N

N

Contribution de I’'approche transcriptomique dans la
physiopathologie et le traitement des hémopathies
malignes

Yasmine Labiad

» To cite this version:

Yasmine Labiad. Contribution de I’approche transcriptomique dans la physiopathologie et le traite-
ment des hémopathies malignes. Sciences du Vivant [g-bio]. Aix-Marseille Université, 2016. Frangais.
NNT: 2016 AIXM4068 . tel-04529589

HAL Id: tel-04529589
https://amu.hal.science/tel-04529589

Submitted on 2 Apr 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://amu.hal.science/tel-04529589
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université d’Aix — Marseille
Faculté des Sciences de Luminy
Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé ED 62

These pour obtenir le grade de :

Docteur de I’'Université d’Aix-Marseille

Spécialité : Génomique et Bioinformatique

Contribution de IYapproche transcriptomique
dans la physiopathologie et le traitement des
hémopathies malignes

Présentée et soutenue publiguement par :

Yasmine LABIAD

Le Mardi 8 novembre 2016

Devant le jury :

Monsieur le professeur Guillaume CARTRON Rapporteur
Monsieur le professeur Andrea DE MARIA Rapporteur
Monsieur le professeur Raoul HERBRECHT Examinateur
Monsieur le professeur Pascal RIHET Président
Madame le docteur Catherine NGUYEN Directrice de thése
Monsieur le professeur Régis COSTELLO Directeur de these

(AMarseille /72 TAGCTy (o, anRsE

Service d'Hém mog echnological adva
CHU La Conceptior

1 !nserm






Résume

A la fin du 20° siécle, la premiére étude utilisant les microarrays pour étudier la leucémie aigué a
démontré I'utilité de cette technologie dans la mise en évidence de |'expression des genes. La
décennie suivante a montré que I'étude de I'expression des genes est devenue un outil précieux
dans la recherche en hémopathies malignes. De nos jours, il a été établi que I'expression des genes
est devenue un outil indispensable en recherche dans le domaine de la cancérologie et en

particulier en onco-hématologie.

L'objectif général de cette thése a été de mettre en évidence la contribution de I'approche
transcriptomique dans la physiopathologie et le traitement des hémopathies malignes. En
particulier, comment la technologie des microarrays nous a aidée a étudier diverses
problématiques en onco-hématologie ; notamment : le déces lié aux complications infectieuses,

I'incapacité a obtenir la rémission et le déces lié aux rechutes.

Dans la premiéere partie, notre objectif était d’étudier les cellules Natural killer (Nk) chez les
patients atteints de leucémie aigué myéloide (LAM). Nous avons comparé la signature
transcriptomique des cellules Nk de patients LAM a celle des cellules Nk de sujet sains et suggéré
que le facteur de transcription ETS-1 est un bon candidat capable de réguler les récepteurs
activateurs NCR (natural cytotoxicity receptors) dont les génes sont situés sur deux chromosomes

différents, méme si leur expression reste fortement cordonnée.

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés a la prédiction du sepsis en utilisant une
approche transcriptomique dans le cadre de I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques
(auto-CSH). En utilisant le méme modeéle, dans la troisieme partie, nous avons mis en évidence
I’effet du melphalan en tant que chimiothérapie de conditionnement sur les cellules mononuclées
du sang périphérique et identifié un marqueur potentiel de rechute précoce chez les patients

atteints de myélome dans le cas de I'auto-CSH.

Enfin, dans la derniére partie, notre objectif a été d’analyser le profil d’expression génique des
lymphomes B diffus a grandes cellules liés a I'infection par le VIH afin de vérifier ou pas I'existence

des sous-types décrits chez les patients immunocompétents






Abstract

At the end of the 20th century, the first study of human acute leukemia demonstrated the
usefulness of the microarray-based technology for gene expression profiling. The following decade
demonstrated that gene expression profiling became an invaluable tool for hematological
malignancies research. Nowadays, it has been established that gene expression profiling became

an available tool for study cancers and more peculiarly hematological malignancies.

The aim of this research is to demonstrate transcriptomic approach contribution in the
physiopathology and treatment of hematological malignancies. In particular, how microarrays
technology is used to study several oncohematology difficulties; which remain deaths-related

infection, as well as the failure to obtain remission and death related relapse.

In the first part, our focus was to study natural killer cells (Nks) in patients affected with acute
myeloid leukemia (AML). We compared transcriptomic AML-NKs signature with healthy donors-
NKs signature and suggested that ETS-1 transcription factor is a good candidate able to regulate
the natural cytotoxicity receptors (NCRs), whose coding genes, are located on two different

chromosomes even if their expression remain strongly coordinated.

Our second part, aimed to predict sepsis using a transcriptomic approach in the case of autologous
stem cell transplantation (auto-HSCT). Using the same model, in the third part, we highlighted the
melphalan high-dose chemotherapy effect on peripheral blood mononuclear cells and identified a
potential good biomarker of early relapse in patients affected by myeloma in the case of auto-

HSCT.

Our final focus was to analyze gene expression profile of HIV-related large diffuse B-cell ymphoma

type in order to verify the existence of subgroups described in immune-competent patients.
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Lymphome hodgkinien - lymphome de Hodgkin
Linear Models for Microarray Data

Leucémie myéloide

Long non coding RNA

Lymphome non hodgkinien

Lipopolysaccharides
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MGUS
MIAME
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NCR
NF-KB
NGS
NK
NKp46-44-30
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NPM
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PAMP
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PCT
PD-1
PDL-1
PMN
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PPRAR-y
PRR
PSGL-1
RIN
RNS
ROS
RT-PCR
RT-qPCR
SDF
siRNA
SIRS
snoRNA
SOFA
SVM
Treg
TAGC
TCR
TdT

TE

TGF
Thl
TIA

Monoclonal gammopathy of undetermined significance
Minimum information about a microarray experiment
Micro ARN

Natural cytotoxicity receptors

Nuclear factor-kappa B

Next-generation sequencing

Natural killer

Natural Killer Cell P46/44/30-Related Protein
Nanomeétre

Nucleophosmin

Organisation mondiale de la santé
Pathogen-associated molecular patterns
Peripheral blood mononuclear cell

Polymerase chain reaction

Procalcitonine

Programmed cell death 1

Programmed death-ligand 1

Polymorphonuclear leukocytes

Picomole

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Pattern Recognition Receptor

P-selectin glycoprotein ligand-1

RNA Integrity number

Reactive nitrogen specie

Reactive oxygen species

Reverse transcription polymerase chain reaction
Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR
Stromal cell-derived factor

Small interfering ARN

Systemic inflammatory response syndrome

Small nucleolar RNA

Sepsis-related Organ Failure Assessment

Support Vector Machine

T regulateurs

Technologies Avancées pour le Génome et la Clinique
T cell receptor

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

Tris-EDTA

Transforming growth factor

T helper 1

T-cell-restricted intracellular antigen
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TLR
TNF
TNFR
TREM-1
Tris-HCI
u

UPN
VCAM
VIH
VLA

Toll-like receptors

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor

Triggering receptor expressed on myeloid cells 1
Tri-hydrochloride

Unité

Unique Patient number

Vascular cell adhesion protein 1

Virus de l'immunodéficience humaine

Very Late Antigen
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L'approche transcriptomique

L’analyse moléculaire de la physiopathologie d’un organe ou d’un tissu a été longtemps limitée a I’étude de
quelques génes candidats. Depuis le milieu des années 90, les outils moléculaires développés permettent
de mesurer I'expression de plusieurs milliers de génes en méme temps (1). Appliquée a I'étude des
tumeurs, cette technologie a pour ambition de préciser les mécanismes physiopathologiques et d’identifier
des marqueurs diagnostiques ou pronostiques (1). Le développement des technologies a haut débit a
permis de rechercher les altérations globales dans les tumeurs qui sont responsables de leur
développement et de leur progression. L'une des principales applications de la connaissance génomique a
été la conception des différents types de plates-formes de biopuces pour I'analyse des altérations de ’ADN

ainsi que I'analyse de profil d’expression de genes (2).

L’étude du transcriptome en utilisant les puces a ADN a pour but : I'étude simultanée de I'expression de
milliers de génes ou de leurs ARN simultanément (3). L’analyse bioinformatique des données du
transcriptome de plusieurs échantillons permet leur groupement selon la similarité des profils d’expression.
Cette analyse donne alors une image de I'expression des génes d’une cellule, tissu, ou organe a un temps

défini (3).

Depuis le séquengage du génome, les analyses transcriptomiques ont permis de comprendre |'expression
du génome au niveau transcriptionnel, ce qui a amené a découvrir la structure des genes plus en détail, la
régulation de I'expression génique, la fonction du produit du géne, ainsi que la dynamique du génome.
L’analyse du transcriptome permet aussi de comprendre les réseaux de processus biologiques de régulation
et, éventuellement, donner des indications dans le diagnostic des maladies et leur thérapeutique, dans une

optique de traitement personnalisé en fonction de chaque couple patient/tumeur (4).

Définition du transcriptome

Le transcriptome est I'ensemble des ARN transcrits par le génome d’un tissu ou d’un type cellulaire a un

temps donné, a un stade de développement et/ou sous une certaine condition physiologique (5, 6).

Il était une fois ... ARN

Le transcriptome est I'’étude des ARN : Acides ribonucléiques nucléiques simples brins. L'ARN n’a pas été
séparé de I’ADN jusqu’en 1958, suite a la formulation du dogme central par Francis Crick qui est que :
« L'information génétique est transcrite de ’ADN en ARN et transcrit de I’ARN en protéine » (7, 8). En 1961,
Jacob et Monod ont proposé que le géne codant pour une protéine soit transcrit a I'aide du ribosome en ce

gu’ils ont appelé ’ARN messager (ARNm) (9). En 1958, en méme temps que le dogme central de la biologie
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moléculaire, I’hypothése d’« adaptateur » a été formulée par Crick pour expliquer la synthése des protéines
(7, 10). Dans cette hypothese, Crick prédit que chaque acide aminé est attaché a son propre « adaptateur »
qui pourrait tenir sur la matrice de ’ARNm par appariement de bases et ainsi transporter I'acide aminé sur
le site spécifique de la matrice d’ARN. Un court ARN stable, 'ARN de transfert (ARNt), a été identifié
comme étant « 'adaptateur » prédit (11). Peu aprés, I’ARN ribosomal (ARNr) impliqué dans la synthése des

protéines a été purifié (4, 12).

En 1977, Sharp (13) et Roberts (14) ont montré que la séquence d’ARNm des adénovirus présente une
distribution discontinue dans le génome. Par conséquent, ils ont d’abord suggéré qu’un géne eucaryote
typique se compose d’exons (les séquences codantes pour la protéine) et d’introns (séquences non
codantes). Au cours de I'épissage de I'ARN, les introns sont découpés dans les transcrits primaires et
dégradés, tandis que les exons sont rassemblés dans différents ARN messagers matures (épissage alternatif
ou « splicing »). La découverte de la composition d’'un géne (introns et exons) a été une surprise et a

révolutionné la compréhension de I'architecture des génes.

Depuis la fin des années 1970, Cech et Altman (15, 16) ont révélé que I’ARN pouvait fonctionner comme un
catalyseur. En 1982, Krugera a mis en avant le concept de « ribozyme », ce qui démontre que I’ARN pourrait
agir a la fois en tant que du matériel génétique (comme I’ADN) et comme un catalyseur biologique (comme

les enzymes protéiques).

Au début des années 1990, il a été observé indépendamment par un certain nombre de scientifiques que
I’ARN inhibait I'expression des génes chez les plantes et les champignons avec un mécanisme inconnu (17,
18). En 1998, Fire et Mello (19, 20) ont constaté que des ARN doubles brins (dsARN) pourraient reconnaitre
des séquences d’ARNm spécifiques, puis conduisent a la dégradation des ARNm cibles : les ARN interférents
(ARNi). D’autres études ont montré I'existence de petits ARN (de 21 a 25 nucléotides) responsables

d’interférence : les petits ARN interférents (siRNA) (21, 22).

Ces derniéres années, les différents types d’ARN augmentent rapidement avec le développement des
technologies notamment le NGS (Next Generation Sequencing) (23, 24). De nombreux ARN non codants ont
été identifiés et caractérisés fonctionnellement, ce qui a permis I'expansion du monde de la

transcriptomique.

La naissance des méthodes d’analyses transcriptomiques

Bien que l'analyse de I’expression du géne commence dans les années 1980 avec le développement du
Northern blot (25), cette méthode n’est évidemment pas a haut débit. Dans les années 1990, le projet du

séquencage automatisé de I’ADN avait comme ambition : d’identifier, caractériser et analyser tous les
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génes (26, 27). Cette approche a révolutionné la biologie, et a permis d’ouvrir la porte a I'approche haut
débit avec I'apparition du séquencage des marqueurs de séquences exprimées (EST), et I'accumulation de
ces données a permis la création de bases de données dbEST (28-30). L’avancée des technologies a haut
débit a rendu possible I'analyse simultanée de nombreux génes dans les cellules et dans les tissus. L’analyse
transcriptomique basée sur la détection a grande échelle des ARN est devenue alors une méthode de choix,
principalement en raison du fait que cette méthode permet rapidement d’obtenir une vision globale de

I’ensemble des genes exprimés dans une population de cellules (31-33).

Initialement, les premieres analyses transcriptomiques ont été réalisées sur membrane de nylon en
utilisant de grandes densités d’ADNc ou de produit de PCR, avec évaluation de la quantité de sondes
hybridées sur chaque spot. Les « macroarray » sont fabriqués sur des membranes de nylon d’une dizaine de
centimetres carrés. Cette approche est la plus ancienne, néanmoins elle est efficace pour tester des
centaines ou quelques milliers de génes, et de mesurer quantitativement et simultanément I'expression
des ARN messagers dans un échantillon, un type cellulaire ou tissulaire a un temps donné. La technologie
est basée sur I'hybridation d’ARN (d’un tissu, cellule ou autre) a un ensemble de fragments d’ADN qui
représentent des genes cibles disposés sur un support. Les ARN hybridés sont marqués et obtenus par
rétrotranscription. lls constituent un mélange complexe qui contient de nombreuses séquences différentes
d’ADN complémentaire en diverses quantités, correspondant aux nombres de copies de ’ARN messager

d’origine extrait de I'échantillon (31, 34-36).

Les principaux défis de cette technologie ont été d’augmenter la sensibilité ainsi que de miniaturiser les
macroarrays (37, 38). La plateforme de puce a ADN développée par la firme Affymetrix a répondu a cette
demande, en utilisant comme technologie la synthése (réactions photochimiques et technique de masque)
de centaines de milliers d’oligonucléotides directement in situ sur des puces de silicium de quelques
centimetres carrés (39). Ces microarrays de par leur miniaturisation ont été le début d’une grande
révolution scientifique avec un grand potentiel d’applications dans divers domaines de la biologie et de la
santé (40). Les technologie des microarrays les répandues sont a ce jour celles développées par Agilent et

Affymetrix.

En paralléle au développement de I'étude a haut débit de I'expression des genes s’est effectué I'évolution
du séquencgage. Le NGS (Next Generation Sequencing) est basé sur le séquencage paralléle massif (4). Le
développement des nanotechnologies a permis de séquencer des centaines de milliers de molécules d’ADN
simultanément (23, 41). Le prototype de NGS : MSSP (massive parallel signature sequencing) (41) applique
guatre cycles de digestion par enzyme de restriction, et des réactions de ligation pour déterminer la
séquence nucléotidique des extrémités de I’ADNc, générant des séquences de 17-20 pb, qui correspondend
a I'empreinte de I'ARN correspondant. Le MPSS a permis de générer plus de 100000 signatures

simultanément. Toutefois en raison de la nature des réactions de digestion et de la ligation, une fraction
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importante des signatures de séquences obtenues ne sont pas assez longues pour étre des empreintes

uniques des molécules d’ARN (4).

Pour surmonter les limites de MSSP, d’autres sociétés ont développé leurs propres plateformes telles que :
lllumina, Roche, Thermo-Fisher Scientific, avec une amélioration considérable sur : le débit, la durée de
lecture ainsi que sur la précision de séquencage (4, 23). Une partie, ou la totalité de I’ARN est purifiée,
rétrotranscrite en ADNc, puis soumise a un séquencage massif. En analysant des millions a des milliards
d’étiquettes de séquences de longueur variables (25-200 pb) aprés séquencage a haut débit, le

transcriptome peut étre étudié qualitativement et quantitativement (4, 42).

Afin d’étudier avec précision le transcriptome de tissu biologique complexe, d’'un échantillon précieux avec
une faible quantité d’ARN extrait, et méme la cellule unique (« single cell technology »), des techniques de
séquencage a haut débit ont été développées : comme le séquencage direct de I’ARN, ou en développant

des méthodes d’amplification de I’ARN (4, 43, 44).

Les différents types d’ARN

Il existe une grande variété d’ARN qui a en plus de leurs roles structurels. lls ont aussi un réle important
dans la régulation de nombreux processus cellulaires; qui a été sous-estimé auparavant. En fonction de
leurs produits, les ARN peuvent étre divisés en deux classes : les ARN codants pour des protéines et les ARN

qui ne codent pas pour des protéines (ARNnc) (45) Figure 1.

Les ARN codants

Ce sont les ARN qui codent pour des protéines, ils sont connus aussi sous le nom de : ARN messagers

Les ARN non codants

Les ARN non codants sont tous les ARN qui ne sont pas traduits en protéines fonctionnelles. Sur la base de
leurs fonctions, les ARNNnc peuvent étre divisés en deux catégories : les ARNnc de ménage (House-keeping)

et les ARNnc régulateurs.

Les ARN non codants de ménage

ls jouent généralement un rdle structural et catalytique, comme les ARN de transfert, les ARN
ribosomiques impliqués dans la traduction, les petits ARN nucléaires, qui sont impliqués dans I'épissage des
ARN messagers, les petits ARN nucléolaires impliqués dans |'épissage des ARN ribosomiques. Et enfin les

ARN guides (ARNg) impliqués dans I’édition de I’ARN (12, 45).

Les ARN non codants régulateurs
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lIs jouent un role de régulation dans beaucoup de processus biologiques. Selon la longueur, ils peuvent étre

divisés en deux groupes : les petits ARNnc régulateurs et les longs ARNnc régulateurs (IncRNA).

Les petits ARN non codants sont composés de 17-35 nucléotides, comprenant les microARN (miARN) les

siARN et les ARN interagissant avec Piwi (ARNpi).

Les miARN sont composés de 22 nucléotides, et résultent des pre-miARN contenant des structures en
épingle a cheveux. Les épingles a cheveux sont traitées par la RNase Ill Drosha et Dicer pour former des
miARN matures. En s’hybridant a leurs cibles, les miARN inhibent I’expression des genes en réprimant la
traduction ou en favorisant la dégradation de ’ARNm. Les miARN jouent un réle crucial dans la régulation

de nombreux processus biologiques, tels que le développement ou la réponse au stress biologique (46-48).

Les siARN et ARNpi sont de petits ARN produits par différentes voies, qui agissent principalement dans le
blocage génique des transposons et des séquences répétitives pour maintenir la stabilité génomique (49,

50)

Les ARN longs non codants (IncRNA) sont des ARN composés d’environ 200 nucléotides, ils sont transcrits
par 'ARN polymérase ll. Les LncRNA peuvent étre antisens, sens, intergénique, bidirectionnel, et des
transcrits introniques (51). lls peuvent réguler I'expression des génes codants de différentes maniéres : la
régulation transcriptionnelle peut se produire par interaction du IncRNA avec la protéine pour inhiber

I"activité des facteurs de transcription ou de I’ARN polymérase Il directement, soit indirectement.
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mRNA

‘RNA snoRNA
tRNA
lincRNA
IncRNA rasiRNA
Ani-sens piRNA
miRNA
e siRNA
stRNA

Figure 1 : Les différents types d’ARN

tRNA : transfer RNA, rRNA : ribosomal RNA, mRNA : messenger RNA, snoRNA : Small nucleolar RNA, snRNA : Small
nucleolar, lincRNA : long intergenic non-coding RNA, IncRNA : long non coding RNA, RNAi : RNA interference, rasiRNA :
Repeat associated small interfering RNA, stRNA : Small temporal RNA, miRNA : micro RNA, siRNA : Small interfering
RNA, piRNA : Piwi-interaction RNA

Modifiée de Geospiza, 2009
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La quantification des transcrits

Le niveau transcriptionnel du génome peut varier dans les différents tissus, sous des conditions
physiologiques ou en réponse a des stimuli environnementaux. Le premier objectif des analyses
transcriptomiques a été de définir les genes exprimés de maniére différentielle d’'une condition par rapport
a une autre (ou plus). Les méthodes d’isolation de séquences spécifiques telles que I'EST et le SAGE, les
hybridations sur des puces, et le séquencage a haut débit, sont des technologies qui ont été développées
afin de définir les génes différentiellement exprimés entre les conditions. De nombreux genes clés de divers

processus de développement, physiologiques ou pathologiques ont été identifiés par ces moyens (42, 52)

Le métabolisme de I’ARN

Un géne est une région génomique distincte dont la transcription est régulée par un ou plusieurs
promoteurs et des éléments régulateurs distaux; qui contiennent les informations pour la synthése des
protéines fonctionnelles ou des ARN non codants, associés par le partage d’une partie de I'information
génétique au niveau des produits finaux (protéines et ARN). Cette définition est spécifiquement congue
pour les génes chromosomiques eucaryotes (53). Un gene est généralement défini comme une unité
génétique. Quand on parle de la transcription, nous désignons également le gene comme une unité de
transcription. Du géene a I'’ARN fonctionnellement mature, plusieurs étapes de transcription et de
traitement post-transcriptionnel ont lieu dans les cellules (54). Une procédure de transcription se compose
de : I'initiation de la transcription (la formation du complexe d’initiation de la transcription), I'élongation, la
pause (complexes de transcription arrétent juste en aval du site d’initiation de la transcription) et la
terminaison (12, 54). La combinaison de la technologie traditionnelle biochimique et biologie moléculaire
avec le NGS, les événements de transcription ont été observés globalement en débit plus élevé et a niveau

plus précis (55).

Les puces a ADN

Définition et principe

Les puces a ADN ou microarrays sont une méthode basée sur I’hybridation d’acides nucléiques sur un
support. Les ADN complémentaires sont marqués par fluorescence, incubés avec des sondes
d’oligonucléotides sur la puce, puis I'abondance de I’ARN est déterminée en mesurant l'intensité de
fluorescence (52, 56). Les microarrays ont été développés pour I'étude de I'expression de milliers de génes

simultanément. Différents types de puces a ADN ont été développés. La détection des produits de la
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transcription des genes par hybridation est le principe sous-jacent a toutes ces approches (57). Un grand
nombre de séquences (sondes : oligonucléotides) sont synthétisées sur le support, chacune correspond a
une partie spécifique du transcrit. Elles sont fixées a un support solide, généralement du verre. De L’ADNc
ou de I’ARNc est synthétisé et marqué a partir de ’ARN d’une expérience ou d’échantillons controles et
d’échantillons test. Il est ensuite hybridé avec des sondes complémentaires présentes sur le support. Les
différences d’expression des génes sont calculées sur la base de la quantification et de I'analyse statistique

du signal fluorescent émis par ’ADNc ou ARNc marqué (58), Figure 2.

Les puces a ADN permettent I'analyse simultanée du niveau d’expression de I'ensemble des genes humains
connus a ce jour. Elles ont comme objectifs la description moléculaire de I'évaluation des maladies et la
réponse aux traitements, l'identification de cibles thérapeutiques ou encore déterminer des biomarqueurs

pour le diagnostic et le pronostic (59).
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Figures 2 : Pipeline classique d’une expérience de puces a ADN.

