynurénique,
l'acide 3 OH anthranylique et I'acide anthranyliguges métabolites ont aussi des effets
négatifs sur les cellules T. Cependant, le réleee métabolites n'a pas été évalué dans la

physiopathologie des cancers.

Nous avons évalué le niveau d’expression du trypaop et de ces métabolites dans le sérum

d’'une cohorte de 132 patients présentant un SMD.

Il existe une certaine corrélation entre les dosadges métabolites et les cytopénies. Les
métabolites du tryptophane inhibent I'expansionmhegéniteurs in vitro.
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CHAPITRE 3

DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Les blastes de LAM expriment a leur surface leséeues B7.1 et B7-2 qui vont se lier au
récepteur CTLA-4 et donc inhiber les lymphocyted Z(]]. Les autres molécules de la famille
B7 n'ont fait I'objet que d'une étude partielldale expression sur les blastes de LAM.

L'équipe de Tamura a plus particulierement étudiéHR, qui interagit avec ICOSL. Les
auteurs ont montré que l'expression de cette maégétdit corrélée avec une survie plus
courte [155]. B7-H2 induit la prolifération de lymptytes CDZ et la sécrétion d’IL-4 et IL-
10 in vitro. L'expression de cette molécule estnaemfée apres stimulation par le TNFet
non par I'lFNy [155].

L'expression de B7-H3 a la surface des blastes|fiet de travaux publiés par I'équipe de
Qiu. Cette expression est corrélée a I'expressioB@@4, aux caryotypes défavorables, et a

une survie sans rechute plus courte.

La molécule B7-H1 quant a elle est retrouvée sunatebreuses cellules tumorales murines
ou humaines [171, 188, 203]. En ce qui concerneegpnession sur les blastes de LAM, les
données sont plus contradictoires, avec une expreBgquente et importante pour certaines
équipes, et beaucoup plus rare pour d'autres [BB]. 1e rble de cette molécule dans
immunoévasion est aussi controversé [216-217% &epériences que nous avons menées
permettent de montrer que la molécule B7-H1 n'esbuvée que sur un petit nombre de
patients au diagnostic (18%). Par contre, il sendole cette expression augmente chez les
patients en rechute, méme s'il nous faudrait pléshdntillons au diagnostic et a la rechute

pour confirmer ces données.

Le niveau d’expression de la molécule B7-H1 pera &todulé par I'IFNy, le TNFa et le
GM-CSF [61, 161, 179]. Dans ce travail, nous avoosfirmé que I'IFNy augmentait
'expression de la molécule B7-H1 sur les blastesLAM de patients, et sur des lignées

cellulaires murines ou humaines [155, 216].

Une étude a été conduite préalablement dans nalb@rdtoire : il a été montré, dans un
modéle de dormance tumorale, l'importance du nivkaxpression de B7-H1 sur I'inhibition
de la lyse des cellules tumorales par les lymplescgttotoxiques [249]. Dans la présente
étude, nous avons observée que certains blastestidats exprimaient B7-H1. Les cellules T
présentes dans I'environnement tumoral pourraigatél’origine de la production de I'lFN-
Celui-ci induirait I'expression de B7-H1 sur lea$iles, et donc inhiberait la lyse des cellules
tumorales par linhibition des lymphocytes T cytdtmes. L'expression de B7-H1 et des
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autres molécules de costimulation est donc fortémé&gulée par le micro environnement

tumoral.