Apreés la réalisation d’un plan expérimental biologique, les échantillons ou tissus (issus d’un modele animal, d’un
patient ou autres) sont récupérés. Les ARN sont alors extraits, marqués (simple — Cy3- ou double marquage —
Cy3/Cy5-) puis hybridés sur les puces a ADN. Apreés des étapes de lavages, les puces sont alors scannées, les images
acquises, les données brutes extraites. Les données brutes sont explorées, celles de mauvaise qualité sont mises de cété
et le reste des données est normalisé. Selon I'objectif de chaque étude, les génes différentiellement exprimés sont
identifiés entre les groupes d’étude pour classer les échantillons selon leurs sous-types (maladies, traitement, ou
autres), réaliser des analyses fonctionnelles (enrichissement en annotations fonctionnelles, études des réseaux, des
interactions et autres...). Pour chaque étape de ce pipeline, des normes sont respectées (sur la base d’un accord
international le : MIAME — Brazma et coll., 2001).
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Le simple marquage ou le double marquage

Deux stratégies d’hybridation de puces a ADN peuvent étre distinguées : le simple marquage — Figure 3 —
(une couleur) et le double marquage — Figure4 — (deux couleurs). Les microarrays deux couleurs
(également appelées les microarrays bicolores ou microarrays doubles étiquettes) permettant a deux
échantillons biologiques différents d’étre hybridés sur la méme zone d’hybridation sur le microarray, deux
fluorochromes sont utilisés généralement pour le marquage des échantillons : la cyanine-Cy3, émettant a
570 nm, et la cyanine-Cy5, émettant a 670 nm. Tandis que dans les microarrays « simple marquage », un
seul fluorochrome est employé. Habituellement, la Cy3 est utilisée pour marquer un seul échantillon par

zone d’hybridation (array) (60).

Une approche deux couleurs a certains avantages par rapport au simple marquage. En effet, elle élimine en
partie la variabilité provenant des différences entre les zones d’hybridation (58), comme la qualité de
I’hybridation et les variations de la taille ou de la qualité des spots (61). En revanche, les différences
d’émission des deux fluorochromes (la cyanine-5 fluoresce plus que la cyanine 3) et la différence
d’efficacité d’incorporation (la cyanine-3 s’incorpore mieux que la cyanine-5) introduisent un biais de

fluorescence (60).

En résumé, les deux approches présentent des avantages et des inconvénients. Cependant, beaucoup
d’études ont comparé les deux méthodes. Celles-ci sont comparables en matiére de qualité des données
ainsi que de la précision de la mesure des rapports d’expression. Par conséquent, I'utilisation d’'un ou deux
fluorochromes est principalement déterminée par le co(t, les considérations de conception expérimentale

et les préférences personnelles (60, 62, 63).
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Figure 3 : Schéma récapitulatif du protocole simple marquage d’Agilent

Les ARNm sont retrotranscrits en ADNc, ’ADNCc est alors marqué par la Cyanine 3 et transformé en ARNc, puis hybridé
sur la puce.

(www.agilent.com)
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Figures 4 : Schéma récapitulatif du protocole double marquage d’Agilent

Les ARNm sont retrotranscrits en ADNc, ’ADNc d’un échantillon est marqué par la Cyanine 3 et le deuxiéme par la
Cyanine 5 et transformé en ARNc. Les deux échantillons sont mélangés puis hybridés sur la puce.

(www.agilent.com)
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La normalisation des données brutes

L’étape de normalisation permet de minorer les variations artéfactuelles inter et intra-puces (64). Il existe
différents types de normalisations : la normalisation LOWESS, la régression linéaire, la normalisation par la

médiane et autres (65, 66). L'une des normalisations les plus utilisées et la normalisation par les quantiles

La normalisation par les quantiles

La normalisation par les quantiles est 'une des méthodes de normalisation la plus utilisée. L'objectif de
cette méthode est de rendre similaires les distributions de I'intensité des puces. Dans un premier temps, les
valeurs sont transformées log2 afin de rendre les données symétriques et d’obtenir une distribution proche
de la loi Normale, qui est un critére indispensable pour un certain nombre de tests statistiques. Pour
chaque échantillon, les valeurs d’intensités sont triées, les génes (lignes) réorganisés, la médiane est
calculée par ligne. Les intensités des genes sont ensuite remplacées par la médiane en gardant le rang, puis

les positions initiales sont retrouvées (67).

Les analyses statistiques

Les méthodes statistiques d’analyse de données de puces a ADN peuvent étre classées en deux grands
groupes : les méthodes qui permettent d’identifier des génes exprimés de maniere différentielle, et les
méthodes qui classent la dépendance fonctionnelle des génes. L'objectif de la premiére méthode consiste a
identifier des génes qui sont exprimés a différents niveaux dans des conditions différentes en utilisant des
tests statistiques classiques (t-test, test ANOVA, Mann-Whitney...). La deuxieme méthode permet
d’identifier des groupes communs d’expression de genes, pour classer les nouvelles pathologies, de

nouveau sous-type de pathologie, et autres (68).

Le SAM (Significance Analysis of Microarrays)

L’analyse SAM permet de mettre en évidence les génes dont I'expression varie d’'une maniere significative,
en appliquant a chaque géne un test t spécifique. Pour chaque géne, un score est assigné sur la base de sa
variation d’expression par rapport a son écart-type pour des mesures répétées pour le méme geéne. Les
génes avec des scores supérieurs a un seuil sont considérés comme potentiellement significatifs. Le
pourcentage de ces génes identifiés par le hasard est le taux de faux positifs (False Discovery Rate — FDR).
Pour estimer le FDR, des genes avec des expressions aléatoires sont identifiés en utilisant les permutations.
Le seuil peut étre ajusté pour identifier des ensembles plus ou moins grands de génes et le FDR est alors

calculé pour chaque ensemble de génes (69).

Cette approche est basée sur I’analyse des fluctuations aléatoires des données. D’'une maniere générale, le
rapport «signal sur bruit de fond » diminue avec la diminution de I’expression du gene. Pour un niveau

donné d’expression, les fluctuations sont gene spécifique. Pour tenir compte des fluctuations spécifiques
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du gene, une statistique basée sur le ratio du changement dans I’expression du gene sur I'écart-type a été
définie. La « différence relative » d(i) de I'expression génique est donnée par la formule suivante :
xI1()—xU (i)

d(®) = s(i) +s0

Ou : x I (i) et x U (i) sont définis comme le niveau d’expression du géne (i) dans I'état [ et U
respectivement. La dispersion spécifique du géne s(i) est la standard déviation des mesures d’expression

répétées :

2
s@ = [a{) m bom @ =FD] + ) ltm O = 5D

Ou:) ,, et) ,sontles sommes d’expression dans I'état I etU, respectivement.

a =(1/n;+1/n,)/ (n;+n,-2), n; et n, sont le nombre de mesure dans I'état [ et U.

L’analyse LIMMA (Linear Models for Microarray Data)

Limma est un package pour I'analyse différentielle des données d’expression issues d’expériences de
microarrays. Limma utilise des modeles linéaires pour analyser les microarrays. Le principe général de

LIMMA est d’ajuster un modele linéaire pour les données d’expression de chaque géne (70).

Une fois les puces scannées et les images analysées, des fichiers d’intensités sont alors générés (un fichier
pour chaque array). Chaque array peut étre composé d’ARN simple marquage, ou composé d’ARN marqués
par deux fluorochromes différents (double marquage). Les données d’expression issues d’expériences
utilisant un simple marquage peuvent étre représentées dans une matrice dont les lignes correspondent
aux sondes (genes) et les colonnes les arrays (échantillons). L'approche requiert deux matrices pour
I"analyse. La premiére est la matrice du modeéle (design) qui spécifie la représentation des différentes cibles
d’ARN qui ont été hybridées sur la puce. La seconde est la matrice de contraste (contrast matrix), qui
permet aux coefficients définis par la matrice design d’étre combinés avec la deuxieme matrice. Chaque
contraste correspond a une comparaison d’intérét entre les cibles d’ARN. La premiere étape de I'analyse
consiste a ajuster un modele linéaire en utilisant la fonction ImFit, qui modélise la partie systématique des
données. Chaque ligne de la matrice design correspond a une array (échantillon) de I’expérience et chaque
colonne correspond a un coefficient. En pratique, on peut étre intéressé par plus ou moins de comparaison
entre les échantillons qu’il y a de coefficient. L'étape suivante est |'utilisation de la fonction contrast.fit qui
permet aux coefficients ajustés a étre comparés d’autant de fagon qu’il y ait de question biologique dont il

faut répondre.

Mathématiquement, on suppose un modele linéaire : E[yj] = Xaj; ou y; contient les données d’expression

du gene j, X est la matrice de design, et a;est le vecteur des coefficients. La ij est la j unieme ligne de la
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matrice d’expression et contient soit log-ratios ou log-intensités. Les contrastes d’intérét sont donnés par :
Bj = cT @; ou C est la matrice de contraste. Les coefficients du modele ajusté produit par la fonction ImFit
contient des valeurs estimées pour a;. Apres avoir appliqué la fonction contrasts.fit, la composante des

coefficients contient alors les valeurs estimées pour f; (70).

L’analyse de variance ANOVA (analysis of variance)

L'interprétation biologique des données d’expression de genes est difficile, car I'information peut étre
masquée par I'effet des facteurs expérimentaux. L’analyse de variance est 'une des méthodes statistiques
les plus populaires des analyses de puce a ADN qui tient en compte I'effet des facteurs sur I'expression des
genes. L'utilisation de ’ANOVA pour analyser des données de microarrays a été proposée par Ker et coll.
(71) Le modele de 'ANOVA est appliqué aux données transformées en log. L’analyse de variance permet de
tenir en compte toutes les sources de variation dans les données qui sont attribuées a des facteurs autres
gue l'expression des génes. Elle permet de combiner les informations provenant de tableaux différents en

une seule analyse (72). Le modele de ’ANOVA est donné par la formule suivante :
y=u+pxX+ pzZ+-+ pnN+ ¢
Ou:

y : La variable expliquée

U : La moyenne globale

Bx,Bz Z, fn N : Les coefficients du modele

X,Z,N: Les variables quantitatives

Bx X,BzZ, Bn N: L'effet des variables quantitatives
e:L'erreur

Le test t

Les valeurs t sont calculées pour chaque géne, et les p-valeurs sont calculées soit a partir de la distribution t
théorique, ou a partir des permutations des données pour chaque géne. Si le niveau d’expression moyen
d’'un géne est significativement différentiel entre les deux groupes (par exemple) est déterminé par
comparaison directe de la p-valeur du gene de la p-valeur seuil choisi ou en ajustant les p-valeurs en

utilisant une correction pour les tests multiples et ainsi fixer un seuil de FDR.

Le test t apparié équivaut a une « two way ANOVA » dans laquelle les variables indépendantes sont la
sonde et de I'’échantillon (73). Le test t apparié suppose que le premier échantillon de référence (ou de la

condition 1) sera comparé avec le premier échantillon de I'essai (ou de la condition 2), et ainsi de suite (72).
La formule du test t est donnée dans la formule suivante (74) :

X =l

t_s/\/ﬁ
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Avec :

n

__1

X _szi
i=1
n

1 2
s = n—1z(xi_x)

i=1

Ou:

X: La moyenne

s: L’écart-type empirique
Wo: La moyenne théorique

Les techniques d’étude du transcriptome ont évolué depuis prés de 20 ans, passant par les méthodes
d’isolation de séquences spécifiques, les puces a ADN, le RNA-seq et le séquencage de la cellule unique. Les
analyses transcriptomiques deviennent alors moins couteuses, a plus haut débit, avec une meilleure

sensibilité et en utilisant moins d’ARN de départ (23, 24).

La variabilité des résultats et les difficultés d’analyse :

L'analyse et linterprétation des données a haut débit issues d’expériences de microarrays sont plus
compliquées que ce qui était prévu a l'origine (75, 76). De plus, les incertitudes associées a la validité et la
fiabilité des résultats ont été mises en évidence par des comparaisons entre différentes méthodologies. Les
conclusions doivent alors étre tirées avec prudence (75, 77). Des études ont relevé des incohérences entre
les données provenant de différentes plateformes expérimentales basées sur l'utilisation in situ de
séquences nucléotidiques courtes versus des séquences nucléotidiques plus longues (78). Plus surprenant,
des incohérences ont été relevées entre des laboratoires utilisant la méme plateforme expérimentale (79).
De plus, un jeu de données généré sur une plateforme peut étre interprété différemment en utilisant des
méthodologies de traitement et d’analyses différentes, menant a des conclusions divergentes (75, 80). Il
existe beaucoup d’explications potentielles telles que : la différence des types et de la composition des
sondes, I'existence de différents protocoles de dépdts, de marquage et d’hybridation (81). Par conséquent,
il est essentiel de valider les résultats obtenus par des technologies telles que : le Northern blot, le Western

blot ou la RT-g-PCR avant de tirer des conclusions (82).

Il existe un manque des normes rigoureuses en matiére de collecte de données, d’analyses et de validations
(3). La conception expérimentale d’un projet utilisant une technologie comme les microarrays est trés
importante. La qualité du matériel de départ est cruciale, les échantillons (cellules, tissus...) doivent étre
traités de la maniére la plus reproductible possible. Ceci est dans le but d’éviter I'introduction de variations
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artéfactuelles dans I'expression génique des échantillons (211). La plupart des échantillons de tissus
humains sont un mélange de types de cellules. Par conséquent, des variations dans les profils d’expression
génique sont observées, lors de la comparaison de deux échantillons de biopsie par exemple (en raison de
la présence de différents types cellulaires avec une quantité différente dans chaque échantillon). Des
méthodes telles que : la microdissection par capture laser, le tri des cellules par cytométrie peuvent étre
utilisées pour pallier au probléeme d’hétérogénéité des échantillons. La non-standardisation des données a
contribué a la variabilité des résultats issus d’expériences de puce a ADN. De plus, il est tres difficile de faire
une évaluation critique des différentes plateformes et des différentes méthodes d’analyses de I'ensemble
des jeux de données publiés. Le guide MIAME (The Minimum Information About Microarray Experiments)

décrit des normes requises pour assurer I'interprétation des données d’expression (75, 83).

Avec |'apparition du séquencage a haut débit, la bioinformatique est devenue une partie trés importante
de I'approche transcriptomique. Le défi auquel doit répondre I'analyse bioinformatique est aussi grand que
la procédure expérimentale qui inclut la purification de I’ARN, la préparation des libraires et le séquencage
proprement dit. La difficulté d’analyse provient non seulement des quantités massives de données, des
erreurs introduites par des expériences de séquencage, mais aussi de la complexité du transcriptome (4).
De plus, aucune standardisation dans I'analyse de données de séquencage n’a été établie, chaque

utilisateur choisit le programme et les critéres et parameétres de chaque étape de I'analyse.

En résumé, I'étude transcriptomique est confrontée a plusieurs défis. Le séquengage de I’ARN doit étre
amélioré pour surmonter les biais introduits par la préparation des librairies ou par I'amplification de I’ARN.
La conception expérimentale et I'analyse bioinformatique doivent encore étre optimisées pour caractériser
efficacement et avec précision le transcriptome, afin de pouvoir d’acquérir plus d’'impact sur la biologie

moléculaire et les applications cliniques (4).

Apport de I'analyse transcriptomique dans les hémopathies malignes :

Les analyses a haut débit de I'expression des genes ont plusieurs avantages dans certaines hémopathies
malignes (comme les leucémies) par rapport a d’autres tumeurs. Les échantillons sanguins sont plus faciles
a obtenir par rapport a des biopsies de tumeurs solides par exemple. La comparaison d’échantillons de
patients atteints de LAM (leucémie aigué myéloide) et de LAL (leucémie aigué lymphoblastique) en utilisant
les microarrays a été une analyse précoce pour la classification potentielle des hémopathies basée sur la
génomique (84, 85). D’autres études sur des échantillons de patients atteints de leucémie aigué avec une
translocation impliquant le gene MLL (mixted-lineage leukemia) ont été réalisées. Le profil d’expression des

échantillons MLL était compatible avec des cellules progénitrices lymphoides précoces, suggérant alors un

39



arrét de la maturation a un stade précoce dans I’hématopoiese. Ce profil spécifique inclut une

surexpression du gene FLT3.

L’étude d’expression génique sur des groupes hétérogenes d’échantillons de patients atteints de LAM avec
des caryotypes aberrants complexes a montré une surexpression des génes ayant une fonction de
réparation de I’ADN tel que : RAD21 (86, 87). L’étude d’expression génique a permis aussi d’identifier de
nouveaux biomarqueurs pronostiques, en particulier dans le groupe hétérogéne des LAM de caryotype
normal. Bullanger et coll. (88) ont été en mesure de subdiviser ce groupe de patients en deux groupes qui
ont été caractérisés par la surexpression de plusieurs facteurs de transcription tels que GATA2 ou
I'implication des genes responsables de la différentiation des leucocytes et de la réponse immune. Cette

signature pronostique a été validée de facon indépendante par Radmacher et coll. (86, 89).

Depuis I'introduction des études de profil d’expression génique dans la recherche en particulier dans le cas
de la leucémie, la majorité des sous-groupes les plus génétiquement et immunologiquement définis chez
les patients atteints de leucémie aigué myéloide et de leucémie aigué lymphoides ont été caractérisés par
des signatures transcriptomiques. Ces résultats ont été validés par des groupes d’étude indépendants (84,
90). Les analyses de profil d’expression ont été en mesure de définir de nouveaux parametres pronostiques
comme I"évolution tumorale ou prédire les complications sous-jacentes. Ills permettent aussi d’adapter le
traitement selon le profil génique. Dans les LAM, il a été possible de prédire la réponse au tipifarnib
inhibiteur de la farnésyl par exemple sur la base du rapport d’expression des génes RASGRP1 et APTX (91,
92). Chez les patients avec BCR-ABL1 positif, Hofmann et coll. ont été en mesure de prédire la sensibilité a
I'inhibition de la tyrosine kinase avec I'imatinib sur la base de I'expression de 95 genes. Un panel de 56
génes fortement différentiellement exprimés a été associé au développement d’une résistance secondaire
a I'imatinib (93). Holleman et coll. ont développé un score sur la base de I'expression des genes indiquant
les profils de résistance individuels pour les stéroides, la vincristine, I'asparaginase et la daunorubicine dans

chez les enfants atteints de LAL (86, 94).

La classification des lymphomes B a été confrontée a plusieurs problémes. Le lymphome B diffus a grandes
cellules (LBDGC) présente une évolution clinique variable, corrélée a la diversité morphologique,
cytogénétique et immunologique. L’analyse de I'expression des genes a permis de mettre en évidence trois
nouvelles sous-classes pronostiques pertinentes : GC (germinal centre b cell), ABC (activated B cell) et de
PM (primary mediastinal B cell). Deux événements génétiques ont été mis en évidence dans le sous-groupe
GC a savoir : la translocation de BCL-2 et une amplification de c-rel. Les patients classés dans ce dernier ont

un taux de survie le plus élevé a 5 ans. De méme une signature de 17 génes a été identifiée comme étant
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prédictive de la survie globale des patients atteints de LBDGC apres chimiothérapie (95, 96). Actuellement

les groupes ABC et PM sont regroupé dans la sous-classe : non-GC.

Les puces a ADN ont été utilisées pour étudier les cibles de c-myc, un facteur de transcription et oncogéne
cellulaire qui est important dans de nombreuses tumeurs malignes. C-myc est impliqué dans une
translocation chromosomique dans le lymphome de Burkitt. Les cibles génomiques de c-myc telles que : les
genes impliqués dans la croissance cellulaire, le cycle cellulaire, I'adhérence et I'organisation du

cytosquelette, illustrent les multiples effets de I'activation de c-myc (97, 98).

D’autres études ont mis en évidence les cibles en aval du répresseur transcriptionnel BCL-6, qui est
transloqué dans de nombreux lymphomes (99). Aussi, il a été montré que le répresseur

transcriptionnel Blimp-1 est impliqué dans la différenciation plasmocytaire (100).

En conclusion, I'excitation initiale qui entourait I'analyse transcriptomique utilisant les microarrays a cédé
place au sentiment que les attentes ont dépassé la réalité. Beaucoup de difficultés ont été rencontrées
dans I'application de la technologie pour obtenir des résultats reproductibles ainsi que dans le choix de
I'analyse a effectuer. De plus, ces études suggerent que le taux d’ARN messager ne reflete pas toujours le
niveau protéique. Des exemples de validation indépendante sont nécessaires en utilisant d’autres
méthodes ou en répliquant les résultats dans des cohortes indépendantes avant lintroduction des
ensembles de genes identifiés comme biomarqueurs pronostiques en clinique, ou avant de proposer une

nouvelle classification d’un type (ou sous-type) d’hémopathie maligne.
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Introduction du travail de these et objectifs

Y

La rechute et les complications dues a une myélosupression dans le cadre de l'autogreffe, le
dysfonctionnement de 'immunité innée ainsi que la mise en évidence de la classification moléculaire des

hémopathies sont des problématiques courantes en oncohématologie.

Durant ma thése, je me suis intéressée a ces différentes problématiques en utilisant une approche
transcriptomique. L’étude de I'immunité innée et la classification des hémopathies en étudiant en
particulier deux hémopathies malignes qui sont : le lymphome B a grandes cellules liés a l'infection au
VIH et la leucémie aigué myéloide. L’effet et la rechute suite au conditionnement chimiothérapeutique :
le melphalan dans le cadre de l'intensification avant autogreffe, et enfin, je me suis intéressée a la

complication redoutée chez les patients en aplasie profonde : le sepsis.

Dans la premiére partie de mon travail, nous avons étudié les cellules natural killer (Nk) dans la leucémie
aigué myéloide (LAM) dans le but de comparer la signature transcriptomique des cellules natural killer de
patients atteints de leucémie aigué myéloide a des cellules natural killer de donneurs sains, ainsi que
d’identifier des facteurs de transcription potentiels ou des voies pouvant étre impliquées dans la
régulation des NCR. Les chimiothérapies permettent une rémission compléte dans plus de 50 % des
patients atteints de LAM, mais les rechutes sont fréquentes. Ceci suggére que les cellules leucémiques
résiduelles peuvent échapper a la chimiothérapie et au systéme immunitaire. Les cellules Nk issues de
patients atteints de LAM expriment moins les récepteurs activateurs NCR (natural cytotoxicity activating
receptors) en comparaison avec les sujets sains. Les génes codants pour NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et
NCR3/NKp30 sont situés a différents loci, sur deux différents chromosomes. Cependant, leur expression

bnght) soit

est étroitement coordonnée. La plupart des Nk, expriment les NCR soit fortement (NCR
faiblement (NCR *"), ce qui suggére I'existence d’un facteur de régulation commun aux trois récepteurs.
Afin de trouver le/les facteur(s) de transcription impliqué(s) dans la régulation des NCR, nous avons
comparé la signature transcriptomique des cellules NK issues de patients atteints de LAM avec la

signature transcriptomique des cellules Nk issues de donneurs sains.

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés au sepsis et au syndrome de réponse
inflammatoire systémique (SIRS). L’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (auto-CSH) est un
bon modeéle pour étudier ces problématiques. Brievement, l'auto-CSH consiste a collecter par

cytaphérese des cellules souches hématopoiétiques suite a un traitement de mobilisation, puis les

cellules sont congelées et réservées au patient. Lorsque le patient est en rémission compléte ou partielle
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de sa maladie, ce dernier regoit une chimiothérapie de conditionnement a haute dose. Le
conditionnement a visée antitumorale déclenche chez le patient un orage cytokinien responsable d’une
inflammation. Aprés la fin de la chimiothérapie, le greffon est décongelé puis infusé au patient. La
neutropénie débute environ quatre jours post autogreffe et dure environ 10 jours, temps nécessaire au
greffon pour devenir fonctionnel, durant cette neutropénie, 80 % des patients sont fébriles, et un certain
nombre développe une infection. Les patients neutropéniques sont sujets a des sepsis a la fois plus
fréquents et plus séveéres que les autres patients, pouvant aller jusqu’a mettre en jeu le pronostic vital du
patient. L'objectif de cette étude a été d’identifier une signature transcriptomique prédictive de la
survenue du sepsis/SIRS dans le cadre de "autogreffe de cellules souches hématopoiétiques dans le but
d’ouvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique personnalisée et

adaptée au profil de risque spécifique de chaque patient.

Dans la troisieme partie de ma thése, j’ai réalisé une étude transcriptomique visant a mettre en évidence
I'effet de la chimiothérapie de conditionnement ainsi que d’identifier un marqueur potentiel de rechute

chez les patients autogreffés atteints de myélome.

Pour la derniére partie, notre but a été de mettre en évidence des profils géniques permettant de définir
des sous-types au sein des lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC) liés a I'infection au VIH, de
facon parallele aux résultats obtenus dans le cadre du sujet immunocompétent. Aussi de définir la
pathophysiologie des différents sous-types et de faire ressortir les voies moléculaires dérégulées qui
peuvent avoir une valeur pronostic. Les traitements des lymphomes non hodgkinien (LNH) liés a
I'infection au VIH sont calqués sur les patients non immunodéprimés. Les analyses transcriptomiques ont
permis des avancées pathophysiologie et thérapeutique concernant les traitements des LNH du patient
immunocompétent. Au sein des LBDGC, trois sous-types ont été définit un profil GC (germinal cell) un
profil ABC (activated B cell) et un profil PMBL (primary B cell mediastinal lymphoma). Ces analyses ont
défini des voies d’activation particulieres comme une amplification de REL, les translocations de BCL-2,
d’hypermutations des loci des immunoglobulines pour les profils GC, et d’activation de la voie NF-kB
pour les profils ABC. L’objectif de cette étude est donc d’analyser le profil d’expression génique des
LBDGC-VIH afin de vérifier I’existence des sous-types décrits chez les patients immunocompétents ou de

définir de nouveaux profils.
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Chapitre 1 :

L’étude des cellules Naturel
killer chez les patients atteints
de leucémie aigué myéloide : de
I’étude phénotypique a

I’analyse transcriptomique
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L'étude des cellules naturel killer chez les patients
atteints de leucémie aigué myéloide : de I'étude
phénotypique a I'lanalyse transcriptomique

Introduction et justificatifs du travail

La leucémie myéloide aigué (LAM) est caractérisée par une prolifération de leucocytes immatures et
anormaux qui entravent I'hématopoiese normale. Bien que les patients soient souvent en rémission
compléte apres la chimiothérapie, la rechute est fréquemment constatée (101-103). Ceci suggere un
échappement des cellules leucémiques résiduelles a la chimiothérapie et a I'immunité innée, qui joue un

réle central dans la réponse antitumorale (104-106).

Les Natural Killer sont des effecteurs centraux de I'immunité innée. Dans des conditions physiologiques
normales, les cellules dites « normales » sont protégées de la lyse cellulaire médiée par les cellules NK avec

I’expression des molécules CMH de classe | (103, 107, 108).

Les NK tuent les cellules tumorales grace a des récepteurs activateurs qui sont les NCR (natural cytotoxicity
receptors) : NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et NCR3/NKp30. Le déficit de fonctions des NK a été décrit dans les

hémopathies malignes, y compris dans les LAM (109-113). Plus de 80 % des cellules NK issues de donneurs

bright

sains expriment fortement les NCR (NCR ), quand plus de 80 % des patients LAM expriment faiblement

les NCR (NCR ). L’effet antitumoral de I'expression des NCR est d’autant plus robuste, que les patients

bright

présentant un phénotype NCR ont un meilleur pronostic que les patients NCR . Deux études ont mis

P78 et le bon devenir des patients atteints de LAM

en évidence la corrélation entre I'expression des NCR
(114, 115). De plus, le traitement par I'lL-2 + Ceplene © (histamine dichlorhydrate) dans le cas des LAM en
consolidation, restaure I'expression normale des NCRs (en particulier I'expression de NCR1/NKp46), et
améliore la survie sans progression chez les patients atteints de LAM (109, 111, 116, 117). Les geénes
codants pour NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et NCR3/NKp30 sont situés dans des loci différents, et répartis sur
deux chromosomes, cependant, leur expression est étroitement coordonnée. Les cellules NK expriment

dull

fortement les trois NCR (NCR "™®™) ou faiblement les trois NCR (NCR ™), suggérant I'existence d’un/des

facteur(s) de régulation (positive ou négative) pour les trois NCR.

Pour répondre a cette question, une analyse in silico pour I'identification de sites putatifs de fixations de
facteurs de transcription a été réalisée dans les promoteurs des NCR ; dans le but de mettre en évidence le

régulateur commun capable d’expliquer la coordination de I'expression des trois NCR. Sur la base des
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travaux menaient par Ramirez et coll. (118) ; le facteur de transcription ETS-1 serait un candidat potentiel
capable a réguler I'expression des NCR. De plus, afin de trouver des facteurs de transcriptions potentiels ou
des voies pouvant étre impliquées dans la régulation des NCR chez les patients atteints de LAM, la
signature transcriptomique des cellules NK de patients atteints de LAM a été comparée a celle de donneurs

sains.
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Abstract Chemothempies allow complele remission in
more than 500 % of patients with acote myeloid leukemia
(AML), however, with freguent relapse. This suggests that
residual leukemic cells may escape w0 chemotherapy and
immune system. Natuml killer (NK) cells from AML
patients (AML-NE) have a weaker natural cyiotoxicity-
activating meeplors (NCRs) expression than NK cells from
healthy donors (HD-ME). Coding genes for NCRU/NEp46,
MCEYNEpH and NCRI/NEp30 are located a1 different
loci on two  different chromosomes; however, their
exprssion is tightly coordinated Most NE cells express
gither high (NCE™ ¥y or low levels (NCR™ of all three
MCRs. This suggests the exstence of negative/positive
regulation metor(s) common o the three receptors. In onder
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to find transcription factor(s) or pathway(s) involved in
NCHEs co-regulation, this study compared the tmnscrip-
tomic signature of HD-WEK and AML-NE cells, before and
after in vitm NE cells coltume. Microarrays anal ysis
revealed o specific NE cells transcriplomic signature in
patients with AML. However, in vitro NK cells expansion
emsed this signature and up-regulated expression off central
malecules of NK functions, such as NCR, NKG2D and also
ETS-1. regardless of their origin, ie, AML-NK vz HD-
ME. ET5-1 transcription factor was shown to bind w0 a
specific and common region in the NCRs pomoters, thus
appearing as a good candidate 1o explain the coondinated
regulation of thres NCRs. Such resulis are encouraging
regarding in vitro AML-NE cvtoloxdcity restoration and
provide a new conceplual suppont for imovative cellular
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therapy based on in vitro MK cells expansion before their
reinfusion in AML patients.

Kevwords Acute myeloid leukemia « Matural Kller cells -
Transcriptomic analvsis -
Gene co-regulation

Matural activating receptor -

Abbreviations

CR Complele remission

NK Matural killer

AML Acute myeloid leukemia
TF Transcription factor

MCE Matural cyttoxdcity receplor

EBV Epstein barr virus

FEMC  Peripheral blood mononuclear cells
P povalues

FC Fold change

TFBS  Transcription factor binding sites
Introduction

Acote myeloid lenkemia (AML) s chameterized by pmo-
liferation of immature and abnormal lenkocvies, which
impede normal hematopoiesis, Although complete mmis-
siom (CR) is often achieved afler chemotherapy, relapse
frequently occurs [1-3]. This sugeests an escape of residoal
leukemic cells o chemotherapy and o imnate immuonity,
which plavs a pivotal role in the anti4umoral response
[4-5].

Matural killer (WEK) lvmphocytes are central effectors of
innate immunity. Under physiological conditions, normal
cells are protected from NK cell-mediated Tvsis by ade-
guate HLA-class-T-molecules expression. A deficient HLA
expression is observed in leukemia cells, which become
targets of NK cell-mediated Iysis [1, 7, 8]. NK kill wmaor
cells by recruitment of varioos activating receptors such as
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natural cytoloxicity receplors  (NCRs): NCR LINEp$6,
MCR2/MNEp44 and NCES/NEp30. Defects of NK functions
have been deseribed in many hematological malignancies,
including AML [9-14] and =80 % NK cells from heal thy
donors (HD-NEK) express high levels of the three NCRs
(NCR™¥™), while =80 % NK cells from AML patients
(AMLNEK) express low NCR levels (NCR™). The anti-
tumaral effect of NCRs expression is stmngthened by the
relatively pood prognosis of WO R patients compansd
to NCR®T patients. Recently, two studies highlighted the
correlation of NCR™E" expression with positive ouleomes
in AML [15 16]. Momover, treatment with IL-24
Ceplene™ (histumine dihydrochloride) in AML consolida-
tion, which restoms a nomal expression (especially of
NCR I/NEKp46 expression), improves event-free survival in
AML [9, 11,17, 18]. NCR™™ phenotype is peguired during
leukemia development since a complete (for NCRI/
NEp46) or patial (for NCE3/MNEp30) reversibility is
ohserved in patients achieving CR after chemotherapy.
Reversibility of the NCR™ phenotype after CR, ie.,
complete clesrance of AML blasts, sugpgests that leokemia
cells might be involved in the down-regulation of NCRs
expression. Remarkably, NCRs are encoded by three &=
ferent loci on two different chromosomes, raising the
guestion of how a coordinated expression can be obtained
both m healthy  donors (NCE™#) and AML patients
(NCR™,

To solve these guestions, analvsis was performed in
silico o identify putative tmnsceription factor sites of fxa-
tion in NCRs promoters in order o find common factor
ahle o explain the coondinated expression of NCRs. Based
on recent works [19], this stody laid the stress on the
tmnscription factor ETS-1, a potential regulatory element
of MCRs expression. In addiion, in order to find tran-
seription factors or pathways (which could be implicated in
MCRs downregulation in AML-MNEK). transcriplomic sig-
nature of AML-NEK was compared 1o HD-NE. Tmnscrip-
tomic data were also compared (o the in silico analysis of
the NCR promaoters.

Patients, materiel and method
Patients and conirols

Peripheral blood samples were oblained from 26 patients,
Twelve from AML patients treated in o institulion
(University Hospital La Conception), and 14 from HD,
tuken in charge in another center (Elablissement Frangais
du Sang Alpes-Méditerrands). The median age of AML
patients was 75 vears [48-85], and median age of HD was
54 years [19-82]. Patients were classified according (o the
WHO classification (Table 1). All HD had a NCR™#™
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Table 1 AML patiens and their elindical chamacterstics

AML patients Sem AML Baone mammow Blond Blood
abitypes (WHO) hlasis (%) hlasts (%) hrmplacyies (%)
TUFN1 F TUndete mmined 28 A8 56
TUPN2 F M 10y 36 58
TFN3 F TUndeie rmined A Al 51
TPHA4 M W 20 B 25
TUFNS M WD A0 1% 28
1UPN& F i L Kk G G
UFNT M TUndete mmined 30 61 20
TUFNE M TUndeie rmined 1 3 G0
PG M W6 T4 2 12
UPMN1D F M2 5 3 12
TUPM11 M L A 47 18
P12 F W 6l 24 28
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phenotype except for donor number %40 (NC pheno-
type). AML patients all had a NCR*™ phenotype. In onler
to facilitate NK cell separation, patients presenting CD45 ™"/
CD56" leukemic cells phenotype were excluded. The
institutional meview board of the Assistance Publique des
Hopitaux de Mamseille (AP-HM) approved the study, and
wrillen informed consent was oblained from each patient.

MK cells expansion

EBVY cell ine (UMR_S 1040, Montpellier) was used as
feeder and was developed to select and specificall v activate
WK czlls by NKG2D, via expression of its ligands: MHC
class-lI-chainrelated protein A (MICA), B (MICB) and
ULl6-hinding protein 1 and 2 (ULBP1 and ULBP2). NK
cells had been expanded for 15 doys (HD-NEK) and for
31 days (AML-NE) from towl PBMC  colured at
0.75.10° cells/ml with EBV cells feeder at 0.75 x 10" -
cellsml in RPMI 1640 mediom GluwhbMaX (Lifetech-
nologies, France) with 100 % fetal call semam (FCS) (from
South America, Lifetechnologies, France) in the presence
of recombinant human -2 (1000 ULml) (Sigma, France)
at 37 7C in 5 % CO.

MK cells sortimg

Fresh peripheml blood monmuckar cdls (PBMC) were
isolated from 6 AML patients and 6 HD, using lvmphocyte
separation medivm density gradient centrifugation (Eurohio
Technologies, France). PBMC wene labeled with FITC-CD3
and PCSCDS6 (Bedoman Coulter, France), CD56-NK cell
sorting was achieved with the FACS Ana IT(BD Biosciences,
France) cell sorter. Purity of oblained NEK cell fmetions
(CD3-/CD56™) was >97 %. Sored cells were stored as dry
pellets at <80 *C prioe o transcription analysis,

Expended NK cells were purified by EasvSep Human
MK Cell Enrichment kit (EasySep, StemCell, Funce) or by

flow cviometry fmom expansion medinm. Purity of NEK cell
fractioms (CD16TACDS6™) varied from 87 o 98 9.

Trnrm um o heno Ly ping

Fluorescein isothiocvanate (FITC), phyvcoervthrin (PE),
were wsed to define the NK cells phenotype: CD3 (IgGl),
CD356 (IgG1) with following activating receplors: NCR3/
MEp3 (Ighl), NCRZ/MWEp44 (IgGl), NCRI/NEp46
(IgGl), NKGID (IgGl). All antibodies were purchased
from Beckman Coulter (Marseille, France). PBMC, and
NEK cells were stuined with antibodies for 15 min at 4 °C,
washed with PBS and amalyzed on a FACSCalibur (BD
biosciences, Le Pont de Claix, France). Backgromd levels
were mensured with isotypic controls.

REMA extracton and guantification

Totl BMA was extmeted using RNeasy Mini kit (Qiagen,
France) according to manufacturer instructions. ARN were
guantified with MNunoDrop spectrophotometer (Thermo
scientific. France) and BENA integrity was assessed with

Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies).
Transcriptome analysis

Sample amplification, labeling and hybrdization followed
the Low Imput Quick Amp Labeling one-color protocol
{version 6.5, May 2010) mcommended by Apglent Tech-
nologies. Hundred manogmms of each tolal BNA sample
wis reverse lmnscribed into cDNA wing oligo dT-T7
promoter primer. Hybridization was performed on whaole
human genome microamay slides (Agilent©SurePrint G3

‘ﬂ Springer
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VI B x 60 K. Aglent Technologies, Santa Clara, CA)
containing 24,000 probes with B200 LincRMNA (Long
intergenic non-coding RNAs)  Hybridized  microarray
slides were scanned using an Agilent DNA Microamay
Scammer and moorded with Agilent Feature Extraction
Software (Agilent Technologies). Acguired guantification
files were analyeed using the ApiMD package (hupdiage.,
univenrs. /A @ MDD, which was also used for guality con-
trol and normalization. Quantile methods and background

correction were used for data normalization.
Statistical analvsis

For each comparison, measurement of differental gene
expmession was oblained with TIGRE Multi-experiment
viewer (TMeV) program. Significant  Analysis — of
Micmarray (SAM) and Swdent’s ¢ test were applied o
determine fold chanpges (FC) and p values (F). Data were
analyzed vsing o two-class unpained response tvpe, which
compared contml vemsus AML samples. For each sample
comparison, g profiler was wsed 0 perform statistical
enrichment analvsis. The most used source of the hume-
tional annitation is Gene Ontology terms [30]. All results
wers statisticallv significant with cormected p values <008
(Bonferroni correction).

Co-cul ure

After expansion, HD-NK cells were coculred with allo-
genic PBMC from HD or AML leukemic cells (NE/allo-
genic PBMC or AML blast ratio = 1/5) for five days in
RPMI 1640 GluaMax mediom 10 % FCS and D-2rh
(10 ml). Malignant N K cell line NK-92 (ATCC, France)
wis co-cullured 48 h with three different cell hnes (1/5
ratio): MOLM-14, KG-1 and Kasumi-1 (ATCC, France),
corresponding o0 AMLS, AMLG and AML2, mspectively.
NE-92 (ATOC) was culred in 2-MEM medium comple-
mented with 2 mM L-glutamine, 1.5 gl Sodium bicarbon-
ate, 0.2 mM Iositol, 0.1 mM 2-mercaptoethanal, 0,02 mbi
folic acid, 200-400 UYml recombinant human 1L-2, 12.5 %

home serum and 12.5 % fetal bovine serum.
Reverse transcriptase quantitative PCR (RT-gPCR)

A mix containing oplimized concentrations of dANTPs,
random primers, oligo (dT) primer and gScript revemse
ranscriplose was used for cDNA svnthesis. Transcnpls
were gquantified by real-ime guantitative reverse iran-
sciplion  polvmerase chain reaction (RT-PCR) on an
Stmiasgene MxGMMSP sequence detector (Agilent Tech-
nologies) with Applied Biosvstems predesigmed TagMan
Gene  Expression Assays and TagMan Universal PCR
Master Mix. The following probes were used (Applied

@ Springer

Biosystems): NCRINEpd6 (HsDOIEF118 ml), NCR/
NEp#  (Ha00183113_ml), NCRVNEp30  (Hs0039%4
B9 _ml), NEGZIVELREKID (Hs00183683_ml), ETSI
(HsDM28293 ml). Houseleeping genes were GAFDH
(HsO2758991 _gl) and TBP (HeWM27620_ml). THP
showed less variation than GAPDH, that's why this pene
wis chosen o normalize the results. Besolts ame expressed
in relative mean expression + SD (standard deviation).

Rescarch of common putative transcription factors
hinding sites to NCR genes

The MAFPER; database (hitp://penome. uil.edu'mapperdh)
is a web-based platform for the analysis of transcription
factor binding sites (TFBS) in multiple genomes. The
datahase containg predicted binding sites identified in the
promaoters of all human, mouse and Drosaphila penes wsing
1017 probabilistic models mpresenting over 600 di Ferent
tmnscription  factors. MAPPER: includes three lampe
libmries of TFBS models: TRANSFAC, MAPPER and
JASPAR (Riva, 2012). A multiple search was performmed
on the region —8 Kb upsimam transcription starting-site
(TS55) of the human NCRUMNEpda, NCRYNEp#H and
MCRIMNEp30 penes. Those sequences wers exiracted
using BiohMan (PMID 19144180) in GRCh37hg19 coor-
dinates from 76 ((hipad greh 37 ensembl orgd) ammotations
(PMID 199066997, The ETS1 motf was meirieved from
JASPAR core vertebrates” database (version 5.0_alpha)
and shortened 1w the core motf of 8 bp. The RSAT suite
wis then wsed to scan this modified ETST moti§ upstream
of NCRs (NCRI/NEp6, NCRYNEpH and NCRY
NEp3). This in silico search of ETS1 was performed with
oligo-analvsis [21] and matrixscan [22] from the RSAT
(Regulatory Sequence Analysis Tools) [23] soite with
defaull settings and p value <107* (httpeifita pe.univ-mrs frf
rsa-tools/).

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

Approximately 1 x 107 NK-92 cells were suspended in
ice-cold PBS. Proteins wen: cross-linked (o the DNA wsing
formaldehyde. Afler sonication, fragmentation of the DMNA
wias performed to oblain DNA fragment around 200-500
nucletides with a Covaris ™82 sonicator. Magnetic
Dynabeads pootein AMG (Invitrogen) was added o the
sample, and the suspension was transferred and divided
inte two fmetions (TP and input). The ETS-1 antibody (C-4)
used was a mouse monoclonal IgGr antibody (sc-55581)
(Santa Crue biotechnology). The fraction withoul antibody
(input) served as a posiive control while mowse non-
specific antibodies served a8 o negative control. The
immune complexes were washed, and all washing steps
were camied out at 4 °C. Dynabeads protein ANG were
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suspended in mverse cmss-linking buffer (Invitmgen) and
proteinase K and incubated. The DNA was isolated using
PCE Purification Kit (Invitrogen) following the manufac-
turer's instructions. DNA was amplified by guantiiative
PCE (Svber green 1, Light CJ‘C[’::CI'* 2 Roche applied sci-
ence) using NMCR-specific primens pair. All g-PCR results
were replicated and normalized with input. The primens

used were:

Forwand Reverss

NCRU/MEpd#s 5-GOAGTTOTGAACGT  3-TAGTGC TGAGT

TCTGATGA-Y AGTGGGGACT-5
NCREMNEp#  5-GOGAAGCAGTOC F-TCOCAGGOCT

ATAACTOG-Y CTGTAGAAA-F
NCOCRAYNEpM 5 AGGGTCTCTAGH FLTGCAGTGA

AGGOCAAG-Y GOOCAGATTC-5
Results

AML-NK has lower ability to proliferate
and weaker NCR expression after in vitro
stimulation than HD-NK

Mean MK percentage of NK in PBMC was 242 % 4+ 2.19in
AML patients versus 7.6 % 4 3.18 in HD (p - 0.08) (Data
nol shown ). Afler 17 davs ofinvitro expansion, HD-MNE cells
proliferative index was 312 £ 93 and NK cells pementage in
cell culiure increased fmom 7.6 % 4+ 318468 % 4+ 234
(p = 0.01). To each almest the same enrichment values in
AML patients (33.45 % + 18.88 of NK cells and a prolifer-
ative index of 79 + 19), the culture was carriad on 31 days.
MWK cell expansion induced an increase in NCRs and NEG2D
expression in all AML-NK (Fig. 1), Comparnson of HD-NE
cells and AML-NK cells showed that MFI ratos were,
respectively, 41 versus 58 % for NCR1L/NEpd6 (p < 005,
683 versus 262 % for NCE2/INEp44 (p - (L05), 93 versus
54 % for NCE3/MNEp30 (p - (L05), and 240 versos 40 % for
NKG2D (p = 0.05).

NCRs expression of HD-NK and NE-92 cells are
down-regulated in presence of AML blasts

After 5 days of co-culture with AML blasts compared w0
contral gmup {eo-cul ure with HD-PBMC), MFI for NCR in
HD-NEK cells decrensed of 28 % (12,78 £ 1.70 vs 922 £
0.9, p<0.05) for NCRUNEpda, 21 % (155 4+ 465 vs
1223 + 301, p =005 [N5]) for NCR2/NEpH and of
20 % (10,19 £ 2.15 vs 815 + 1.76, p = 0.05) for NCR3/
MEp30. Ascontml, no significant difference was observed in
NKG2D expmssion (16 % decrease (16,12 £ 351 wvs
13.53 & 273, p = 005, [NS]n(Fig. 2).