Nous avons pu étudier quelques patients au diagreisi la rechute. Dans la majorité des cas,
I'expression de B7-H1 est plus importante au mondenka rechute. On peut supposer que
I'expression de B7-H1 a permis la persistance d#sles leucémiques pendant la phase de
rémission compléte, en leur permettant d'échaptelyde par les CTL. Il faudrait néanmoins

plus de couples d'échantillons au diagnostic atradhute pour confirmer cette hypothése.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous s\gnmettre en évidence une augmentation
de l'expression de B7-H1 sur les blastes aprésiktiion par les ligands des TLR 2, 4 et 9, et
une diminution de la lyse tumorale par les CTL. bésstes réfractaires a un ligand sont le
plus souvent réfractaires aux autres ligands dd® d@iLa I'lFN+v. L'induction de B7-H1 par
du PGN (ligand de TLR2) est corrélée avec I'inductpar le LPS (ligand TLR4) et I'lFN-

Un précédent travail avait déja montré I'mplicatides ligands des TLR2, 4 et 9 dans
'expression de B7-H1 sur les plasmocytes tumorixyélome multiple [188]. Récemment,
I'équipe de Huang a confirmé l'implication des TLdRhs l'induction de B7-H1 au niveau des
cellules de Langherhans, afin d'induire une toléeagu niveau de la cavité buccale [189]. Il
existe tres peu de données sur TLR et LAM, lescpales données hématologiques

concernent I'étude de ces ligands dans les turhguphoides B.

Dans une large série de LAM a caryotype normajuljge de Marcucci a montré qu’il existait
une corrélation inverse entre I'expression des TLR&t 8 et I'expression de la famille des
MiRNA-181 ; et que cette corrélation est de maupaisostic [195]. Nous avons confirmé
I'expression des TLR 2, 4 et 9 sur de nombreuxtddage patients. La stimulation des TRL 2
et 4 par leurs ligands respectifs induit I'exprassie B7-H1 et augmente la résistance des
blastes aux CTL. Cela confirme une probable impbcadu systéme immunitaire inné dans

le développement des leucémies aigues myéloides.

Il est encore bien difficile aujourd’hui de faim lien entre immunité innée liée aux TLR et

prolifération tumorale. Chez des souris agées, oinsarvé une augmentation de la réponse au
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stress et a l'inflammation avec une augmentatienld® 4 [289]. Cette observation peut étre
le point de départ de la réflexion. En effet, ftlence des LAM augmente avec l'age. Il est
possible d'émettre I'nypothese que plus I'age anggn@lus les cellules souches deviennent
sensibles aux stimulations chroniques de l'inflationavia les TLR, ce qui induit donc une
augmentation de la leucémogéneése. Par ailleuis coelforte I'hypothése de l'implication des
TLR dans la phase de rémission compléte. La stimualpar les PAMPS va en effet entrainer
I'expression de B7-H1 sur les cellules résiduekésionc un échappement de ces cellules au
systeme immunitaire, avec secondairement une @ratibn de celles-ca l'origine des

rechutes hématologiquésigure N°31)

Stimulation par pathogénes contribue a la dormance? Exhaustionanergic?

Diagnostic Rémission

Figure N°31 : Hypothése de l'implication des TLR das lI'immunoévasion.
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Dans notre travail, nous avons mis en évidencelication de la voie MEK dans I'expression

de B7-H1 sur les blastes de LAM, comme cela a é&anontré pour le myélome multiple et
les cancers de vessie [188, 317-318].

Nous avons testé différents inhibiteurs chimiques différentes voies de signalisation.

L'inhibition de PI3k et mTOR entraine une discrétgmentation d'expression de B7-H1.