Analysis of the NCR messenger RNA level variation
following AML blast co-cullure by performing RT-gPCR
found similar results, Mean expression for NCR I/NEp46
decressed of 4226 (578 + 24.5 vs 100 %, p < 0.05),
NCR2/MNEp44 mesan expression  increased of 4 %
(1043 4+ 44 8, [NS]), NCERA/MNEp3 decreased of 43 %
(56.9 + 48, p < 0.05), and NKG2D decreased of 157 %
(84.2 4 281, [NS]) (Fig. 3)

Furthermore, after 5 days of co-culture, NCR were also
down-mgulated in NEK-92 co-colure with Molm-14 AML
cell line. Compared 10 contmol group (NK-92 coliuned
withou AML cell line), NCE MFI in ME-92 calls culiured
with Maolm-14 decreassd of 408 % (415 + 036 vs
244 4+ 033, p<000) for NCRI/NEp46, of 225 %
(216 4+ 017 v 1.67 £+ 0.06, p < 0.01) for NCRYNEp44
and of 29 % (336 £ 0.46 vs 2.39 £ 020, p = 0.05) for
MCRINEp30 (Fig. 4

In silico analyvsis revealed common putative binding
site ETS-1 in NCH promoters

Binding sites of common transcription factors (TF)
upstream of the thres NCOR genes [—8 Kby TS5] were
detemined vsing Mapper? database (Table 23 Focus was
then put on ETS-1 TF, taking into account the involvement
of ETS-1 TF in NK cell development and cytotoxicity in
mice miodel. The region [—8 Kb: TS5] of NCRE promoters
was scanned with the ETS-1 matrix moul from JASPAR
datahase (Fg 5) wsing MatrixScan from the RSAT suite,
This in silico approach identified several putative binding
sites of ETS-1 upstream the three NCRs genes (Data not
shown). Among these binding sites, thres sites wen chosen
closest o the TS and also found in conserved mgions
betwesn seven different species (thesus, chimp, mouse,
chicken, dog, elephant and zebrafish) defined from GERP
elements in 3T-way muoltiple genome alimments (Cite
PMID 199066599). These predicted ETS-1 binding sites
coordinates were chri9: 54,906, 112-54,906,119 (position
=T6; =69 from TS8 with p value = 3 d4e<05) for NCR1/
MEpd6, chre: 40,308 27041303277 (positon —345;
=338 from T3S with p value =9 le<M) for NCR2S
MEpdd and chrt: 31,593 068-31 593,076 (position = 7917
=T910 from TS5 with p value = 95e—04) for NCR3/
NEp30 (data not shown).

In NK-92 cells, ETS-1 transcription factor binds
im vive to the in silico predicted region in NCRs
promoters

To test the recruitment in vivoof ETS-11n NK-92 cell hine,
a pair of primers was designed w0 perform sile-specific
chromatin immuno-precipitation (ChiP) assay. Afler cross-
linking and sonication, the chromatin exiract was immuno-
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Relative mean expression %

NCR2 D31
Do Do

NKG2D D31
DO Do

Activating receptors for AML-NK cells

Fig.1 NCR expression of AML-NK cells after in vitro expansion,
Evolution of activating recepiors (NCR 1, NCR2, NCR3 and NKG2D)
expression expressed in mean fluorescence intensity (MFI) compared

25
R
s 20 ok
a p=0.0188
5
2 15
o
3
g 10
o
>
%
° 5
-3
0
+HD- ¢ AML- tHD-  + AML-
PBMC PBMC PBMC PBMC
NCR1 NCR2

Fig.2 HD-NK cell activating recepiors expression in presence of
AML-PBMC. Evolution of NCRI, NCR2, NCR3 and NKG2D
expression in mean fluorescence intensity (MFI), background levels
were measured using sotypie control, afier co-culture of HD-NK

precipitated. The three regions of ETS-1 binding sites were
amplified by PCR using specific primer pairs. Strong
recruitment of ETS-1 on targeted regions upstream the
three NCRs genes were observed (Fig. 6a, b). These results

&) Springer

10 isotypic control, before and after (black bars) NK cells expansion.
ve*Sratistically significant difference (p < 0L05). NS no statstically
significant difference

HHD- ¢ AML- +HD- + AML-
PBMC PBMC PBMC PBMC
NCR3 NKG2D

cells with AML-PBMC compared 10 the co-culture with HD-PBMC
(bluck bars). ***Statistically significant difference (p < 0.05). N§ o
statigtically significant difference

are consistent with Electrophoretic Motility Shift Assay
(EMSA) that showed a band shift afier incubating
NCR1NCR2 and NCR3 sequences contaiming EST-1 motf
with nuclear proteins from NK92 (data not shown).
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Fig. 3 Gene expression level of activating recepiors afier co-culiure
with AML-FBMC. Hisgrgrams represent the melative mean e xpressdon
in percentage of NCR 1, NCR2 NCR3 and NEG2D genes when HD-
NE celk ame co-coliwad with PEMC from AML pmbenis, companed

NCR1

p=0.001

aq-l
i
EJ
i,
1,
,} %

MES2 + Maolm-14

Fig. 4 Activating receplors expression in NE-92 co-cultwed with
leukemic blasta. Evolution of NCR1, NCR2 and NCR3 expressons,
in MFT ratio, afier NE-42 co-culiure with Molm-14 AML cell line

ETS-1 gene expression decreased in presence

of AML hlasts

In HD-WE cells co-culiured during 5 days with AML blast
ETS-1 pene expression level decreased of 34 % 661 £+ 194
ve 100 %; p < 0.05) compared to the contml group (co-

s I

MNCR3 NKG2D ET51

o the same HD-MNEK cells co-culured with PBMC from donors

{comesponding to 100 %) Resulis were nowmalized with TBP
housekes ping gene
NCRZ NCR3
p=0.006 p=0.023
dedek et

+ Molm-14 RS2 + Molm-14

compared o NE-92 with mediom {(black Bers).
significant difference (p < 0.05).
difference

e S tatically
NE no statistically  signdficant

culture with HD-PBMC, condition of calibration = 1) %)
(Fig. 3). ETS-1 transcript level followed the same regulation
than MCRIMNEpd#6 amd NCES/MNEp3 mBENA, which,
respectively, decreased of 42.2 % (57.8 £ 24.5 vs 100 %,
po=005) and 43 % (5.9 £ 48, p = 0.05). No evolution
(increase or decrease) of NCE2 has been observed.
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Tahle 2 List of common putative binding site of transcription factors
upstream NCR genes, in [—8 Kk TSS] region

Transeripion facior  NCR1 MR MNCR3
AMLI —171 o 166 —84 1o T — 00 s 95
=273 268 —265 1o X0
ber_Z1 —MT w225 260 14 —4 i 418
CP2 =1%o 169 —1301i0 120 —134 i 144
dl_2 =307 i 298 — 105 1o 96 — 41 o 100
Dt —T6 1 71 —3dweRd -1 13
—41 1o B
ETS1 —3T 1 33 —25T w23 23 w235
—360 1o 356
Hand1_Tefela —23 w235 —132 00 124 232w 240
HMG_1 —A05 1o 39T —407 1o 3 —285 o 203
MEZEF1_5_13 =122 114 —&1 to 53 =1%o X7
NFER1 =307 i 297 28000 M1 91w 101
— 10 oy 9%
PacC —1% 1o 14 —43% o 43 —160 o 1635
RELA —338 1o 329 — 105 1o 96 — 41 o 100
— 498 1o 489
RREEI] —71 1 52 —51 1 32 — 16w 35
—13 w115 —133 ;w152
—A77 o 458 —212 0 23]
Spl —16 s 7 =361 w0 353 22w 30
— 184 o 192
SoiH) —H2 w268 -9 T —#% w103
=354 1o 340 — 164 1o 150
TP33 =296 10 277 —459 o A0 —130 i 149
—302 1o 2R3
nf143 —125 w0 106 —234 o A5 —263 ;o 282
—218 1o 199

Fig. 5 ETS-1 maoif. ETS1
molf was retrieved firom
JTASFAR core verie brates'
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Microarray analvsis of NK after in vitro cell
expansion shows a specific transcriptomic signa i re
including ETS-1 up-regulation (Fig. 7)

After conducting a significant analysis of microarmy
(5AM) with a FDR = 0 % with the four groups (HD-
MWK + expansion, AML-WK + expansion), a major hier
amhical clustering was oblained, distinguishing NK cells
with and without expansion (Cluster 1 and IT) regardless of
the origin of NK (HD-NK vz AML-NEK). A specific tran-
seriptomic signature of very few genes allowed distinction
of AML-NK from HD-NEK cells (ses below ), although maost
frequent di ferences were hinked to the presence or absence
of MK cells culture. Hierarchical clustering and the two
differential clusters (1 and 0) are showed in the hestmap
(Fig. Ta): 5844 probe sets, coding for 3500 genes, wers
differentially expressed in expanded v unexpanded NE.

Microamay analysis revealed AMLWEK cells specific
tmnscriplomic signatune, erased by NK cells expansion
The tmnscriptomic analvsis revealed a specific signature
that differentiates AML-NK cells from HD-NEK cells.
However, cluster (b) separates AML from HD-NE cells
only afler sorting, not afler in vitro expansion. Indeed, NK
cells expansion erased the differental transcoplomic sig-
nature betwesn MK cells from AML or HD patients. In this
cluster, CDE6, CLICS and CREGI wers related 1o lym-
phocytes differentiation and activation. However, mmain-
ing genes are nol directly involved in AML or NK cells
functions or biology according o scientific literature.

A sub-cluster of mterest (c) was 1solated with the heat-
map (). It was implicated n NK cell-mediated cviotom-
city, with up-regulated expression after colure of NCR1/
MEpd6, NCEIMNEFP30, KLEF1, KLRCIL KLRCS CD244,
PRDMI, CD7, NKGID and ETS-1, in HD-NK and AML-
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(b)

=
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=
N
Fold enrichment

Input ETS  IgG
Fig.6 In vivo recruitment of ETS-1 tramcription factor on the
human NCR genes promoter. a Semi-quantitative PCR resulis of

electrophorests on an agarose gel b Results of the quantitative

WIthout eapansim WiIth espansion

sedsditifedtinnadaiiitaais

Cluster |

»
7N

Cluster Il

Y

Fig. 7 Heamap of gene expression changes in AML patients versus
donors with and without NK cell expansion. a The hierarchical
clustering represents overexpressed (red) and underexpressed (green)
genes in soried NK celk from 12 AML patients (UPN) and 14 HD.
Nommalized signal intensities were reated with the SAM analyze to
highlight the differentially expressed genes with a FDR set a1 0 %.
Major herarchical clustering distinguishes NK celk with and without
expamsion (Cluster [ and IT) regardless of the arigin of NK (HD-NK vs
AML-NK). b A specific transeriptomic signature including very few

NK. Most of the other genes were related to lymphocytes
differentiation and activation (CDSA, PRDMI1 and
FAMII3B). Other genes with differential expression

Relative quantification of
ETS ChiP on NCR genes

N O S e

NCR2 NCR1

k=]

NCR3

chromatin  immunogrecipitation assays performed using specific
antbodies for ETS-1 & desceribed in materials and methods

(b)
Without expansion With expansion

AML
===

HD AML

HD

(c)

Without expansion With expansion

ANL
| Qe

HD AMIL

HD

genes distingushed AML-NK cells from HD-NK cells AML-NK
cells specific vanseriptomic signature. Microarray analysis revealed
AML-NK celk specific ranscriptomic signature. NK cells expansion
erssed the differential transeriptomic signature between NK cells
from AML patients or HD. ¢ Sub-cluster of genes of interest after NK
cell expansion. After NK cell expansion genes like NCRINKpa6,
NCR3/NKP30, NKG2D and ETS-1 were significantly up-regulated in
AML patients and healthy donars (HD)

between NK cells with or without expansion failed 1o give
more clues, since their function is still unknown. Expres-
sion level of six differentially e xpressed genes was checked
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T cell receptor signaling pethway
Requlztion of kingse ackity
Hematopaietic or lymphoid crgan development
Regulation of innate immune respanse
Cellular respons bo stress
Antigen pracsssing and presentatian
Biatural biller 2l mediated cytotoxicity
MHC clzss 1 antigen presentation
pa3 signaling pathway
dntigen recapor-mediated signeling pethway
NIK/NF-kzppa signaling
Respomss fo cytoking
Immune system process

Apoptotic process ™=

L0 1EOE 1,504 1E00 1608 LEA0 1E-12 1,014 1E-16 1E-18 1E-20 1E-27 1F-24 1E-36 1E-28 1£-30

Fig. 8 Functional annodation. Summary of some functimal enrdch-
ment terms (G0 terms) found with g profilar welb server. In ordinate,
cormected povales {Bonfermond comection) of each Go term and in
dhacizza, welected Go ema All the Go terms are statisgically

with RT-gPCR for microarray analvsis validation (data not
shown).

The himctional annotation was peformed using gpm-
filer (Fig. 8). Annotations implied in trggering immune
and  cellular responses W0 stress or  oviokdnes-nelated
response were the most significant pathways linked 1o the
MK expansion. All selected pathwavs were siatistically
significant with comected <005 p values.

Discussion

Despite stimulation potential of EBY feeder cell line and
high concentmtion of 0-2 wsed in vitro for NK cell
expansion, AML-NK showed slow and low proliferation
ahility 4 times weaker than HD-NE, even after 30 davs of
culture, Momover, only a partinl mestoration of MK acti-
valing receplors was observed in comparison with HD-WEK
cells. However, this expansion protocol could be swit-
ahle for cellular therapy with NK cells activation ex vivo
since it enhances NCRIMNEp46 and NCR3/MNEp30
ST

Monetheless, since the AML-NE mesults were less pos-
itive than with HD-NE, we aimed to better understand the
mechanisms underlving this down-regulation by focusing
om the regulation of tmnscription of the three NCRs. Their
coomdinated expressions led us w0 search for a common
transeription factor and transeription factor ETS-1 seemed
particularly  interesting  since NEK cells from ETS-1-

‘ﬂ Springer

p-value [-log10]

significant with comected p values <0005, Functional anmodations
comespond o immone mespomes, cellular response to stress, and
cyinkine-related responde were the most signdficant pathways linked
o the NE expansion

deficient mice have decreased cviotoxicity. Al the earliest
stages of MK cell development in mice, the ETS-1 factor
promotes expregsion of activating receplors such as NKp46
[19]. However, it is unclear whether these transcription
factors play roles in MK evtotoxicity [1, 24-28]. A
homologous motif of the ETS-binding site was identified in
the mouse pmomoler that enhanced perforin transcription in
cytotoxic cells. This study also identified two DNA-bind-
ing proteins that intemact with this element, which are
thought 1o be members of the ETS transcription factors
fumily [28, 29] We have demonstrated that in NE-92 cells,
ETS-1 transcription factor (TF) binds in vivo the in silico
predicted region in NCR promoters. Moreover, ETS-1 gene
expression is decreased in presence of AML blasts and
follows the same expression pattern than NCR. However,
this experimentation did not allow conclding whether
ETS-1 binds directly 1o the wrgeted region becanse many
TF cooperate 10 induce gene tmnscriplion in genes regu-
latiom. Further studies, especially using BNA interference,
should try to refine this hypothesis,

Khurnadar et al. [30] mcently described that defective
functions of AML-NK are associated with a lenkemic blast
tmnscripional  signatures of immune  evasion, which
guestions NE cells defective functions ongins, perhaps
also linked o o particular specific signature of deficient
Cyloloxicity.

The tmnscriptomic comparison of HD-NEK and AML-
NE, with and withowt in vitro culture and expansion,
allowed two main clusters identficaton (cluster 1 and 1)
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that differentiate primary unexpanded NEK cells fom
expanded/activated NK cells, regardless of their arigin (HD
versus AML  patients). A specific AML-NK s gatore
(Fig. Th) was detected in unexpanded WK cells and given
the genes involved: we do not know to what extent this
signature could be specific of defective cyvtotoxicity leading
Lo innate immumily escape. Bul interestingly, this specific
transcriplomic signature was reversible after NK cells
expansion. Remarkably. we noted that, under our specific
culture  conditions, NEK  cells expansion  up-regolated
expression of central molecules of NE functions, ie., NCR,
WEG2D (cytooxicity) and ETS5-1 (a pivatal TF for lym-
phocyies) in both HD-WK and AML-WE, which was
mssociated with the recovery of a cyioloxic phenolype.
Moreover, besides NEK cells mediated cytotoxicity, it's
more an extensive restoration of the immune fnctions of
MK cells which was observed. Indesd, many pathways
mphcated i nggenng  immune  responses,  cellular
response 10 simess and relaling o cviokines response wene
enhanced afler NE cells expansion. Such resulls are
encouraging regarding our ability o mslore in vitro AML-
MK cviotoxcity in all levels (from genes expression o
phenotype) and provides a pew conceplual support for
innovative cellular therapy based on WK cells expansion
in vitro before reinfusion in AML patients.

In conclusion, WK cells from AML patients showed
slow and low proliferation ability that was 4 times
weaker than HD-NEK, even after 3 dayvs of culture, Only
a partial restoration of NK activating receplors was
ohserved in comparison with HD-NE cells. Microarmys
analysis revealsd a NK cells specific transcriptomic sig-
nature in patients with acute myveloid leukemia. However,
MK cells expansion erased this signature in vitro and up-
regulated expression of central molecules of NE func-
toms, such as NCR, NKGZD and ETS-1, sugpesting ETS-
I tramscriptiom factor may play a major role in NCR co-
regulation. ET5-1 binds in vive to an in silico predicted
region in NCR promoters and its expression decreased in
presence of AML blasts, following the same expression
s NCR.
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Discussion :

Les cellules NK issues de patients atteints de leucémie aigué myéloide in vitro ont une prolifération 4 fois
plus faible que les cellules NK issues de sujets sains, méme aprés 30 jours d’expansion. Aprés expansion,
nous observons une restauration partielle des récepteurs activateurs des NK en comparaison avec les NK de
sujets sains. Cependant, ce protocole pourrait étre approprié pour la thérapie cellulaire avec activation des
Nk ex vivo, car il restaure I'expression de NCR1 et NCR3. Au vu des résultats obtenus, nous avons cherché a
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la régulation des trois NCR. Leurs expressions
coordonnées nous ont conduits a la recherche d’'un facteur de transcription commun. Le facteur de
transcription ETS-1 semblait particulierement intéressant. Des cellules Nk de souris déficientes pour le
facteur de transcription ETS-1 ont montré une diminution de la cytotoxicité. Durant les premiers stades de
différenciation des Nk chez la souris, ETS-1 favorise I'expression des récepteurs activateurs tels que NKp46
(118). Cependant, il est difficile de savoir si ce facteur de transcription joue un réle dans la cytotoxicité
(119-122). Un motif homologue du site de fixation de ETS dans le promoteur de perforine a été identifié
dans des cellules cytotoxiques (122, 123). Nous avons démontré que le facteur de transcription ETS-1 se
fixe in vivo sur la région promotrice prédite in silico des NCR dans des cellules Nk-92. De plus, I'expression
de ETS-1 est sous-exprimée en présence de blastes leucémiques et suit le méme schéma de I'expression
des NCR. Cependant, notre étude ne permet pas de conclure la liaison directe de ETS-1 sur la région ciblée.
Beaucoup de facteurs de transcription coopérent afin d’induire la transcription. Des expériences d’ARN

interférant devraient étudier cette question.

La comparaison du profil d’expression des NK de patients atteints de LAM avec le profil d’expression de NK
de sujets sains, avec et sans expansion, nous a permis de mettre en évidence deux clusters (Custer | et 1)
qui différencient dans un premier temps les NK expandus des NK non expandus, en ne tenant pas compte
de leurs origines (patients LAM ou sujets sains). Une signature de spécifique des cellules NK—LAM non
expandues a été identifiée ; nous ne savons pas dans quelle mesure cette signature pourrait étre spécifique
d’un défaut de cytotoxicité et conduire a I'’échappement au contréle du systéme immunitaire inné. Par
contre, cette signature transcriptomique est réversible aprés I'expansion des NK. Sous nos conditions de
culture cellulaire, les cellules NK expandues surexpriment des molécules centrales des
fonctions cytotoxiques (NCR 1, NCR3, NKG2D) et un facteur de transcription important (ETS-1). Cette
surexpression a été identifiée chez les NK de patients ainsi que les NK de sujets sains, ce qui suggére la
récupération du phénotype cytotoxique. Nous relevons par contre la différence de la médiane d’age entre
les deux populations de Nk (donneurs sains et patients LAM). Cette différence peut étre expliquée par le
fait que les échantillons de sang de donneurs sains ont été récupérés de I'établissement francais du sang

(EFS) et que la médiane des donneurs est beaucoup plus inférieure a la médiane de survenue d’une LAM. I

61



aurait été judicieux de faire plus attention a ce parameétre et faire en sorte que les médianes deux des

populations soient les plus proches possible.

L'analyse en utilisant les microarrays nous offre une vue générale de la variation de I'expression des genes
incluant les génes codants pour des facteurs de transcription. L'analyse in silico des sites putatifs de fixation
de facteurs de transcription en amont des NCR permet d’identifier un certain nombre de facteurs de
transcription potentiels régulant les NCR. Cette approche nous a permis d’identifier la signature
transcriptomique des cellules NK issues de patients atteints de leucémie aigué myéloide, mettre en
évidence |'effet de I'expansion ainsi que choisir un facteur de transcription candidat qui pourrait réguler

I’expression cordonnée des trois NCR.

L'approche transcriptomique nous a permis d’une part identifier une signature transcriptomique des Nk
issus de patients LAM et d’autre part, monter I'effet de restauration partielle des fonctions du Nk aprées
expansion. Elle nous a permis aussi de valider partiellement les prédictions bioinformatiques avec la
surexpression de ETS-1. Les résultats encourageants sur la restauration in vitro les fonctions des NK issus de
patients LAM apres expansion (expression et phénotype) nous offre un nouveau concept sur en thérapie
cellulaire. Cette derniére est basée sur I'expansion in vitro des NK avant de les injecter a des patients

atteints de LAM.

Conclusion et perspectives :

L'analyse transcriptomique nous a permis d’identifier une signature spécifique des patients atteints de
LAM. Cependant, I'expansion des NK gomme cette signature in vitro et permet la surexpression des
molécules centrales de la fonction du NK (NCR, NKG2D) et de ETS-1, ce dernier étant un bon candidat pour
jouer un réle central dans la régulation d’expression des NCR. ETS-1 se fixe in vivo a une région prédite in
silico sur une région du promoteur des NCR et son expression diminue en présence des blasts leucémiques
et suit la méme expression que les NCR. Pour valider cette hypothese, des tests de transfection de la lignée
cellulaire Nk-92 avec un siRNA anti-ETS-1 sont en cours de réalisation, cette expérience permettra d’inhiber
le facteur de transcription ETS-1 et mettra en évidence I'impact du facteur de transcription ETS-1 sur la

transcription et I'expression des NCR a la surface du NK.
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Chapitre 2 :

Identification de la sighature
transcriptomique prédictive de
la survenue du sepsis et/ou de

SIRS
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Identification de la signature transcriptomique
prédictive de la survenue du sepsis et/ou de SIRS

Introduction

L’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Définition

L'autogreffe consiste a appliquer une chimiothérapie myéloablative a haute dose, ensuite, injecter des
cellules souches hématopoiétiques du méme patient dans le but d’avoir une rapide reconstitution
hématologique (aprés avoir prélevé des cellules souches hématopoiétiques). L'injection de CSH réduit la
durée de la myélosupression induite par la chimiothérapie a haute dose, avec un taux de mortalité inférieur

a3 % (124-126) Figure 5.

-~
= I-'”‘ 1 »’
el S |
Collection de CSH
par aphérése
N T
b N
Traitement: Injection de : G-CSF
réduction +/- chimiothérapie
tumorale +/- anti-CXCR4 Hospitalisation

- - - - I - - - - - - - - - >

Mobilisation des CSH Cf‘umlotheraple Greffe
a haute dose

Congélation des
CD 34+

R HIES

Figure 5 : Le principe de I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Les CSH sont mobilisées par injection de facteurs de croissance et chimiothérapie, puis sont collectées par aphérése et
congelées. L’ACSH consiste en a appliquer une chimiothérapie a haute dose et injecter les CSH au préalablement
congelées

Epidémiologie
Le nombre d’autogreffes de cellules souches hématopoiétiques réalisé en Europe et déclaré par le groupe

EBMT (European Bone Marrow Transplantation) (Rapport annuel/14) a considérablement augmenté au
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cours des deux dernieres décennies. Elles s’élevant de 3 000 en 1990 a prés de 23 000 en 2013. Cing cents
ACSH ont été réalisés dans le cadre de leucémies aigués. 17 774 dans le cadre d’hémopathies malignes
lymphoides agressives (myélome, lymphome non hodgkinien lymphome hodgkinien), 1 483 dans le cadre

de tumeurs solides et 179 dans le cadre de pathologies non tumorales en 2013.

Indications
Cette procédure est indiquée entre autres en premiéere ligne dans le myélome du sujet jeune et en seconde

ligne chez les patients atteints de lymphome.

Mobilisation, collection et conservation des celles souches hématopoiétiques

Les greffons sont actuellement principalement collectés par aphérése aprés une mobilisation des cellules
souches hématopoiétiques périphériques, plutdét que par prélevement direct de la moelle osseuse. La
collection par aphérése évite au patient une anesthésie générale, permet de diminuer le temps de
récupération hématologique ainsi que diminuer les contaminations potentielles des greffons (127).
Cependant, la collection par aphérése peut entrainer des complications telles que : des troubles ioniques
(hypocalcémie, hypomagnésémie, hypokaliémie), la thrombopénie, I'infection sur cathéter ou la thrombose

(128).

L’autogreffe et les hémopathies malignes

Le traitement et le pronostic des myélomes multiples ont changé drastiquement durant la derniere
décennie. La médiane de survie était inférieure a 1 an avant l'utilisation des agents alkylants (129-131). La
mise en place de la greffe de cellules souches représente une avancée dans le traitement du myélome
multiple. Cette derniére a permis une nette amélioration de la survie des patients, par rapport a la
chimiothérapie conventionnelle (129, 132). L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est le

traitement de référence pour les patients jeunes (<65 ans) atteints de myélome.

L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est le traitement de référence des lymphomes
hodgkiniens réfractaires ou en rechute (133). Elle est aussi le traitement standard en premiére ligne dans le
cas du lymphome du manteau chez les sujets jeunes. Une combinaison de cisplatine et de cytarabine en
alternant ou pas avec du R-CHOP est utilisée comme chimiothérapie d’induction, suivie de la réinjection des
cellules souches hématopoiétiques (134, 135). Le lymphome folliculaire ne peut pas étre guéri par
chimiothérapie conventionnelle, d’ou l'intérét de l'intensification thérapeutique. Mais d’un autre co6té,
I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques en premiere ligne naméliore pas la survie globale du

patient (136-138).
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Les complications de I’autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

La reconstitution hématologique et les infections sont les deux principales complications chez les patients
autogreffés. En plus de la toxicité chimiothérapeutique, un ensemble de facteurs contribuent au
développement de I'infection. Bien que les dommages directs causés a la peau, aux muqueuses ainsi qu’a la
défaillance de la réponse cellulaire et humorale sont importants. La sévérité et la durée de la
neutropénie (diminution des polynucléaires neutrophiles circulants) sont les principaux déterminants dans
le développement de I'infection (139, 140). Le risque de survenue de I'infection chez les patients avec une
neutropénie fébrile est principalement déterminé par la durée et la profondeur de la neutropénie et des

maladies sous-jacentes (141).

Les germes responsables du choc septique sont souvent des bacilles endogénes a Gram négatif (comme
Escherichia Coli). En outre, I'immunosuppression prolongée expose les patients a des infections fongiques.
Une prophylaxie antifongique est souvent administrée. L’'efficacité de la prophylaxie microbienne n’a pas
été clairement établie, c’est pour cela qu’elle est moins souvent administrée (142). Cependant, la
prophylaxie antimicrobienne augmente le risque de diarrhée a Clostridium difficile (143). L’alopécie, les
mucites, les nausées et vomissements ainsi que I'aplasie profonde sont des complications classiques de la
chimiothérapie a haute dose. Moins fréquente que dans les allogreffes, la maladie veino-occlusive
hépatique peut compliquer I'autogreffe. Elle se manifeste par une hépatomégalie douloureuse, la jaunisse

ou de la rétention d’eau (144).

Les patients autogreffés ont des complications pulmonaires dans 25 % des cas, le plus souvent en raison
des complications infectieuses. Les complications pulmonaires non infectieuses sont essentiellement :
I'cedéme pulmonaire aigu (5 %), le syndrome de pneumonie idiopathique (1 %), et I'hémorragie alvéolaire

diffuse (2 %) (145)

La toxicité a long terme n’est pas a négliger (144, 145). Tout d’abord, sur la subfertilité ou I'infertilité (chez
I’'homme et chez la femme) est une conséquence possible de la chimiothérapie a haute dose. Le nombre de
grossesses obtenues sans assistance médicale aprés autogreffe est de 15 %. Par conséquent, une
cryoconservation de sperme ou d’ovocytes est préférable. Sur le long terme, les patients transplantés
présentent un risque accru de leucémies secondaires, de maladies cardiovasculaires, des troubles
endocriniens et métaboliques. Ceci justifie un suivi spécialisé au minimum annuel, méme au-dela des 5 ans

(qui est considéré comme une période de guérison pour des lymphomes de haut grade par exemple).
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Le syndrome de réponse inflammatoire systémique et le sepsis
Définitions

Syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS)

Le syndrome de réponse inflammatoire systémique ou SIRS est un syndrome clinique qui se traduit par une
réponse systémique due a une infection localisée ou généralisée, un traumatisme, une lésion thermique ou
des processus inflammatoires stériles, a savoir la pancréatite aigué par exemple (146). Le SIRS est

caractérisé par la présence d’au moins deux des signes suivants :

— Température corporelle > 38 °C ou <36 °C

— Fréquence cardiaque > 90 battements par minute

— Fréquence respiratoire > 20/min ou hyperventilation se traduisant par une PaCO2 < 32 mmHg (< 4,3 kPa)
en air ambiant

— Leucocytose > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou > 10 % de cellules matures

Alors que les manifestations cliniques de I'inflammation systémique sont trés communes, les caracteres
biochimiques sont un peu plus spécifiques (147). Dans la littérature, les chercheurs ont décrit des taux
éleves d’interleukine 6 (IL-6) (148), d’adrénomédulline (149), de CD 14 soluble (150), de phospholipase

extracellulaire A, (151), de protéine C réactive (152).

Le sepsis

Le sepsis est défini comme un syndrome clinique avec la coexistence d’'une réponse inflammatoire
systémique et une infection suspectée ou documentée (146). Par conséquent, le sepsis peut étre aussi

fortement soupgonné sans étre microbiologiquement confirmé. Figure 6

L’'infection
L'infection est un processus pathologique causé par l'invasion d’un tissu, d’une cavité ou d’un fluide
corporel par des micro-organismes pathogénes ou potentiellement pathogénes. Souvent, I'infection est

fortement suspectée sans étre microbiologiquement confirmée (146).

Le sepsis sévere

Le sepsis sévere est un état pathologique défini comme étant un sepsis compliqué par un
dysfonctionnement d’organes. Le sepsis sévéere est considéré comme une des causes les plus fréquentes de

déceés dans les unités de soins intensifs (146).

Le choc septique

Le choc septique est un état d’insuffisance circulatoire aigué, c’est une aggravation du sepsis sévere qui se

caractérise par une hypotension artérielle persistante chez I'adulte. L’hypotension est définie par une
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pression artérielle systolique inférieure a 90 mm Hg (chez I’enfant moins de 2 SD - écarts-types - inférieur a

la normale par rapport a I'age) (146).

Pancréatite

\

Bactéries

Infection

Figure 6 : lllustration de la relation entre SIRS, le sepsis, et les autres infections :

Le SIRS est di aux traumatismes, aux pancréatites, et aux brulures. Le sepsis est I'interaction entre I’état
d’inflammation systémique, et I’état infectieux. Le sepsis peut aussi se compliquer en sepsis sévéere avec des
défaillances d’organes.

Adaptée de Chest 1992; 101:1644-55

Epidémiologie du sepsis

Le sepsis affecte 1,8 million de personnes dans le monde chaque année. L’'incidence annuelle du sepsis
augmente de 8 % chaque année. Ceci peut étre expliqué par les différents facteurs de risque comme le
vieillissement de la population, I'’émergence de pathogénes résistants aux antibiotiques, I'utilisation
d’'immunosuppresseurs, ainsi que I'augmentation des interventions médicales invasives (153). En France, le
choc septique est en augmentation croissante au cours des 20 derniéres années (8,2 % en 1993 a 15,4 % en
2010 au sein du service de réanimation). En revanche, on reléve une diminution significative de la mortalité
en réanimation (60,1 % en 1993 a 39,5 % en 2010). Cette diminution de la mortalité est peut-étre liée a
I'intérét porté par les réanimateurs a cette pathologie ces derniéres années, ainsi qu’a I'optimisation des

prises en charge des patients. Quoi qu’il en soit, les chiffres de mortalité restent trés élevés (154).
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Physiopathologie du sepsis

Le sepsis, le sepsis sévere et le choc septique ainsi que le dysfonctionnement d’organes sont des processus
complexes qui englobent notamment la réponse pro-inflammatoire, anti-inflammatoire, humorale, et
cellulaire (155). L'apoptose ou mort cellulaire programmée pourrait avoir un réle important dans le
dysfonctionnement d’organes (156). La pathogenese du sepsis implique une interaction complexe entre le
systéme immunitaire de I'h6te et les micro-organismes infectieux. Les bactéries et leurs produits
déclenchent des cascades de la réponse cellulaire impliquant plusieurs types de cellules (leucocytes,
mastocytes, cellules endothéliales et plaquettes), et plusieurs voies moléculaires (pro-inflammatoire, anti-
inflammatoire, cascades de coagulation, activation du complément, adhérence et apoptose) (153, 157,

158).

Hyper-inflammation

Sepsis

SIRS

Inec: {'\

Récupération

Sepsis
severe Dysfonctionnement
d’organe

CARS
Mort

Immunosuppression

Figure 6 : Le sepsis en deux phases. Apres l'infection, une phase d’hyperinflammation est déclenchée caractérisée par le
SIRS, celle-ci peut étre résolue (phase de récupération) ou peut progresser en sepsis sévére. Durant cette phase, une
réponse anti-inflammatoire systémique compensatrice (CARS) est enclanchée avec une immunosuppression et un
dysfonctionnement d’organe. Cette phase peut étre résolue avec les supports médicaux appropriés, mais souvent méne
au décés du patient. (Modifiée de Faix, 2013)

Le role des cellules de I'immunité innée et adaptative au cours du sepsis

Le role et les changements cellulaires au cours du sepsis sont résumés dans la figure 8
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Le Réle des cellules de 'immunité innée au cours du sepsis

Les polynucléaires neutrophiles
Les neutrophiles sont des cellules clés impliquées dans la phagocytose des micro-organismes. lls
constituent une réserve de substances antimicrobiennes puissantes, telles que les enzymes protéolytiques,
les ROS (reactive oxygen species), ainsi que les composés réactifs de I'azote (159, 160). Le développement
du sepsis favorise des changements dans I'expression des molécules d’adhésion a la surface des cellules
endothéliales ainsi qu’a la surface des neutrophiles. Par exemple, il a été observé une augmentation de
I’expression des molécules-1 d’adhésion intercellulaires (ICAM-1 — Intercellular adhesion molecule — 1) et
molécule-1 d’adhésion des cellules vasculaires (VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule-1) sur les cellules
endothéliales de différents organes (160, 161). En réponse a des médiateurs proinflammatoires, les
neutrophiles activés expriment des niveaux élevés d’intégrine B1 et B2, et de CCR2 qui est spécialement
surexprimée durant le sepsis (162, 163). Au stade initial, les neutrophiles sont recrutés au niveau du site de
I'infection, en réponse a des chimiokines telles que CXCL1, CXCL2, et CXCL8. Tous ces acteurs renforcent
I’adhérence des neutrophiles activés dans les organes viscéraux (164). Lors du sepsis, I'exposition des
neutrophiles aux PAMP et la signalisation TLR augmentent I’expression de NF-kB médiée par la production
de cytokines proinflammatoires, entraine I'accumulation des cytokines dans les vaisseaux sanguins et la
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) provoquant des défaillances d’organes (160, 165). La charge
microbienne active aussi les facteurs du complément, comme C5a, C3a et C3b. Outre la régulation de la
coagulation du sang, ces facteurs (en particulier C5a) jouent un réle important dans le contréle des activités
des cellules immunitaires innées au cours de l'infection (160, 166, 167). En plus des fonctions cellulaires,
des neutrophiles peuvent combattre les agents infectieux par la formation de pieges extracellulaires (NET —
Neutrophil extracellular traps). Les NET se composent de chromatine transformée et des protéines

granulaires qui jouent un réle essentiel dans le piégeage et la mise a mort de I’agent pathogene (168).

Les macrophages
Les macrophages sont les sentinelles du systeme immunitaire. lls jouent un réle dans la reconnaissance des
produits bactériens via ses récepteurs de reconnaissance des pathogenes (PRR - Pattern recognition
receptors) durant le sepsis (160, 169). En réponse a cette reconnaissance, les macrophages liberent des
cytokines proinflammatoires telles que TNF-a et I'lL-1, celles-ci agissent sur le macrophage lui-méme ainsi
qgue sur d’autres types cellulaires tels que les neutrophiles et les cellules endothéliales. Ce processus
d’activation conduit a la libération d’un grand nombre de cytokines proinflammatoires comme : TNF-a, IL-6,
IL-1B, IL-8, IL-12, le facteur d’activation plaquettaire (PAF), les ROS, et les composants microbicides
(lysozymes, protéines cationiques, les hydrolases acides, et lactoferrine) qui agissent contre les agents
infectieux (170). Les lipopolysaccharides microbiens (LPS) stimulent les macrophages pour la production de

MCP-1 qui active NF-kB. Le récepteur CCR2 de MCP-1 (CCL2) et de CCL7 est impliqué dans l'infiltration des
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monocytes sur le site de l'inflammation. Les médiateurs inflammatoires libérés par les macrophages
activent également les neutrophiles. Par conséquent, ils contribuent a I'orage cytokinien et a la défaillance
d’organes lors du sepsis (160, 171). D’autres facteurs contribuent aussi au recrutement des neutrophiles au
site de l'infection (172, 173). Le facteur C5a du complément pourrait induire une hyper production de
cytokines proinflammatoires par les macrophages, qui a leur tour, contribuent aux lésions tissulaires et a la

défaillance des organes (174).

Quand le macrophage est exposé aux endotoxines telles que le LPS, il peut aussi entrer dans un état non
réactif, ne répondant pas aux endotoxines avec la diminution de la production des cytokines ou des
chimiokines proinflammatoires. Le macrophage est alors en phase de tolérance aux endotoxines. En
conséquence de cette tolérance, il existe une reprogrammation cellulaire (M1-M2), qui régule I’expression
des médiateurs immunosuppressifs. Il est connu que les mécanismes anti-inflammatoires aident a la
restauration de ’homéostasie tissulaire suite a une inflammation. Cependant, leur production excessive en

phase de tolérance provoque une immunosuppression et favorise le sepsis (160, 175, 176).

Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigene. Ce sont les activatrices majoritaires
des cellules T. Elles sécrétent de I'lL-12 et de I'IL-10, expriment le CMH-II et des molécules de costimulation
sur leurs surfaces, agissant ainsi comme un pont de liaison entre le systéme immunitaire inné et |'adaptatif.
Au cours du sepsis, les cellules dendritiques sont particulierement vulnérables a I'apoptose. Les cellules
dendritiques chez les patients ayant un sepsis expriment le HLA-DR et produisent plus de IL-10, ce qui
enclenche I'immunosuppression. Les cellules dendritiques qui se développent a partir des monocytes, au
lieu d’activer les cellules T effectrices, causent notamment la prolifération des cellules T régulatrices qui

conduit au stade d'immunosuppression (160, 177, 178).

Les cellules natural killer (NK)
Les cellules NK (CD3-, CD56 +) ont des propriétés cytotoxiques et produisent des cytokines, comme
I'interféron-y (IFN-y). Les NK sont trés importants pour se défendre contre diverses bactéries, telles que :
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Toxoplasma gondii, and Listeria monocytogenes. Cependant,
dans le sepsis, les cellules NK peuvent avoir des effets protecteurs, mais sont également responsables de

conséquences néfastes (160, 179-181).

Le role des cellules de 'immunité adaptative au cours du sepsis

Les lymphocytes T
Le développement et la progression du sepsis sont aussi associés au dysfonctionnement de la réponse des

cellules T, qui inclut I'activation de I'apoptose, I'inhibition de la fonction des cellules Th1l, la dérégulation de
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la fonction des récepteurs TCR, et la présence accrue des cellules T régulatrices dans les tissus. Au cours du
développement du sepsis, les lymphocytes T jouent un réle important dans la neutralisation des produits
intrinseques (par exemple, les stéroides, NO, les génes de la famille Bcl-2) ou extrinséques (par exemple,
I’antigéne Fas, le ligand Fas, CD95), qui sont responsables du déclenchement de cascades néfastes au cours
du sepsis (160, 182-184). Durant le sepsis, I’équilibre entre les cytokines Th1 et Th2 est perturbé, résultant
du passage du phénotype Thl a Th2 menant a I'immunosuppression. Lors de la stimulation du TCR, une
absence de production d’IFN-y, de TNF- a, d’'IL-6 et d’IL-10 a été observée dans les échantillons de tissu de
rates et de poumons isolés de patients septiques décédés en réanimation, en comparaison avec des
échantillons de patients non septiques. Cette constatation suggere I'altération des fonctions des cellules T
au cours du sepsis sévere. De méme, les lymphocytes de patients septiques ont une diminution de

I’expression des facteurs de transcription T-bet, GATA3 et ROR- yt au cours du sepsis (185-187).

La capacité de I’'h6te a éliminer les micro-organismes au cours du sepsis est également liée a I'épuisement
des cellules T, comme en témoigne la surexpression de PD-1 dans les lymphocytes T circulants. Cette
constatation a été confirmée par des études sur des modeles animaux. L’inhibition de I'interaction PD1-
PDL1 pourrait améliorer la survie dans le sepsis en réduisant I'épuisement des cellules T. Diverses études
suggérent que l'apoptose des lymphocytes induite par le sepsis et I'épuisement des cellules T, pourrait

affecter la réponse a une infection précocement apreés le début de I'épisode septique (187-190).

Les lymphocytes natural killer T (NKT)
Les cellules NKT ont été dans un premier temps découvertes chez le modéle murin, avec I'expression du
TCR dans les thymocytes en méme temps que les marqueurs des cellules NK. Contrairement aux cellules T
CD4+, T CD8+ ou Tap, qui reconnaissent les antigénes peptidiques, les cellules NKT peuvent reconnaitre et
tuer des cellules cibles exprimant des antigenes lipidiques, présentés par les molécules du CMH-I. Les
cellules NKT peuvent étre activées par des cytokines telles que I'lL-12 ou I'IL-18 a l'aide de présentation de
I'antigéne par le CD1. Les cellules NKT peuvent exprimer une large gamme de TLR leur permettant de
répondre immédiatement a une variété d’agents infectieux. Bien que le réle des cellules NKT dans le cadre
du sepsis associé aux dysfonctionnements immunitaires n’a pas été étudié en profondeur, des données
montrent I'importance des cellules NKT dans la modulation des réponses de I’hote dans le sepsis (160, 191-
194). Les cellules NKT produisent a la fois des cytokines pro- et anti-inflammatoires et ont la capacité de

promouvoir ou d’inhiber la réponse immunitaire au cours du sepsis (63).

Les lymphocytes T y6
Les cellules T y6 sont une sous population des lymphocytes qui expriment la chaine y et & dans leur TCR
avec le CD3. Cela peut activer de maniere non spécifique et indépendante des antigenes, par les PAMP, les

cytokines et les super-antigenes. Les lymphocytes T y6 jouent un réle dans la réponse immunitaire anti-
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infectieuse par I'intermédiaire d’une activité cytotoxique et la production de cytokines (160, 195-197). Il a
été démontré que les T y6 peuvent moduler la fonction des macrophages et des neutrophiles. Ils peuvent
aussi réguler I'apoptose ainsi que la production de cytokines, contribuant ainsi aux dysfonctionnements
immunitaires induits par des blessures (198, 199). Matsushima et coll. ont montré qu’en comparaison avec
des témoins, les patients présentant un SIRS et les patients traumatisés, ont des lymphocytes T yb activés,
mais leur nombre était diminué dans le sang périphérique. Une autre étude a également soutenu la
diminution du pourcentage et une altération de la fonction des cellules T y6 dans le sang périphérique suite

a un choc septique (200, 201).

Les lymphocytes T régulateurs (T reg)
Les lymphocytes T régulateurs sont généralement caractérisés par différents récepteurs de surface, comme
la chaine IL-2Ra (CD25), le CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), le GITR (glucocorti-coid-
induced TNFR) et FOXP3 (forkhead box p3) (202).

Wisnoski et coll. ont montré que la surexpression de FOXP3 dans les T régulateurs serait IL-10 dépendant,
suggérant un lien possible avec le développement des cellules Thl au lieu de T regs au cours du sepsis. La
déplétion des T reg restaurerait la production d’'INF-y, et de I'lL-2 par les CD4+, mais n’a aucun effet sur la
mortalité globale induite par le sepsis (203). Les données recueillies a partir de plusieurs études montrent
qgue les effets immunosuppresseurs des lymphocytes T régulateurs sont augmentés lors du sepsis et des
brhlures. Aussi, les T régulateurs sont non seulement importants pour la diminution de la réponse Thi,
mais jouent également un réle important dans la suppression de la production de cytokines pro-
inflammatoires aprés une blessure grave. Cependant, les mécanismes précis (production d’IL-10/TGF-b,

interaction CTLA4 et apoptose) impliqués dans ce processus restent a établir (160).

Les lymphocytes B
Les anticorps (immunoglobulines) produits par des cellules B protégent contre les agents infectieux, par la
liaison aux molécules de surface des bactéries et des virus (opsonisation) et en neutralisant les toxines. Les
immunoglobulines jouent un réle vital dans l'activation des facteurs du complément, ainsi que les
neutrophiles et les cellules T (204, 205). Le réle des lymphocytes B dans la pathogenése du sepsis est mal
connu. Cependant, sur la base d’observation dans des modeles de sepsis expérimental, il a été proposé que
les cellules B pouvaient contribuer a I'amélioration de la réponse immunitaire innée précoce au cours du
sepsis bactérien. Par exemple, la production de GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor) par les cellules B joue un réle important dans la préservation des fonctions de I'immunité innée
telles que la chimiotaxie et la phagocytose des neutrophiles. Ces dernieres sont des fonctions qui se

dégradent durant la progression du sepsis (160, 206).
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Réponse immunitaire innée
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Figures 8 : Apergu des changements cellulaires au cours du sepsis

La reconnaissance des PAMP se fait par les PRR qui sont exprimés sur les cellules immunitaires innées, induit une
cascade de réactions inflammatoires, y compris la régulation positive de molécules d’adhésion, les cytokines et la
production de ROS. Ces réponses peuvent dégrader les agents pathogénes, il existe une régulation positive de la
réponse anti-inflammatoire et, finalement, la restauration de I’homéostasie tissulaire. Toutefois, si la réponse innée et
la réponse adaptative ne parviennent pas a contenir I’infection au niveau local, I’infection se propage déclenchant
alors une réponse immunitaire (innée et adaptative) systéemique ce qu’il en résulte : une hyperinflammation. La
progression de l'infection altére la réponse cellulaire, incluant la modification de I’expression des récepteurs de surface,
sécrétion des médiateurs inflammatoires inappropriés et I'apoptose prématurée de certaines cellules immunitaires,
conduisant ainsi au développement du sepsis. Pour réguler I’hyperinflammation, les réponses d’immunorégulation sont
activées conduisant au stade d’immunosuppression. Ainsi, une réponse de I’h6te qui a pour but de protéger contre les
agents infectieux provoque des dommages tissulaires conduisant a des défaillances d’organes.