Les voies de régulation de B7-H1 sont différentageal’cellule a l'autre, le ciblage d'une voie
de signalisation aura donc un effet différent sééentumeurs. L'inhibition de MEK diminue
non seulement l'expression de B7-H1 sur les blagtess augmente aussi la sensibilité de
ceux-ci aux CTL aprés stimulation par le LPS. Rluss petites molécules inhibitrices de
MEK sont en cours de développement clinique chezplatients, notamment I'AZD6244
utilisé dans notre travail. Ces drogues sont aemnent utilisées afin de diminuer la
prolifération tumorale ou augmenter la mort celh@an bloquant les signaux de croissance
et de survie. Elles pourraient aussi tuer de maniedirecte les cellules tumorales en
diminuant I'expression de B7-H1 sur celles-ci. Galaait pour effet de diminuer l'inhibition
des CTL. Nous pouvons imaginer cibler I'expressierB7-H1 via l'utilisation d'inhibiteur de
MEK apreés une allogreffe de moelle, afin d'augmelitdfet GVL. La molécule B7-H1
pourrait ainsi devenir une cible thérapeutique wiitmothérapie via des petites molécules. Il
ne faut néanmoins pas oublier que les voies de l@gtian qui induisent I'expression de la
molécule B7-H1 semblent différentes d'une pathel@gi'autre. Dans le myélome multiple, la
voie prépondérante est aussi la voie MEK, par epulans les lymphomes non Hodgkinien la
voie Jak Stat est impliquée. Il sera donc nécessa@r bien comprendre les voies de
signalisation pour chaque pathologie afin d'opténise prise en charge thérapeutique ciblée.

Le développement des anticorps monoclonaux repiesere avancée thérapeutique majeure
dans la prise en charge des hémopathies. Pour negental existe peu de thérapies ciblées
dans les LAM qui ont réellement montré leur effitdcSeul I'anticorps monoclonal anti

CD33 (Mylotarg) a montré un intérét thérapeutiquesdaette pathologie, mais sa place

exacte dans la stratégie de traitement fait erltabet d’études.

Une meilleure compréhension de l'interaction dekoutes B7 et de leur implication dans les

mécanismes d'immunoévasion devrait permettre lelaldyement de nouvelles drogues.
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Différents essais cliniques ont été menés dansulasurs solides, pour évaluer l'efficacité
des anticorps anti PD-1 ou anti-B7-H1. Le premiesa¢ utilisait la molécule MDX-1106.
Cette étude a été réalisée initialement sur 3@miEtiprésentant des tumeurs solides avancées,
puis sur une nouvelle série de 106 patients. Leswigrs résultats ne retrouvent pas beaucoup
de toxicité avec des signes d'efficacité [290-2€Ht anticorps est en cours d'essai en

association avec l'ipilimumab (anticorps anti CT4A-

D'autres anticorps anti PD-1 ont été évalués. Lpjue Berger a utilisé un anticorps
monoclonal anti PD-1 (CT-011), chez 17 patientss@néant diverses hémopathies (LAM,
lymphomes, myélome). Il s'agissait d'un essai des@h, pour 33% des patients un bénéfice a
été observé a titre de réponse tumosealec une rémission complete sans toxicité impatant
[321]. Récemment a I'ASCO, des résultats intéressamt été présentés avec un anticorps
anti-PD-1 (BMS-936558) [290-291]. Cet essai a @alisé chez des patients atteints de
mélanomes avances, de cancers pulmonaires norites pedllules, de cancers de la prostate
hormonaux résistants, de cancers du rein et deecmgolo rectaux. Les auteurs ont montré
une réponse objective chez environ 25% des patiamés une toxicité tolérable. La réponse
est fonction du type de cancer avec une réponseipiportante dans les mélanomes et les
cancers du rein. Elle semble durable chez desmpatija lourdement traités au préalable. I
existe une corrélation entre I'expression de B7sHilles cellules tumorales et I'importance
de la réponse a l'anticorps monoclonal anti PD-4s Bssais sont aussi en cours avec des
anticorps anti-B7-H1 (MDX-1105).

Il existe une réelle place thérapeutique pour nasvations. L'anticorps PD-1 pourrait ainsi

intervenir dans le traitement d'entretien des LADA pourrait I'envisager en entretien apres
avoir obtenu une rémission compléte, c'est-a-dirmmament ou la masse tumorale est la plus
faible. Ils pourraient aussi servir apres les akfigs de cellules souches hématopoiétiques,

afin de diminuer le nombre de rechutes.