Code couleur : rouge = surexpression, vert = sous-expression (Adaptée de Bhan et coll.,2016)
Les biomarqueurs et médiateurs du sepsis
Il est souvent trés difficile d’identifier une infection chez les patients en fonction des signes et des
symptomes cliniques. Ces derniers sont des symptOmes trés généraux et partagés par plusieurs

pathologies ; Figure 8 et Figure 9.

Les cytokines et chimiokines proinflammatoires

TNF, IL-1B et IL-6 sont des cytokines qui assurent la réaction initiale de la réponse immunitaire innée en
réponse a une blessure, un trauma ou une infection. TNF et I'lL-1B, activent les cellules endothéliales, et
attirent les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) au site de la blessure. Leurs taux sont élevés au cours

du sepsis. L'IL-6 stimule le foie a produire notamment la CRP, et stimule aussi I'augmentation de la
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production des PMN dans la moelle osseuse (207). Plusieurs études ont montré |’'association de
'augmentation du taux de I'IL-6 avec la mortalité chez les patients en choc septique. Cependant, ces
marqueurs sont exprimés dans beaucoup de pathologies et donc ne sont pas des biomarqueurs spécifiques

du sepsis (208, 209).

La chimiokine IL-8 a été proposée comme biomarqueur de diagnostic du sepsis, et la chimiokine MCP-1 a
été proposée comme biomarqueur prédictif de la mortalité dans le cadre du sepsis (210, 211). MCP-1 initie
I'inflammation en attirant les monocytes au site de la blessure ou de I'infection, mais aussi peut induire la
synthése de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. MCP-1 a donc un réle important dans I’évolution du sepsis

de la phase pro-inflammatoire a la phase d’immunosuppression.

La procalcitonine (PCT) et la protéine C réactive (CRP) comme biomarqueurs

La protéine C réactive et la procalcitonine sont deux protéines produites au cours de I'inflammation et/ou
de l'infection. Elles sont probablement les protéines les plus utilisées en tant que biomarqueur en clinique

dans le cadre du sepsis.

La CRP a bien été établie comme étant un marqueur de I'inflammation et de I'infection. Elle fait partie du
groupe de protéines synthétisées dans le foie, son réle durant la phase aigué de I'inflammation n’est pas
encore tres clair. Elle peut se fixer aux composants phospholipides des microorganismes, facilitant ainsi leur

suppression par les macrophages (208, 212).

La procalcitonine est une prohormone (précurseur de I’hormone calcitonine), son induction durant
I'infection et le sepsis est régulée différemment que celle de ’hormone mature. La PCT est un biomarqueur
du sepsis et de l'infection décrite pour la premiére fois en 1993 (213). Le réle biologique de PCT n’a pas
encore été totalement élucidé, elle est impliquée dans la modulation de I'oxyde nitrique synthétase ainsi
qgue de l'induction des cytokines, en outre, la protéine interfere avec la liaison au récepteur d’autres
hormones peptidiques qui jouent un rdéle dans la modulation du fluide intravasculaire et du tonus
vasculaire. La procalcitonine est produite ubiquiterement en réponse aux endotoxines ou en réponse aux
médiateurs sécrétés en réponse aux infections bactériennes (tels que : IL-1B, TNF-q, et IL-6). Le taux de PCT

est corrélé fortement a la sévérité de I'infection bactérienne (208, 214, 215).
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Figure 9 : La réponse inflammatoire et infectieuse

Les agents infectieux déclenchent la libération des PAMP et/ou DAMP, qui sont reconnus par différents mécanismes
tels que les PRR, la présentation d’antigene ou autres. Ceux qui réceptionnent les signaux peuvent étre différents types
de cellules, tissus, ou organes, mais aussi des protéines ou d’autres molécules qui elles-mémes peuvent fonctionner
comme des effecteurs pour moduler la réponse immunitaire par le biais de divers médiateurs et biomarqueurs pro ou
anti-inflammatoires. Par conséquent, I'agent infectieux peut étre éliminé, et la fonction d’organe peut étre altérée
temporairement ou définitivement.

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns, LPS : Lipopolysaccharides, DAMP : Damage-Associated Molecular
Pattern, CRP: C-reactive protein, LBP: Lipopolysaccharide-binding protein, PCT: Procalcitonin, ELAM 1: Endothelial-
Leukocyte Adhesion Molecule 1, ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1, IL : Interleukine, TNF : Tumor Necrosis
Factor, MIF : Macrophage migration inhibitory factor, HMGB1: High mobility group box 1, HLA: human leukocyte
antigen, TREM-1: Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1

(Modifiée de Rinhart et al . 2012)

Les protéines du complément comme biomarqueurs du sepsis

Les protéines du complément induisent la phagocytose des microorganismes par opsonisation a l'aide du
fragment C3 de la protéine 3 du complément appelé C3b. L’activation de la cascade du complément induit
aussi la production de peptide pro-inflammatoire (C5a). Le systeme du complément a un role dans

I'initiation de I’état inflammatoire durant le sepsis. Le C5a a été considéré comme un biomarqueur
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potentiel du sepsis. Le réle de C5a peut avoir a la fois un role pro et anti-inflammatoire durant le
développement de l'infection, la liaison de C5a par des PMN activés semble supprimer des fonctions

immunitaires innées importantes telles que la phagocytose (208, 216).

Les biomarqueurs des neutrophiles et des monocytes activés dans le sepsis

Une étude sur 47 patients a montré une augmentation de I'expression de CD64, chez les patients atteints
de sepsis (217). Aussi, I'expression quantitative du CD64 correle avec la progression du sepsis en sepsis

sévere (218).

L’expression de I'intégrine CD11b, qui initie la capacité des neutrophiles a adhérer a I'’endothélium sur le
site de lI'inflammation, est aussi augmentée lors d’une infection bactérienne, il a été proposé d’utiliser le

CD64 et le CD11b pour diagnostiquer le sepsis.

TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1) est un membre de la superfamille des
immunoglobulines qui est comme CD64, surexprimé quand les PMN sont exposés aux bactéries. Le taux de

TREM-1 soluble dans le plasma serait un facteur de mauvais pronostic chez les patients septiques (219).

La protéine HBP (Heparin-binding protein ou azurocidine) est libérée par les PMN, elle modifie la structure
du cytosquelette endothélial, et induit la rupture des jonctions intercellulaires, en améliorant la capacité
des PMN a passer a travers la barriere des cellules endothéliales. Une étude a montré que la protéine HBP
est un bon biomarqueur de I'cedéme et du collapsus vasculaire observés dans le sepsis sévere (220). HPB

peut étre considéré comme un bon marqueur du sepsis sévere (208).

Le TLR a la surface des macrophages et des monocytes reconnait les endotoxines a |'aide d’une autre
protéine membranaire le CD14. De méme, le LBP (lipopolysaccharide-binding protein) de la phase aigué
permet & I'endotoxine de se lier au CD14. A des concentrations élevées, la protéine LBP neutralise
efficacement le LPS, et peut méme étre anti-inflammatoire. Comme un récepteur du complexe LPS-LBP, le
CD14 peut activer une série de signaux de voies transductionelles et des cascades de I'inflammation
conduisant a une réponse inflammatoire systémique. Récemment, il y a été montré I'intérét de la mesure
de la forme soluble du CD14 en tant que biomarqueur dans le cadre du sepsis. Ce biomarqueur est
comparable a la PCT pour le diagnostic de I'infection bactérienne et son taux est corrélé avec le degré de

gravité des patients septiques (208, 221-224).

Les biomarqueurs de la dysfonction d’organe

Les scores, APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1) et SOFA (Sepsis-related Organ
Failure Assessment score) sont utilisés pour évaluer le degré de gravité de la maladie dans les unités de
soins intensifs. Les scores APACHE (I, Il, 1l) sont calculés a partir de I'dge du patient ainsi que d’autres

parametres physiologiques de routine (tels que : la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire, le taux
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de sodium, le taux de potassium, la créatinine, I’'hématocrite, la numération des cellules sanguines et
autres). Le score SOFA est basé sur six différents scores pour le systeme respiratoire, cardiovasculaire,
hépatique, rénal, neurologique et de coagulation. Les taux de bilirubine et de créatinine indiquent le
dysfonctionnement du foie et des reins respectivement. Cependant, le marqueur biologique le plus

largement utilisé comme marqueur de dysfonction d’organe est le taux de lactate dans le sang (208).

Justificatifs du travail

Dans ce chapitre, je me suis intéressée a I'étude du sepsis et du SIRS dans le cadre de I'autogreffe de
cellules souches hématopoiétiques en utilisant une approche transcriptomique. Les patients atteints
d’hémopathies malignes sont traités principalement par chimiothérapie. Ce traitement a comme principal
effet secondaire une toxicité médullaire responsable d’une atteinte des trois lignées hématopoiétiques.
Tandis que I'anémie et la thrombopénie peuvent étre prises en charge par une thérapie transfusionnelle
adaptée, un des effets secondaires les plus redoutés est la neutropénie (baisse du nombre de
polynucléaires neutrophiles < 0,5 G/L) qui favorise les complications infectieuses pouvant aller jusqu’a
mettre en jeu le pronostic vital du patient. L'infection est aussi une cause de morbidité, qui a pour
conséquence une hospitalisation prolongée, et la consommation d’anti-infectieux (antibiotiques,
antifungiques, antiviraux) qui reste couteuse et parfois toxique. L’autogreffe de cellules souches

hématopoiétiques nous offre un modele quasi expérimental pour I'étude du SIRS et du sepsis.

L’objectif de cette partie a été d’identifier une signature transcriptomique prédictive de la survenue du
sepsis et/ou de SIRS dans le cadre de I'autogreffe. Cette signature prédictive pourrait ouvrir de nouvelles
stratégies thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique personnalisée et adaptée au profil de

risque spécifique de chaque patient.

Patients, matériels et méthodes

Echantillons biologiques

Les patients

Les patients ont été admis au service d’"hématologie de I’hopital de la Conception — Marseille — pour une
autogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Tous les patients ont moins de 65 ans et ont été suivis au
sein du service d’hématologie pour un myélome multiple ou un lymphome de haut grade. La totalité des
patients candidats a une auto-CSH sont informés de I'existence du protocole de recherche, et de la
possibilité d’y participer. Il leur a été souligné que la participation a cette étude de recherche ne leur

portera aucun bénéfice individuel direct. Avant I'autogreffe de CSH, les patients étaient en rémission
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compléte ou partielle de leur maladie apres une chimiothérapie conventionnelle. Les critéres d’inclusion
sont les mémes criteres que I'éligibilité a une autogreffe de CSH. Soixante-six patients ont été inclus dans

cette étude et les échantillons de vingt et un patients ont été analysés.

Aspects légaux et éthiques

Le projet s’inscrit dans le cadre d’une recherche biomédicale interventionnelle, au sens de I'article L.1121-1
portant sur un produit mentionné a l'article L.5311-0 du code de la santé publique. Il est soumis au
nouveau dispositif réglementaire qui s’applique aux recherches « organisées et pratiquées sur ['étre
humain en vue du développement des connaissances biologiques et médicales », a savoir la loi de santé
publique n° 2004-806 du 9 ao(t 2004 relative a la politique de santé publique et ses décrets d’application

du 27 aodt 2006, visant a mettre la reglementation frangaise en conformité avec le droit européen.

L’étude a été approuvée par le comité de protection des personnes de |’Assistance Publique des Hopitaux
de Marseille (AP-HM), et eut un avis favorable de |'autorité compétente représentée par la direction
générale de la santé. Un consentement a été signé par chaque patient. Cette recherche a été conduite
selon les bonnes pratiques cliniques, constituant un ensemble d’exigences de qualité dans le domaine

éthique et scientifique.

La chimiothérapie de conditionnement

Le conditionnement d’intensification chimiothérapeutique est le melphalan (200 mg/m?) pour les patients
atteints de myélome et BEAM pour les patients atteints de lymphome. Le conditionnement BEAM se
compose d’une cure de carmustine & 300 mg/m? durant 6 jours, de 'etoposide & 150 mg/m” durant 5 jours,
deux fois par jour, d’une cure de cytarabine 200 mg/m?* durant 5 jours, deux fois par jour et une cure de

melphalan 140 mg/m? durant un jour, suivi une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

La collection des cellules souches hématopoiétiques

La mobilisation des cellules souches hématopoiétiques périphériques exige I’'administration de facteurs de
croissance (G-CSF dans la majorité des cas). Deux procédures ont été utilisées pour mobiliser les CSH, soit
par injection de 10 pg/kg/jour de G-CSF quand la moelle osseuse est dans un état physiologique, ou par
mobilisation chimiothérapeutique en injectant une dose de cyclophosphamide (entre 1,5 — 4 g/m?) associée
a 5 ug/kg/jour de G-CSF. Quand la collection des CSH échoue, une dose de plerixafor — 240 pg/kg - (SDF-
1/CXCR4 interaction inhibitor) peut étre utilisée et aide a la collection des CSH chez les patients non

mobilisables. Les cellules sont alors congelées a raison de 6 x 10° CD34"/kg de patients.
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Le modeéle expérimental
Trois échantillons sanguins par patients ont été collectés. Le premier, le jour de I'hospitalisation et avant le
conditionnement chimiothérapeutique (T1), le deuxieme, aprés le conditionnement chimiothérapeutique

et avant la réinjection de cellules souches (T2), et le dernier, aprés la sortie d’aplasie (T3). Figure 10

La récolte des PBMC

Le plasma est séparé du reste du sang par centrifugation pour de potentielles expériences
complémentaires. Le sang concentré est alors dilué et les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC) sont collectées par gradient de densité (Ficoll-Hystopaque density-gradient) (225). Les cellules sont

congelées a — 80 °C en culot sec.

Hospitalisation Greffe Sortie d'aplasie
T1 % T2 T3
=~ ' L | | 5
| | | | 1
Fievre
Aplasie
H"'r.”'(l"'lp Neutropénie
meaical au
patient +/- Germe(s)
Inflammation +/- Infection
Protocole sepsis

Figure 10 : Schéma récapitulatif du modéle expérimental

Chaque patient a des antécédents médicaux, avant I'autogreffe de cellules souches, le diagnostic de I’hémopathie
maligne est posé, un traitement primaire pour la transplantation de cellules souches autologuela réduction de la
tumeur est admis. Les patients inclus dans le protocole sont des patients atteints de myélome ou de lymphome. Aprés
aphérese qui consiste a prélever des cellules souches du sang périphérique puis la congélation des cellules, les patients
sont hospitalisés, ils recoivent chimiothérapie a haute dose, deux chimiothérapies sont administrées, le Melphalan pour
les patients atteints de myélome et le BEAM pour le patient de lymphome, apres la chimiothérapie, les cellules souches
déja congelées sont injectées au patient. La chimiothérapie induit une inflammation, cette inflammation induit de la
fiévre, alors que la neutropénie peut se compliquer d’infection, infection qui peut étre suspectée ou confirmée

Protocole évalué et accepté par le Comité pour la protection des personnes — CPP —

T1 : Avant la chimiothérapie a haute dose, T2 : Apreés la chimiothérapie a haute dose et avant la réinjection des cellules
souches, T3 : Apres la sortie d’aplasie
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Extraction de I’ARN, quantification et controle qualité

Selon le nombre de PBMC, deux kits d’extraction d’ARN ont été utilisés, le RNeasy mini kits de Qiagen
(Qiagen, Valencia, California) qui accepte jusqu’a 10 millions de cellules, et le RNeasy midi kit de Qiagen, qui
accepte jusqu’a 100 millions de cellules. Les ARN ont été extraits selon le protocole fourni par Qiagen. La
lyse et 'lhomogénéisation complete des cellules sont réalisées par pipetage et seringue a insuline dans un
tampon de lyse contenant du B-mercaptoéthanol et de I'isothiocyante de guanidine, agent dénaturant des
protéines et inhibiteur des RNases. Le lysat contenant les ARN a été ensuite mélangé a de I'éthanol 70 %
est déposé sur la colonne contenant une membrane de silice, ainsi les ARN se fixent spécifiquement a la
membrane apres centrifugation. Les ARN ont été ensuite lavés trois fois successivement, par deux tampons
différents. Le premier contient un sel de guanidine ainsi que de I'éthanol qui permet de supprimer les
molécules telles que les protéines et les glucides. Le second permet d’éliminer les traces de sels. L'élution

des ARN a été faite dans de I'’eau RNase free.

Les ARN ont été quantifiés par mesure de densité optique en utilisant le NanoDrop 1000 (NanoDrop
Technologies, San Diego, CA). La densité optique est mesurée a 260 et a 280 nm et les rapports « 260/280 »
et « 260/230 » (> 1,8) indiquent la pureté de I'ARN.

La qualité de I’ARN extrait est vérifiée par « Agilent Bioanalyzer 2100 » (Agilent Technologies, Santa Clara,
California). Le principe est de séparer les ARN en fonction de leur taille. Cela permet de détecter
d’éventuelles dégradations mais aussi la contamination a I’ADN génomique. Un score sur une échelle de 0 a
10 est calculé automatiquement, il est attribué a chaque échantillon. Cette valeur correspond au score
d’intégrité de 'ARN (RIN : RNA Integrity Number). En dessous de 7, I'échantillon n’est pas utilisé. Pour les
échantillons qui présentent une contamination a ’ADN génomique, un traitement a la DNase RNase Free a

été réalisé en utilisant le kit : RNase Free DNase Set kit de Qiagen.
Etude transcriptomique

Les puces a ADN Agilent

Pour I'analyse transcriptomique, la puce SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 d’Agilent est utilisée. Cette
derniere offre une grande couverture des genes et des transcrits, avec une grande sensibilité. La puce
comporte huit zones d’hybridation (array), dont chacune 62976 sondes. Plusieurs sondes du méme
transcrit sont synthétisées sur la puce qui ciblent différents endroits du géne, celles-ci ont une taille de 60

nucléotides.
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L’étude d’expression pangénomique
Le protocole des puces a ADN comporte plusieurs étapes dont: le marquage, la purification de I’ARN
amplifié, la quantification de ’ARNc marqué, I’hybridation et le lavage, et enfin I'acquisition des données

brutes.

Le marquage

Cent nanogrammes de I’ARN total contenus dans 1,5 ul d’eau ont été marqués en utilisant le kit et le
protocole « One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis : Low Input Quick Amp (LIQA) labeling ».
Un mélange de Spike (composé d’ARN de séquences connues) a été ajouté. Celui-ci est considéré comme
des controles internes de I'expérience. L'amplification et le marquage des ARN se font en deux étapes, la
premiere est la synthése du ADNc en ajoutant des amorces promotrices T7 et la deuxiéme en rajoutant une

T7 ARN polymérase et de la cyanine-3 CTP.

La purification de ’ARN amplifié

La purification des ARN a été faite sur colonne « RNeasy mini kit Qiagen », les ARN sont fixés sur la colonne

puis lavés et élués dans de I’eau RNase free

La quantification de I’ARN complémentaire (ARNc) marqué

La concentration et le taux d’incorporation de la cyanine-3 ont été mesurés par NanoDrop. Un rendement
minimum de 825 ng et une activité spécifique de 6 pmol de cyanine-3 par microgramme d’ARNc sont
indispensables pour la suite du protocole.

Concetration de Cy3 (pmol/ul)

AES [Cy3 d'ARNc = 1000
(kmol Cy3 par ng ¢ Concentration de ARNc (ng/ul) i

Concentration de ARNc (ng/ul) = 30 (ul)

Rendement (ug de ARNc) = 1000

L’hybridation et le lavage

Un total de 600 ng d’ARN marqué a été fragmenté puis hybridé sur les puces en formant un sandwich :
puce/gasket slide. Celui-ci a été placé dans une chambre d’hybridation puis incubé dans un four
d’hybridation pendant 17 h a 65 °C sous rotation. Les lames ont été ensuite lavées puis séchées avant

I"acquisition des données.

L’acquisition des données

Les lames sont scannées par Agilent Microarray Scanner, la fluorescence est mesurée aprés excitation a des
longueurs d’onde allant de 550 a 610 nm. La visualisation des images et les intensités mesurées sont
récupérées a l'aide du logiciel Feature Extraction.
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Analyses bioinformatique

La normalisation des données

La libraire AgiND qui est implémentée dans le logiciel R a été utilisée pour la normalisation. Elle a été
développée pour le diagnostic et la normalisation des puces a ADN du type Agilent (tagc.univ-
mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND). La normalisation par les quantiles a été utilisée, avec I'objectif
d’homogénéiser la distribution des données ainsi que de minorer les variations artéfactuelles inter et intra-

puces (64).

Le traitement des données normalisées
Un premier filtre qui sert a supprimer les contréles a été appliqué. Le deuxieme avait pour but de
supprimer les genes qui sont exprimés autour du bruit de fond, dans au moins 80 % des échantillons de

chaque groupe.

Les analyses statistiques

Afin de tester I'effet des cofacteurs sur I'expression des génes (genre, traitement, infection), le logiciel
GeneANOVA a été utilisé pour réaliser une analyse de variance (ANOVA) sur les données normalisées dans
le but d’estimer la contribution de chaque facteur sur I'expression des geénes (géne, genre, traitement,

infection) (226). Le modéle de ’ANOVA globale est donné par la formule suivante :
Y:|J.+ ,BGG+ ﬁTT‘l‘ ‘Bll‘l'g
Ou:

Y: est la variable expliquée, [ : est la moyenne globale, B ¢, B, B; : sont les coefficients du modele, G, T, I :
sont les variables quantitatives, 8 ; G : est I'effet du genre, S T : est I'effet du traitement et/ou la

pathologie, B; I :est I'effet de I'infection, ¢ : est I'effet de I'infection et est 'erreur.

L'analyse différentielle des génes a été réalisée en utilisant Limma. Limma est une analyse multivariée qui

prend en compte |'effet des facteurs testés par I'analyse ANOVA dans notre cas.

Pour mettre en évidence l'impact de l'«infection » sur I'expression des génes visuellement sur le
dendogramme, des intensités d’expression de genes ont été calculées en soustrayant I'effet des facteurs

« genre » et « traitement ». Le modele et un exemple de calcul sont résumés dans la figure 11.
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Le modele :
Y=0+B.T+B;G+B,.l1+¢€

Y : Variable expliquée

o : Moyenne = constante

B : Coefficient

T | G | I:Facteur Traitement | Genre |Infection
B,.0 : Effet du facteur 8

€ : 'erreur

Calcul de tous les résidus

a+B.l+e=Y- (BT +PB:G)
Y=Y- (BT +BcG)

Figure 11 : Le modéle de calcul des données ajustées sur I'effet des cofacteurs

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées et ajustées sur la
médiane (génes et échantillons) selon leurs expressions en utilisant TMeV (Tigr MultiExperiment

Viewer http.//www.tm4.org/mev). La corrélation de Pearson a été utilisée, les clusters ont été groupés sur

la base de « linkage average method ». Figure 12
Validation de la signature transcriptomique

Le SVM (Support Vector Machines)

Le SVM est un ensemble de méthodes d’apprentissage qui nous ont permis de prédire la classification des
patients de la cohorte selon la signature transcriptomique prédictive trouvée. Le SVM utilise un ensemble
d’entrainement dans lequel les génes sont reliés aux autres par fonction ou des échantillons appartenant a
un groupe sont considérés comme un exemple positif et les genes ou les échantillons n’appartenant pas a
cette classe sont considérés comme exemples négatifs. Dans notre cas, nous avons considéré deux groupes
d’échantillons, le groupe sepsis/SIRS et le groupe patient qui ne développent pas de fiévre. Ils ont été
combinés dans un ensemble d’entrainement pour SVM pour distinguer les membres de la classe, des
membres n’appartenant pas a la classe (sur la base des données d’expression). Aprés avoir pris
connaissance des caractéristiques d’expression de la classe, SVM peut alors identifier et classer chaque
échantillon selon son profil d’expression (227, 228). L'outil SVM utilisé est implémenté dans le logiciel

TMeV (MeV : MultiExperiment Viewer http://www.tm4.org/mev/).
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Agilent Microarray -
GE human 8x60K V2
62 978 Sondes

Données filtrées -
controles
24 046 sondes

Filtres a 80 % : Dans le but de supprimer
les sondes qui sont exprimées autour du
bruit de fond dans au moins 80 % des
échantillons

Analyse multivariée LIMMA *
Facteur : Infection (R-FND-FD)
Co-facteurs : Traitement (L-M) Genre
(F-H)

Y=a+B; T+B;.G+B, .1+
R Bioconductor LIMMA

Correction multi-testing
FDR = 5%

ANOVA Globale : Pour tester 'effet des
co-facteurs sur 'expression des génesT 2
(Genre, Traitement)
GeneANOVA software

Clustering hiérarchique

Ajusté sur l'effet des co-facteurs

Figure 12 : Pipeline d’analyse de I'expression des génes

Les données brutes sont filtrées et les contréles supprimés. Une analyse de variance est réalisée afin de tester I’effet

des facteurs sur I'expression des génes, ces facteurs sont alors intégrés dans une analyse multivariée dans le but de

définir des génes différentiellement exprimés. Une correction des tests multiples est réalisée et un FDR de 5 % a été
fixé. Un ajustement de I’effet des cofacteurs sur I'expression des géenes permettra de mettre en évidence uniquement

I’effet de I'infection sur le dendogramme, puis un clustering hiérarchique est appliqué sur des données ajustées.
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La PCR quantitative a haut débit

Cette partie a pour but de valider la signature transcriptomique trouvée en microarrays.

La RT-PCR a été réalisée en utilisant le protocole du SuperScript VILO MasterMix. 60 ng d’ARN de chaque
échantillon ont été rétrotranscrit en utilisant 4 ul de SuperScript VILO MasterMix et de I'eau RNase Free

pour un volume final de 20 pl. Le mélange est incubé 10 min a 25 °C, 60 min a 42 °C puis 5 min a 85 ° C.

La PCR quantitative a été réalisée a I'aide de la technologie de la g-PCR microfluidique a haut débit en
utilisant le Biomark (Fluidigm) et la puce FlexSix. Une étape de préamplification a été réalisée pour chaque
échantillon. Un microlitre de chaque primer 100 uM est ajouté a 176 uL d’eau (12 couples de primers) pour
une concentration finale de 500 nM. 0,5 puL du mélange de primer est ajouté a 1 pL du PreAplification mix
et 1,25 pL de I’ADNc ainsi que de I'eau pour un volume final de 5 pL. Une étape de holding est réalisée
durant 2 min a 95 °C, suivi par 20 cycles d’amplification: 15 s a 95°C et 4 min a 60° C. L’étape de
préamplification est suivie par une étape de traitement a I'exonucléase. 2 pyL d’exonucléase | (4 U/uL) ont
été ajoutés a chaque échantillon préamplifié. La digestion a été réalisée durant 30 min a 37 °C et
I'inactivation durant 15 min a 80 ° C. Le produit final est dilué 5 fois en rajoutant 18 uL de tompon TE (10
mM Tris-HCl, ImM EDTA). Dans un deuxiéme temps une RT-gPCT 12 x 12 (12 échantillons x 12 couples
primers) a été réalisée pour chaque couple de primer et pour chaque échantillon en utilisant la puce
FlexSix. De I'EvaGreen a été utilisé en suivant le protocole fourni par Fluidigm. Les valeurs de Ct ont été
calculées a I'aide du logiciel Biomark Real-Time PCR Analysis (Fluidigm). Les séquences des primers utilisés

sont résumées dans le tableau suivant :

5'-GCAGGACAGCTTTTCAGTATCAC-3'

5'-CCTGGCCTTAAACATCACCG-3'

5'-GGCTGGCTCCTTTATTAGTGC-3'

5'-AAGCTGGCCAAAGTGTAATTG-3'

5'-ACTTAAGTGGGGAGAGGGGT-3'

5'-GAGGCAGACTACTCCAAGCA-3'

5'-GCCCAGAGAAGCCTACATCA-3'

5'-CATCAGAAGCTCCTGGGGGA-3'

5'-ACAGGAATCTTGGTGCTTCAGT-3'

5'-CAGGGAGGTACATGGCCAAT-3'

5'-CGCCCATGAAAAGCTGCATA-3'

5'-GGAGCAAATCTGACAGCCCA-3'

5'-ATGGCATGGGGGAGGGCATAC-3'

5'-GCCGTACCACTGGCATCGTGA-3'

5'-CCACCACCCTGTTGCTGTGA-3'

5'-CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3'

5'-ACATGAGCTGACACTGGCTG-3'

5'-TGAGTGTGCCATTCCAGGAT-3'

5'-GCCTCGGTTGGGGTATTGAA-3'

5'-CTCAGCCGGAAGATCAGGTC-3'

5'-CAGCAGAACATCTCCGTCGT-3'

5'-ATGGCCATTGACAACCACCT-3'

5'-GTGCTTCCGGAAAACGTAAA-3'

5'-TCCTGTGCCCGTAATTTCTC-3'
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Résultats

Analyse des patients et sélection des échantillons

Soixante-six patients ont été inclus dans le protocole, parmi ces patients, seuls les échantillons de 21
patients validaient les criteres moléculaires pour I'analyse transcriptomique. 6 patients ont trés bien
répondu a leur conditionnement chimiothérapeutique et n’ont pas développé d’inflammation ni de fievre
et donc pas de sepsis, 14 patients ont développé au moins un SIRS, dont 5 ont développé un sepsis avec
une infection documentée, et 1 patient a développé un choc septique. Les données cliniques des patients

sont résumées dans la table 1.

Identification de la signature transcriptomique

Au total, les échantillons de 21 patients ont été analysés sur des puces Agilent SurePrint Human GE 8 x 60K
v2. Apres 17 h d’hybridation, les puces ont été lavées, scannées, et les images ont été alors récupérées afin
d’avoir une premiére idée de la qualité des expériences (saturation, absence de signal...). Les comptes
rendus de contrdle qualité ont été analysés afin de vérifier la qualité de chaque zone d’hybridation. Tous les
échantillons ont passé cette seconde vague de critéres de qualité. Les données brutes ont été ensuite
transformées en log2 et normalisées par la méthode des quantiles. Un total de 24 046 sondes a une

expression supérieure au bruit de fond.

Le «traitement » et la « pathologie » sont des facteurs confondants. En effet, les patients atteints de
lymphomes sont traités par BEAM et les patients atteints de myélomes sont traités par melphalan. Afin de
savoir si c’est le facteur « pathologie » ou le facteur « traitement » qui a un effet sur I’expression des genes,
une analyse ANOVA deux facteurs (Facteur 1 : myélome/melphalan; Facteur 2 : lymphome/BEAM) a été
réalisée, sur les données normalisées du T1 (les échantillons de patients le jour de I'hospitalisation et avant
chimiothérapie) Figure 12. Cette analyse a pour but de voir un profil d’expression différentielle entre les
patients atteints de myélome et traités par melphalan et les patients atteints de lymphome et traités par
BEAM. Une deuxiéme analyse statistique a été réalisée, une analyse SAM deux classes (Classe1:
myélome/melphalan; Classe 2 : lymphome/BEAM) sur les données normalisées du temps T1. 10 000
permutations ont été générées au hasard afin de calculer le FDR. Que ce soit pour I'analyse ANOVA ou pour

I"analyse SAM, aucun gene différentiellement exprimé n’a été retrouvé.
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Références de base et caractéristiques démographiques n=21

Le genre
Homme 14 (67%)
Femme 7 (33%)

Conditionnement chimiothérapeutique
BEAM 2
Melphalan a haute dose 19

Durée moyenne de la fievre 3 jours

Ecart type [-4,30 - 4,30]

Les infections bactériennes documentées

6 (30%)
Bactéries Gram-positive
75%
Staphylococcus hominis
1
Staphylococcus epidermidis
2
Staphylococcus aureus
1
Streptococcus mitis
1
Clostridium difficile
1
Bactéries Gram-negative
25%
Escherichia coli
1

Klebsiella pneumonia

‘ |

Classification des patients

6 (29%)
Pas de fievre

9 (42%)

SIRS
5 (24%)
Sepsis avec documentation +

1(5%)
Sepsis sévere

0 (0%)

Choc septique

Table 1 : Les caractéristiques et données cliniques des patients

89



Afin de mesurer I'impact de chaque cofacteur (genre, traitement, infection) sur la variation de I'expression
des génes, une analyse de variance dite : globale a été réalisée. A partir du score F de 'ANOVA, une p-
valeur a été calculée pour chaque facteur. Pour chacun des facteurs testés, les p-valeurs sont inférieurs a
0,000 1 (Table 2). Le score F du facteur « infection » étant le plus élevé (F = 890,96). Le facteur « Gene » a
un score de 115,45 et une p-valeur <0,000 1. Le facteur « traitement » et le facteur « genre » ont un impact

sur la variation de I'expression des genes avec un score F de 176,21 et 156,07, respectivement.

Facteur Somme des carrés DF Variance Score F p-valeur
Geéne 3476905,49 28114 123,67 115,45 <10*
Infection 954,39 1 954,39 890,96 <10*
Traitement 188,75 1 188,75 176,21 <10*
Genre 167,18 1 167,18 156,07 <10*
Résidu 602328,16 562297 1,07 - -
Total 4080543,97 590414 6,91 - -

Table 2 : Résultats de I'analyse ANOVA globale
DF : Degrees of Freedom
Dans le but de définir les genes différentiellement exprimés entre les groupes d’échantillons de patients qui
ont développé sepsis et/ou un SIRS et les patients qui n’ont pas développé de fievre, une analyse LIMMA
est réalisée en incluant les cofacteurs identifiés dans 'analyse ANOVA : le « genre » et le « traitement ». 11
génes différentiellement exprimés ont été identifiés avec un FDR fixé a 5% : CHAT, CNN3, ANKRD42,
LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS, LOC10289230, XLOC-005643 (Table 3).
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Geéne Nom complet Id Ensembl Coordonnées chromosomiques Sens
SLC18B1 / solute carrier family 18 ENSG00000146409 Chr 6: 132,769,370-132,798,553 -1
C60RF192 member B1

CNN3 calponin 3 ENSG00000117519 Chr 1: 94,896,949-94,927,278 -1

MTMRS myotubularin related ENSG00000102043 Chr X: 64,268,081-64,395,431 -1
protein 8
PLCG1-AS1-001 PLCG1 antisense RNA 1 ENSG00000226648 Chr 20: 41,098,329-41,138,003 -1
(miscRNA) /
TOP1-AS1

CHAT choline O-acetyltransferase ENSG00000070748 Chr 10: 49,609,095-49,665,104 +1

EDAR ectodysplasin A receptor ENSG00000135960 Chr 2: 108,894,471-108,989,372 -1
ANKRD42 ankyrin repeat domain 42 ENSG00000137494 Chr 11: 83,193,739-83,260,694 +1

GPAT2 glycerol-3-phosphate ENSG00000186281 Chr 2: 96,021,946-96,039,451 -1

acyltransferase 2,
mitochondrial
ENST0000039042 T cell receptor alpha ENSG00000211777 Chr 14:21,723,713-21,724,321 +1
5/ TRAV3 variable 3
(gene/pseudogene)

LOC100289230 NS NS Chr 5:98,929,134-98,931,009 +1
XLOC_005643 Inc-CMAHP-1:1 / linc- ENSG00000230372 Chr 6: 25,061,853-25,063,735 -1

LNC RNA

FAMG65B-1/RP3-425P12.2

Table 3 : Les caractéristiques des génes différentiellement exprimés
Ch : Chromosome ; +1 : sens positif, de 3’ a 5’ ;-1 : sens négatif, de 5’ a 3’

Pour mettre en évidence sur le dendogramme (Figure 14), I'effet de I'infection (facteur infection), des

données d’expression ont été calculées, a partir du modele de la figure 10. Un exemple de calcul des

données ajustées sur I'effet des cofacteurs est présenté dans la figure 13.
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Données de patient :

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Traitement L A i L
Genre F H F H
Infection R FMD FD FND
Traitement 1 0 O 1
Genre 1 0 1 0

Données analyse LIMMA

Genés coefficients. Traitement coefficients. Genre
Gene A 0588814164 0,712441085
Gene B 0,005665503 0,796616578
Gene C -0,016956126 0,298016651
Gene D -0,083627727 0,866600131

Données d'expression

Genes Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Gene A 590682654 6,15627768 ©£,3156864 6,80658485
Gene B 6,34615061 517558444 516617428 558088832
Gene C 542306608 515317858 5,17664915 55401258465
Gene D 57882734 5,16705647 515417065 6,37423868

Exemple : pour le Patient1 | Gene A:
Y=Y-(B.T+PB.G)

.

Y =5,90682654 - (0,588814164 *1 + 0,712441085 * 1)
Y =4,605571291

Figure 13 : Un exemple de calcul des données d’expression ajustées sur I’effet des cofacteurs

Avec : L = lymphome, M=myélome, F=femme, H=homme, R=pas de fiévre, FND=fievre non documentée, FD=fievre
documentée, T=traitement, G=genre.

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé en utilisant les expressions ajustées sur I'effet des
cofacteurs, des 11 genes identifiés par I'analyse statistique, afin de construire le dendogramme. Les
échantillons sont alors groupés par la similarité de leur profil d’expression. Les profils d’expression des
génes sont groupés sur I'axe horizontal et les échantillons sur I'axe vertical. Sur le dendogramme
(Figure 16), le clustering hiérarchique sépare en deux groupes distincts, les patients atteints de sepsis et/ou
de SIRS et les patients qui ne développent pas de fievre. Sur les 11 genes identifiés, 10 génes sont sous
exprimés chez les patients qui ne développent pas de fievre par rapport a ceux qui développent un sepsis
et/ou de SIRS (CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS,
LOC10289230) et un géne surexprimé (XLOC-005643) chez les patients qui ne développent pas de fievre par
rapport a ceux qui développent un sepsis et/ou de SIRS.
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Nous n’avons pas eu de résultats pour les enrichissements en termes fonctionnels et cela est di au petit
nombre de genes différentiellement exprimés identifiés. Une recherche bibliographique géne par gene a
été réalisée afin d’assimiler une fonction aux genes retrouvés, identifier le lien possible avec I'infection ainsi

gue potentiellement le lien entre eux.

o ———
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e L —
-0.5496607

g2 =
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21358 | CHAT

22530 (EDAR

44131 | GPAT2

55981 [ENSTO0000390425
19897 |L0C100289230
54418 | XLOC_005643

Figue 14 : Profil d’expression des génes ajustés sur I’effet des cofacteurs

Chaque ligne représente un géne et chaque colonne un échantillon

Rouge : Gene surexprimé

Vert : Géne sous exprimé

La validation de la classification des échantillons selon leur profil d’expression

SVM et la cross validation one -leave-one out ont été utilisés pour valider la classification des patients selon
leurs profils d’expression. Les 21 échantillons ont été divisés en deux groupes, le premier contenait 15
échantillons : 'ensemble des patients atteints de sepsis et/ou de SIRS, le second contenait 6 échantillons :
I’ensemble des patients qui n’ont pas développé de fiévre. Le groupe de patients atteints de sepsis et/ou de
SIRS est considéré comme le groupe positif et le second comme étant le groupe négatif. La totalité des 15
patients atteints de sepsis/SIRS (du groupe positif), ont été classés dans le groupe positif (Vrais positifs =
15) et aucun échantillon du groupe négatif (échantillons de patients qui ne développent pas de fiévre) n'a

été classé dans le groupe positif (Faux négatifs = 0). Les 6 échantillons du groupe négatif (patients qui ne
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développent pas de fievre) ont été classés dans le groupe négatif (Vrais négatifs = 0) et aucun des

échantillons négatifs n’a été classé dans le groupe positif (Faux positifs = 0).

La validation de la signature transcriptomique par RT-qPCR

Dans le but de confirmer les résultats d’expression par microarray, une RTq-PCR de neuf génes composant
la signature transcriptomique a été réalisée. L'expression de LOC 100289230 chez les patients atteints de
sepsis et/ou de SIRS par rapport a ceux qui ne développent pas de fievre est différentielle avec un p-valeur
de 0,003 ; celle de TRAV 3 avec une p-valeur de 0,004 ; celles de EDAR, PLCG1-AS1-001, GPAT2, MTRMS,
CNN3 et de SLC18B1 avec des p-valeurs de : 0,01; 0,01; 0,01; 0,05; 0,009, 0,09 et 0,01, respectivement.

Figure 15.
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Figures 15 : Validation de la signature transcriptomique par RT-gPCR

Expression relative des génes composant la signature transcriptomique par rapport aux a I'expression des génes de
patients qui ne développent pas de fiévre (contréles)

* =0,05, ** =0,01, *** <0,01, NS = non significatif
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La validation de la signature transcriptomique dans une cohorte de

validation indépendante

Afin de valider, la robustesse de la signature transcriptomique prédictive trouvée, une RT-g-PCR a été
réalisée sur les échantillons de 10 patients atteints d’hémopathies malignes dans le cadre de |'autogreffe
de cellules souches hématopoiétiques (cohorte indépendante). Les Ct ont été normalisés sur |'expression
de la GAPDH, puis les AA Ct ont été calculés par rapport a une moyenne théorique calculée a partir de
données d’expression de patients qui n’ont pas développé de fievre (pas d’infection) dans le méme cadre.
Les données d’expression relatives sont ensuite calculées. L'expression relative des échantillons : de UPN1
a UPN9 sont au-dessus de seuil 100 %. Ce seuil a été délimité en fonction de I'expression des genes des
échantillons de référence (patients qui n’ont pas développé de fievre, d’infection dans le cadre des
autogreffes). Seule la majorité de I'expression relative des genes de I’'UPN 10 est au niveau d’expression de
la moyenne de référence. Aucun test statistique n’a été effectué au vu du nombre faible de replicats

techniques (2 replicats par échantillons et par gene), Figure 16.

100000

= LOC 100289230
HTRAV3
= EDAR
= ANKRD42
W PLCG1-AS1-001
W GPAT2
= MTRM8
WCNN3

SLC18B1

Expression relative par rapport aux valeurs de références
[log 10]

UPN1 UPN2 UPN3 UPN4 UPN5 UPNG6 UPN7 UPN8 UPN9 UPN10 Référence

Patients de la cohorte de réplication

Figure 16 : Niveau d’expression des genes composant la signature transcriptomique dans une cohorte de validation
indépendante

Représentation du niveau d’expression des génes composant la signature transcriptomique en RT-q-PCR en utilisant
les échantillons de 10 patients d’une cohorte de réplication indépendante que celle de I’étude transcriptomique.
L’expression est normalisée sur I'expression de la GAPDH (géne de ménage) et celle-ci est relative a une valeur de
référence théorique (calculée a partir de la moyenne de I'expression des génes de la signature transcriptomique
d’échantillons de patients qui n’ont pas développé de fievre)

(UPN : unique patient number).
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Discussion

La premiéere difficulté de I'étude a été d’équilibrer les groupes d’étude. En effet 80 % des patients atteints
hémopathies malignes candidats a l'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques, développent au
moins de la fievre aprés intensification chimiothérapeutique. Cela engendre un déséquilibre dans la
composition des groupes (entre les patients atteints de sepsis et/ou de SIRS et ceux qui ne développent pas
de fievre). La seconde difficulté a été d’avoir assez d’échantillons de patients pour ['étude
transcriptomique. La chimiothérapie a haute dose est une chimiothérapie myéloablative qui a pour but de
détruire les cellules de la moelle osseuse ainsi que du sang périphérique. Aprés intensification
chimiothérapeutique, nous récoltons trés peu de cellules au moment du prélevement T2 (apres
chimiothérapie et avant la greffe) et spécialement dans le cas du lymphome ou la chimiothérapie (BEAM)
est plus longue et plus agressive que dans le cas du myélome. Apres coloration au bleu de Trypan, et

observation sous microscope, souvent beaucoup de débris cellulaires et de cellules mortes sont observés.

Le nombre d’échantillons de patients diminué a chaque étape du protocole, en effet le prélevement du T2
(apreés chimiothérapie et avant la greffe) est un temps critique et souvent trés peu de cellules sont
récoltées, et quand une quantité suffisante de cellules est récoltée, trés peu d’ARN est extrait, et dans le
cas ou la quantité d’ARN est suffisante, ce dernier est altéré et donc ne passe les controles de qualité

requis.

C’est pour cela qu’apres 4 ans et demi de récolte d’échantillons, étude a été quand méme réalisée sur un
petit nombre d’échantillons, cependant, celle-ci nous a quand méme permis d’identifier une signature
transcriptomique différentielle entre les patients sepsis et/ou de SIRS et les patients ne développant pas de
fievre (contréles). Dans le protocole hospitalier soumis aux commissions, un 4° temps de prélévement a été
prévu au moment du pic fébrile, ce temps serait informatif de I'état infectieux du patient. Sauf que, la
fievre se manifeste en moyenne 48h apres la greffe, et en 48 h, la reconstitution hématologique n’est pas
encore faite, et les patients sont toujours en neutropénie profonde. C’est pour cela que seuls trois
préléevements ont été réalisés (le premier; avant la chimiothérapie, le second apreés la chimiothérapie et

avant la greffe et le dernier ; a la sortie de I'aplasie).

Dans le protocole, les patients atteints de myélomes recoivent le melphalan en tant que chimiothérapie de
conditionnement et les lymphomes recoivent le BEAM. Les deux facteurs traitement et pathologie sont liés
(un traitement pour une pathologie), ils sont alors considérés comme facteurs confondants. Dans le but
d’évaluer I'effet de chacun des facteurs « traitement » et « pathologie » sur I'expression des genes, j'ai
réalisé deux analyses statistiques, une ANOVA deux facteurs (patients atteints de lymphome vs. patients
atteints de myélome) et une analyse SAM deux classes (patients atteints de lymphome vs. patients atteints

de myélome) sur les données normalisées du T1 (avant chimiothérapie). A ce temps-la, les patients
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n’avaient pas encore recu de chimiothérapie de conditionnement, et seul 'effet de la pathologie est
présent. Pour les deux analyses, aucun gene différentiellement exprimé n’est retrouvé, autrement dit, le
profil d’expression des cellules mononuclées circulantes est le méme pour les patients atteints de myélome
et les patients atteints de lymphome. Nous avons conclu alors que c’est le traitement qui a un effet sur

I’expression des genes et non pas la pathologie.