Le développement de limmunothérapie dans les LAddter encore délicat de part
I'implication de nombreux types cellulaires darns phénomeénes d'immunoévasion. Il existe
une régulation faisant intervenir les cellules s IT reg, les NK, les DC et les MSC. La
complexité de ces intrications cellulaires rendrdacination encore difficile. Il existe aussi
des contraintes techniques quant a l'obtention elkiles DC vaccinales. Le choix de

'antigéne optimal n'est également pas encore délies LAM sont des pathologies
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hétérogenes et les prochaines avancées d'immuapibéilevront prendre en compte ces

éléments.

En plus de son réle immunologique, l'implicationnnionmunologique de B7-H1 dans la
réponse aux chimiothérapies semble importante darowf La suite du travail va consister
en I'étude de clones inductibles obtenus par teantisin stable des DA1-3b B7-H1 avec B7.1,
afin de déterminer les éventuelles modulationsaigivité B7-H1 par cette derniere molécule.
Des souris C3H vont recevoir les cellules DA1-3bHBL. Aprés 10 jours, la moitié des souris
recevront de I'lPTG et ensuite seront plus ou mivaitges par de l'aracytine. Une autre étape
importante sera linjection de ces différents ckriaductibles & des lignées de souris
dépourvues de diverses cellules du systeme imniaitsomme les souris nude, SCID, et
NSG, puis par des déplétions spécifiques dansd’lmdmunocompétent. On peut toutefois
aussi faire I'hypothése d’'un réle non immunologigieeB7-H1 sur la résistance aux drogues
mais médié par des cellules du systéme immunitaireexemple la production de cytokines
par les lymphocytes T stimulés par B7-H1 exprimé lpa blastes, et venant induire une
résistance a l'apoptose de ces mémes blastest firéisable que les blastes de leucémies
aigues, probablement les cellules souches leuc@&nigee localisent au sein de la niche
hématopoiétiqgue. Cette méme niche est physiologique infiltrée par les lymphocytes T
régulateurs, qui expriment PD-1 et donc sont sudieptde répondre a I'expression de B7-
H1. L’étude du rble de B7-H1, d’expression spongané induit, dans la constitution d’'une
maladie résiduelle des leucémies aigues va donesaiber des expérimentations complexes

tenant compte du microenvironnement.

Quelgue soit le mécanisme impliqué, la confirmatiennos données in vitro in vivo sur une
modulation de la chimiorésistance par B7-H1 pemagtid'envisager, chez les patients,
l'utilisation de modulateurs d'expression de B7-&lkc la chimiothérapie standard, afin

d'augmenter les taux de rémission compléte etulds qualités de réponse moléculaire, et
ainsi diminuer les rechutes hématologiques. Récamiéquipe de Qiu a présenté des
résultats sur B7-H3 et LAM indiquant une expressiencette molécule dans une proportion
notable de patients. Les premiers résultats supatite série de LAM au sein de notre équipe
confirment ces données. A ce jour, le réle de B7rH3t pas identifié. La construction d’'une

lignée de DA1-3b B7-H3 est en cours afin d’étudkerble immunologique de cette molécule.
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Les cibles possibles de thérapeutiques visant taillea B7 pourraient donc se révéler

multiples.
Perspectives thérapeutiques

Comment ces concepts pourraient étre utilisés embétique des LAM ? |l pourrait étre
envisagé, si I'hypothése d’une modulation de lanibsensibilité par B7-H1 s’avérait exact,
'administration d’anticorps anti B7-H1 ou anti AD-de maniere concomitante aux
polychimiothérapies conventionnelles d’inductiondet consolidation des LAM. Ces mémes
anticorps pourraient étre ensuite délivrés en getrafin de restaurer une activité T efficace
limitant les rechutes. Toutefois les stratégiesicaris ont quelques inconvénients. La
pharmacocinétique n’est pas optimum. Par aillecesx-ci ne seront efficaces que si toutes
les fonctions protectrices de B7-H1 nécessitentintezaction avec PD-1 et/ou B7.1, ce qui
pour l'instant n’est pas formellement démontré. ldn&e possibilité serait de cibler les voies
de signalisation induisant I'expression de B7-Hloubl avons déja démontré que les
inhibiteurs de MEK, par exemple 'AZD6244 de gradbnique, diminuait fortement
'expression de B7-H1. Les inhibiteurs de JAK spritbablement aussi de bon candidat, et
peut étre des stratégies combinées bloquant MEKNEOR pourrait étre envisagées.
L’'avantage de cette stratégie est que ces inhiigit@ot une activité cytotoxique en eux méme,
il doit donc étre possible a la fois d’inhiber deses de survie dans les cellules leucémiques,
et de les sensibiliser aux lymphocytes cytotoxiqus type de stratégie ne serait toutefois
probablement efficace que sur patients en rémissiompléte de trés bonne qualité, ou une
faible population résiduelle reste a éliminer. Uderniére possibilité pourrait étre le
développement de petites molécules bloquant diremté les interactions de B7-H1, en
sachant toutefois que les interactions protéinetdpres sont réputées « undruggable » a
guelques exceptions pres, le défi est donc ma@es stratégies thérapeutiques doivent
impérativement étre validées au préalable dans ndedéles précliniques appropriés de

maladie résiduelle.
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Conclusion

Nous avons donc identifié un des mécanismes diméuasion des blastes de leucémies
aigues myéloides, dont le mécanisme principal ppasd'expression de B7-H1 augmentée
par des facteurs potentiels du microenvironnenedrit,probablement de nombreux réles dans
la survie a long terme des cellules leucémiquesluéles. L'expression de B7-H1 constitue
un exemple de mécanisme majeur identifié a pagetimddele ou I'on s’intéresse non pas aux
effets immédiats sur une quelconque caractéristtqoeorale, mais sur un réle s’exercant
dans la durée. Compte tenu de I'évolution cliniges hémopathies malignes, et des cancers
en général, marqués par de nombreuses récidivpligl@n plus souvent maitrisables par de
nouvelles thérapies, I'étude des mécanismes deesdes cellules tumorales a long terme est

surement un objectif de recherche prioritaire.
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Résumé :

Les leucémies aigues myéloides (LAM) restent des pathologies au pronostic sombre en raison d'une
incidence fréquente de rechutes. Les mécanismes d’'immunoévasion impliqués dans les LAM sont
tres divers. Nous avons étudié I'implication de la molécule B7-H1 (PD-L1), une molécule de co
stimulation impliquée dans la résistance des cellules tumorales aux lymphocytes cytotoxiques et
identifiée précédemment par notre équipe comme facteur de dormance tumorale, dans ces
mécanismes.

Sur une série de 79 LAM au diagnostic ou en rechute, I'expression de B7-H1 a été retrouvée chez 18%
des patients. Il n’existe pas de corrélation entre I'expression de cette molécule et les paramétres
cliniques. Une induction de I'expression aprés stimulation par I'lFN-y et les ligands des TLR 2 et 4
présents a la surface des blastes est par contre identifiée dans une large proportion des LAM. Cette
augmentation de I'expression de B7-H1 entraine une diminution de la lyse des blastes par les
lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). La voie de signalisation MEK est essentielle dans I'expression de
la molécule B7-H1 et son blocage pharmacologique permet de resensibiliser les blastes aux CTLs.
Nous explorons par ailleurs un réle direct de B7-H1 dans la chimiorésistance. Ainsi B7-H1 pourrait se
révéler une molécule aux effets multiples dans les hémopathies malignes, contribuant a la fois aux
échecs primaires et a la dormance leucémique. Une dissection fine des mécanismes mis en jeux par
B7-H1, et au dela d'autres molécules de la famille B7 ouvrirait des potentialités thérapeutiques
intéressantes, a I'heure ou plusieurs anticorps anti-B7-H1 et anti-PD-1 de grades cliniques sont en
essais dans les tumeurs solides.
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