La diversité des caractéristiques des patients (homme, femme, myélome, lymphome...) dans le modele de
I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques, nous oblige a tester I'effet de chaque facteur afin de
prendre en considération I'effet de tous les cofacteurs et mettre en évidence juste I'effet du facteur voulu,
dans notre cas |'effet de I'infection. Les patients atteints de myélome et de lymphomes ne recoivent pas le
méme conditionnement chimiothérapeutique, melphalan pour les myélomes et BEAM pour les lymphomes.
De plus, la durée des traitements est différente pour les deux chimiothérapies, et le BEAM étant plus
agressif et de plus longue durée que le melphalan seul. D’autre part, il a été décrit dans la littérature que le
genre était un facteur important dans le cadre des infections. En effet, les hommes ont un risque
significativement plus élevé de développer des complications infectieuses que les femmes (229). L’analyse
de variance nous a permis de mettre en évidence I'effet de chaque cofacteur (Table 6). Le score F du
facteur infection étant le plus élevé (F = 890,96), cela suggere que le facteur « infection » a le plus d’impact
sur la variation de I'expression des génes. Le facteur « Géne » a un score de 115,45 et une p-valeur
<0,000 1, cela explique le comportement différent des genes. Le facteur traitement et le facteur genre ont
un impact sur la variation de I'expression des genes avec un score F de 176,21 et 156,07, respectivement,

et une p-valeur <0,000 1.

L'analyse statistique Limma a mis en évidence, onze geénes significativement différentiels (FDR=5%)
prédictifs de la survenue d’un sepsis et/ou de SIRS juste aprés le conditionnement chimiothérapeutique (et
au minimum 48h avant le développement de l'infection). Dix de ces génes (CHAT, CNN3, ANKRD42,
LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS8, LOC10289230) sont surexprimés chez les
patients qui développent un sepsis et/ou de SIRS et seulement un géne est sous exprimé (XLOC-005643).
Au vu du nombre de genes qui composent la signature prédictive trouvée, nous n’avons eu aucun résultat
pour les analyses classiques d’enrichissement en termes fonctionnels (DAVID, KEGG Pathway, g : profiler).
C'est pour cela gqu’une recherche bibliographique gene par gene a été réalisée afin de comprendre

I'implication des genes de la signature dans les processus inflammatoires et infectieux.

Les mécanismes d’activation des cellules T par les lipoprotéines se produisent via linteraction de
I"antigéne CD1a qui est un médiateur de la reconnaissance des antigenes du non-soi et le TCR. TRAV3 est

impliqué dans le réarrangement des chaines a du TCR, qui permet la reconnaissance des complexes CMH-
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peptides (230, 231). Il se pourrait alors que TRAV3 aurait un réle important dans la réponse anti-

infectieuse.

Faris et coll. ont démontré une trés forte diminution de la production d’IL-2 dans une étude in vitro de
cellule Jurkat déficiente pour la Glycerol-3 phosphate acyltransferase mitochondrial (GPAMKD - Glycerol-3
phosphate acyltransferase mitochondrial knock down) avec une altération de la masse des phospholipides
et une augmentation de l'apoptose. Les Jurkat déficientes pour la GPAM (Glycerol-3 phosphate
acyltransferase mitochondrial) sécrétent 40 fois moins d’IL-2 en réponse a la stimulation CD3/CD28 par
rapport aux contréles. Dans notre cas, nous avons observé une augmentation significative de la GPAT2
(Glycerol-3 phosphate acyltransferase mitochondrial-3) chez les patients qui développent un sepsis et/ou
un SIRS. L'interleukine-2 est une cytokine principalement sécrétée par les cellules Th1 qui sont nécessaires
a la maturation des CD4+ et des CD8+ et sert a maintenir une réponse immunitaire en renforcant les voies
pro-prolifération (232). Il serait donc possible que GPAT2 ait un rble dans I'apoptose dans le cadre du

sepsis/SIRS.

EDAR est un membre de la superfamille des TNF récepteurs. Comme pour la voie de signalisation
TNF/TNFR, la voie de signalisation EDA/EDAR aboutit a la voie canonique NF-kB (233). L'implication de la
voie NF-kB dans l'inflammation et lI'infection a déja été décrite dans la littérature (234-236). Durant
I'infection, les PRR reconnaissent les agents infectieux ou leurs produits (tels que le LPS), ces molécules
déclenchent des voies conduisant a I'activation des facteurs de transcriptions, dont NF-KB qui a un roéle
central dans la signalisation. NF-KB régule des médiateurs essentiels a la réponse inflammatoire ainsi qu’a
la défense de I'hote. Il est impliqué dans la production des cytokines, des chimiokines et de I’oxyde nitrique,
il peut aussi inhiber I'apoptose et augmenter la survie cellulaire lors de I'inflammation. L’activation de NF-
kB par I'intermédiaire de la voie classique est dépendante d’IKK B et IKKy et de la dégradation d’iKBa.
L’activation est aussi associée a la translocation de I’hétérodimére p50/p65 ; qui est trés importante dans la
coordination de la réponse immunitaire innée et dans I'inflammation, et qui serait trés importante lors du

sepsis précoce (236) Figure 17.

Les lymphocytes T peuvent exprimer la choline transférase (ChAT), I'’enzyme qui catalyse la biosynthése de
I"acétylcholine et produit et libere I'acétylcholine. L’expression de ChAT dans les cellules T activées par un
anti-CD3, permet la sécrétion de I'lL-10, IL-17 et INF-y ainsi que de I'lL-2 (237). Il serait donc probable que

ChAT joue un rdle dans la réponse aux infections et aux inflammations systémiques.

En 2011, I'équipe de Vanska décrit I'élévation de la pentraxin 3 comme étant prédictive du choc septique et
de la bactériémie durant I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques au début de la neutropénie
fébrile et apres intensification chimiothérapeutique des patients atteints d’hémopathies malignes (238).

Cette derniére n’est pas une étude pangénomique, mais elle se base sur un dosage protéique ciblé.
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L’augmentation de la concentration de la pentaxin 3 chez les patients autogreffés prédit le choc septique et

la survenue de la bactériémie chez les patients qui sont déja en neutropénie fébrile.

EDA-A2 --EDA-A1

TRAE3-6 EDARADD

TRAF1-3 (5,6)

Figure 17 : Résumé schématique de la voie EDA/EDAR

(Adaptée de Mikkola et Thesleff, 2013)
Beaucoup de biomarqueurs prédictifs sont utilisés en routine en clinique tels que : le dosage de la CRP, la
procalcitonine, ou récemment la presepsin (CD14 soluble) et autres. Mais, aucun de ces biomarqueurs ne
permet de prédire assez précocement la survenue d’une infection avant le déclenchement des cascades

moléculaires.

Tous les patients exprimant cette signature transcriptomique développent un sepsis ou un SIRS dans les
48 h apres le conditionnement chimiothérapeutique (avec un intervalle de 24 h a 7 jours). Tous les patients
ont été bien classés selon leur profil d’expression dans le bon groupe sur la base de I'analyse SVM, ce qui
suggere une robustesse des résultats. La signature transcriptomique trouvée prédit la survenue le profil

sepsis/SIRS et elle est d’autant plus robuste par le fait que I'effet du genre et de la chimiothérapie a haute
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dose sont pris en compte et exclus dans I'analyse statistique. Cette étude expose une approche originale de
I’étude de la survenue du sepsis dans le cadre de I'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques avec

aucune analyse similaire dans la littérature.

Dans le but de confirmer la signature transcriptomique, une validation par RT-gPCR d’échantillons de
patients une cohorte indépendante a été réalisée. En effet, Les ARN de 10 patients autogreffés ont été
extraits a I'aveugle (sans connaitre le devenir du patient sepsis/SIRS/pas de fievre) a partir de PBMC de
patients autogreffés aprés la chimiothérapie et avant la réinjection des cellules souches. Neuf géenes de la
signature transcriptomique ont été mesurés par RT-qPCR, puis les résultats ont été comparés au devenir
septique des patients. Nous avons alors pu séparer les patients qui ont développé un sepsis ou un SIRS des
patients qui n‘ont pas développé de fievre. Ces résultats confortent I'hypothése de la signature
transcriptomique prédictive de la survenue du sepsis et/ou de SIRS. Ce qui pourrait ouvrir la perspective du
traitement antibiotique et antifungique en prophylaxie chez les patients identifiés a haut risque de

développer un sepsis ou un SIRS selon leur profil d’expression.

Des analyses complémentaires sont en cours de réalisation au laboratoire. Le dosage des protéines dont les
génes ont été identifiés comme étant différentiellement exprimés est réalisé par ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). Cette expérience permettra de vérifier la corrélation entre le niveau d’expression

des genes et la quantité de protéine dans le plasma de la méme cohorte d’étude.

Cette étude ouvre la possibilité de mettre en place un dépistage clinique en routine chez les patients
autogreffés, non pas en utilisant les microarrays (expérimentations trop longues et couteuses), mais en RT-
gPCR. Cette derniere permettra de quantifier I'expression des génes de la signature transcriptomique
identifiée. Selon le profil d’expression, les cliniciens seront aptes en quelques heures aprés la fin de la
chimiothérapie de conditionnement a connaitre le devenir du patient et cela minimum 48 h avant le
déclenchement de la fiévre. Ainsi, adapter un traitement antibiotique et antifungique en prophylaxie. Bien
qgue les résultats biologiques soient intéressants et pertinents, leurs intéréts cliniques restent encore a
démontrer. La prochaine étape serait donc de prouver qu’une prophylaxie antibiotique ou antifungique
administrée aux patients dits: « a risque de développer un sepsis et/ou de SIRS » les empécherait de

développer un sepsis dans le cadre de |'autogreffe.
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Conclusion et perspectives

Les complications infectieuses sont un probléme majeur chez les patients recevants autogreffes de cellules
souches hématopoiétiques. Onze geénes (CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2,
ENST00000390421, MTRMS8, C6orf192 et LOC10289230 et XLOC-005643) sont nettement différemment
exprimés chez les patients qui développent un sepsis et/ou de SIRS dans les 48 heures suivant le

conditionnement chimiothérapeutique.

Dans ce contexte, nous collaborons avec Advanced BioDesign (ABD) dont le pble recherche et
développement s’intéresse a I'identification de marqueurs spécifiques et prédictifs de la survenue du sepsis
dont le but est de développer des kits prédictifs a utiliser en routine dans le milieu hospitalier. ABD a donc
émis un intérét pour les marqueurs que nous avons identifiés (qui codent pour des protéines) pour les
rajouter dans le kit qu’ils développent. Ainsi, faire établir un protocole de diagnostic en routine pour les

patients autogreffés juste aprés leurs chimiothérapies de conditionnement.

Cette signature transcriptomique prédictive reste un résultat trés intéressant et ouvre des perspectives
innovantes dans la prévention du sepsis. De nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur un antibiotique
et/ou prophylaxie antifongique adaptée au profil de risque spécifique de chaque patient pourraient étre
une évolution élégante dans la gestion du risque de sepsis. Une telle approche transcriptomique devrait
également étre appliquée a des patients recevant une allogreffe ou des patients atteints de leucémies

myéloides aigués, qui sont a risque plus élevé de complications septiques.
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Abstract

Autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT) is considered as a standard treatment in
multiple myeloma in young patients and relapsed or refractory high-grade lymphoma (non Hodgkin and
Hodgkin lymphoma). Immediately after auto-HSCT, hematologic reconstitution and infectious
complications are the two critical issues to monitor in transplanted patients. Though many patients will
develop infectious complications after therapeutic intensification, it remains impossible to predict whether
they will or not. Therefore the goal of this work was to determine and identify a SIRS and/or sepsis

predictive transcriptomic signature in patients receiving auto-HSCT.

High throughput transcriptomic and bioinformatics analysis were performed to analyze gene expression
modulation in peripheral blood mononuclear cells in 21 patients undergoing auto-HSCT for hematological

malignancies.

After conditioning regimen, eleven genes CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2,
ENST00000390421, MTRMS, C60rf192 and LOC10289230 and XLOC-005643 were significantly differentially
expressed in patients who will develop SIRS and/or sepsis within 48 hours. Such predictive transcriptomic
signature opens up to new therapeutic strategies based on an antibiotic and/or antifungal prophylaxis

adapted to the specific risk profile of each patient.

Introduction

Autologous hematopoietic stem cells transplantation (Auto-HSCT) after therapeutic intensification is based
on the administration of myelosuppressive high-dose chemotherapy, followed by infusion of autologous
hematopoietic stem cells in order to obtain a faster hematologic reconstitution. Hematopoietic stem cells
(HSCs) infusion helps to reduce the duration of chemotherapy-induced myelosuppression and lowers the
procedure-related mortality rate below 3% [1] [2] [3]. Over the past two decades, auto-HSCT has shown
remarkable development thanks to the use of hematopoietic growth factors. With few exceptions (solid
tumors, autoimmune diseases), auto-HSCT is widely indicated for the treatment of hematological
malignancies and is considered as a standard treatment in multiple myeloma in young patients and

relapsed or refractory high-grade lymphoma (non Hodgkin and Hodgkin lymphoma).

Immediately after auto-HSCT, hematologic reconstitution and infectious complications are the two major
issues to monitor in transplanted patients. Besides direct toxicity of conditioning regimens, deep and
prolonged neutropenia exposes patients to significant risks of infection. Saprophytic gram-negative bacilli

(such as Escherichia coli) are the most common cause of septic shock[4] and chronic immunosuppression
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exposes to the risk of fungal infection. An anti-fungal prophylaxis is usually administered [5] but
antimicrobial prophylaxis is less often given because its effectiveness is not clearly established and
increases the risk of Clostridium difficile diarrhea [6]. Unfortunately, though many patients will develop a
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and/or a sepsis, it is not possible to foresee which
patients will develop a SIRS and/or a sepsis. Therefore, it remains impossible to adjust the antibiotic or

antifungal prophylaxis to the specific risk profile of each patient.

The main objective of this work was to determine and identify a predictive transcriptomic signature of the

SIRS and/or sepsis in patients receiving auto-HSCT.

Patients, materials and methods

Patients

The study was approved by the institutional review board of the Assistance Publique des Hopitaux de
Marseille (AP-HM). Written informed consent was obtained from each patient. Patients were admitted in
the hematology department of the Conception university hospital for undergoing auto-HSCT. All patients
were under 65 years and were already followed in the hematology department for multiple myeloma or
high-grade lymphoma. Before auto-HSCT, patients were in complete remission (CR) or in partial remission
(PR) after conventional chemotherapy. Inclusion criteria were the same as required for being eligible to
auto-HSCT. Twenty fours patients were included in this study protocol. Twenty one were analyzed. Blood
samples were collected for each patient at three moments: before the conditioning regimen (T1), after the
conditioning regimen and before the graft infusion (T2) and at the end of the neutropenic phase (T3)

(Figure 1).
SIRS and sepsis definitions

Systematic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) and sepsis definition are based on the American
College of Chest Physicians society of Critical Care Medicine consensus. SIRS is defined as the systemic
inflammatory response to a variety of severe clinical symptoms with at least two of the following criteria: a)
Temperature higher than 38°C or lower than 36°C b) Heart rate higher than 90 beats/min c) Respiratory
rate higher than 20 breaths/min or PaCO2 lower than 32 mmHg d) White blood cell counts higher than
12,000 cells/mm? or lower than 4,000 cells/mm?, or the presence of more than 10% immature neutrophils.
The last criterion cannot be considered in auto-HSCT context because of the long aplasia phase following

auto-HSCT [7] [8]. Sepsis is defined as SIRS secondary to documented or suspected infection. Patients with
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severe sepsis are patients with sepsis and at least one organ dysfunction. Septic choc is defined by severe

sepsis associated with refractory hypotension [8].
Conditioning regimens

Conditioning regimen for therapeutic intensification was high dose of melphalan (200mg/m?) for patients
with myeloma and BEAM for patients with lymphoma. BEAM conditioning regimen consisted in carmustin
300 mg/m2 (day 6), etoposide 150 mg/m2 (days 5 to 2 twice daily), cytarabin 200mg/m2 (days 5 to 2 twice
daily) and melphalan 140mg/m2 (day 1), with auto-HSCT on day 0.

Hematopoietic stem cell collection

Peripheral hematopoietic stem cells (HSCs) mobilization required hematopoietic growth factors (G-CSF in
most cases). Two procedures have been used to mobilize HSCs: steady-state collection: G-CSF is injected at
the dose of 10ug/kg-a-day while bone marrow is in physiological conditions or mobilization chemotherapy:
high doses of cyclophosphamide (between 1.5 to 4g / m?) associated to 5pg/kg-a-day of G-CSF. When HSCs
collection fails with these usual procedures, plerixafor (SDF-1/CXCR4 interaction inhibitor) can be used at

the subcutaneous dose of 240 ug / kg and helped to collect HSCs in initially non-mobilizable patients.
PBMCs isolation

Blood samples were centrifuged to separate plasma and other blood components. Concentrate blood was
diluted and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected by Ficoll-Hystopaque density-

gradient centrifugation.[9] Isolated PBMCs were frozen at -80°C until RNA extraction.
RNA extraction, quantification quality controls

Depending on cell number, two kits were used for RNA extraction, the RNeasy Mini Kit Qiagen ™ (Qiagen,
Valencia, California), which accepts 10 million of cells and the RNeasy Midi Kit Qiagen ™, which accepts up

to 100 million cells. RNAs were extracted according to the Qiagen protocol.

RNAs were quantified by NanoDrop 1000 (Nano Drop Technologies, San Diego, CA). Optical density was
measured at 260 and 280 nm and the ratio 260/280 (> 1.8) indicates its purity.

Extracted RNA quality was checked with Agilent 2100 Bioanalyzer ™ (Agilent Technologies, Santa Clara,
California). A score on a scale of 0 to 10 was automatically attributed to each sample and corresponded to
RNA Integrity Number (RIN). Sample with a RIN under 7 was discarded. For samples presenting genomic

DNA contamination, DNase treatment was performed using the RNase Free DNase Set kit of Qiagen ®
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Pangenomic gene expression assay

One hundred nanogram of total RNA was labeled using One-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis: Low Input Quick Amp (LIQA) labeling protocol. 0.6 pg of the purified Cy3 labeled cRNA were
hybridized for 17h at 65°C, at 60rpm, using the SurePrint G3 human GE 8x60K V2 chips (Agilent
Technologies, Santa Clara, California). Microarrays were composed of 62 928 features. Probes synthesized
on chips had a size of 60 nucleotides. Microarrays were washed using Gene Expression Wash Buffer Kit
(Agilent Technologies) and scanned through standard Agilent protocol. Data were processed using Feature

Extraction software.
Differential gene expression analysis

The library AgiND is implemented in R software in order to analyze and visualize data. AgiND was
developed on Bioconductor library model (tagc.univ-mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND/) and is used to
diagnose data quality and data microarrays normalization. Quantile method was used to normalize data;

the objective was to homogenize distribution of microarray intensity. [10]

A filter was applied on row data to delete controls, then a second filter was applied to delete genes which

were expressed under the background in at least 80% of samples in each group (Sepsis, SIRS, no fever).

To test co-factors effects (gender, treatment, infection) on gene expression, GeneANOVA software was
used to perform ANalysis Of Variance (ANOVA) on normalized data to determine an estimation of the
contribution of each factor (genes, gender, treatment, infection) in gene expression variation. Global
ANOVA model is given in the following formula: Y =+ BG G + BT T + Bl | + €, where Y is explained variable,
W is global mean, BG, BT, BI, are model coefficients, G, T, |, are the quantitative variables, BG G, is the gene

effects, BT T, is the treatment effects, Bl |, the infection effects ¢, is the error term. [11]

Differential gene expression analysis was performed using linear Models for Microarray Data (Limma).
Limma is a multivariate analysis and takes into account co-factors-effect tested by ANOVA analysis

(treatment and gender) (Table 2).

In order to determine infection impact on gene expression and on the heat map, new gene expression was

calculated after subtracting gender and treatment co-factors effects.

Unsupervised hierarchical clustering was applied on adjusted gene expression median adjusted data to
group genes and samples, according to their expression using « TMeV» (Tigr MultiExperiment Viewer)
MeV: MultiExperiment Viewer | Part of the TM4 Microarray Software Suite [http://www.tm4.org/mev/].

Pearson correlation was used, and clusters were grouped on basis of average linkage method.
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SVm

Support Vector Machines (SVMs) were applied to predict classification of patients according to the
predictive signature. SVMs use a training set in which genes known to be related to each other by function
or samples related to a group are described as positive examples and genes or samples known not to be
members of that class are labeled as negative examples. In this study samples were attributed to two
groups: SIRS and Sepsis patients in the first group and patients with no temperature in the second. They
were combined into a set of training examples used by SVM to distinguish class members from non-
members on the basis of expression data. After learning the class expression features, the SVM can be
used to recognize and classify each sample on the basis of their expression [11] [12]. SVMs tool is
implemented in TMeV software MeV: MultiExperiment Viewer | Part of the TM4 Microarray Software

Suite. [http://www.tm4.org/mev/]
High-throughput quantitative PCR

RT-PCR was performed using SuperScript™ VILO™ MasterMix protocol described by Invitrogen. Sixty
nanogram of RNA of each sample was retrotranscribed, using 4uL of SuperScript™ VILO™ MasterMix, and
RNase DNase Free water for a final volume of 20uL. Mix was incubated 10 min at 25°C, 60min at 42°C and

5min at 85°C.

Quantitative PCR was performed with FlexSix array on BioMark™ HD (Fluidigm). A pre-amplification of each
sample was applied according to the protocol provided by Fluidigm. One microliter of 100uM of each
primer was added to 176 pL of DNA Suspension Buffer for a final concentration of 500 nM. Then, 0.5uL of
the previous mix was added to 1 plL of PreAmplification mix, 1.25uL of cDNA and RNase DNase Free water
for a final volume of 5uL. Holding step was done 2min at 95°C followed by 20 cycles of 15s at 95°C and 4
min at 60°C. The pre-amplification step was followed by an Exonuclease | treatment (BioLegend) to remove
unincorporated primers. 2uL of diluted Exonuclease at 4 U/uL was added to each pre-amplification
reaction. The digestion was performed during 30min at 37°C and the inactivation during 15min at 80°C. The
final product was diluted 5-fold using 18ul of TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA). The diluted reaction

products were stored at -20°C.

In a second part, 12 x 12 (samples x primers) gRT-PCR reactions are performed for each primer pair on each
sample on the 12 x 12 array (FlexSix). We used the EvaGreen detection assay for following standard
Fluidigm protocols. Ct values were calculated from the system software Biomark Real-Time PCR Analysis

(Fluidigm). The primers used were:
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5'-GCAGGACAGCTTTTCAGTATCAC-3'

5'-CCTGGCCTTAAACATCACCG-3'

5'-GGCTGGCTCCTTTATTAGTGC-3'

5'-AAGCTGGCCAAAGTGTAATTG-3'

5'-ACTTAAGTGGGGAGAGGGGT-3'

5'-GAGGCAGACTACTCCAAGCA-3'

5'-GCCCAGAGAAGCCTACATCA-3'

5'-CATCAGAAGCTCCTGGGGGA-3'

5'-ACAGGAATCTTGGTGCTTCAGT-3'

5'-CAGGGAGGTACATGGCCAAT-3'

5'-CGCCCATGAAAAGCTGCATA-3'

5'-GGAGCAAATCTGACAGCCCA-3'

5'-CCACCACCCTGTTGCTGTGA-3'

5'-CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3'

5'-ACATGAGCTGACACTGGCTG-3'

5'-TGAGTGTGCCATTCCAGGAT-3'

5'-GCCTCGGTTGGGGTATTGAA-3'

5'-CTCAGCCGGAAGATCAGGTC-3'

5'-CAGCAGAACATCTCCGTCGT-3'

5'-ATGGCCATTGACAACCACCT-3'

5'-GTGCTTCCGGAAAACGTAAA-3'

5'-TCCTGTGCCCGTAATTTCTC-3'
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Results

Patients analyze

Twenty fours patients were included in the study, among these patients; only 21 validated the molecular
criteria for transcriptomic analysis. Among these 21 patients, 6 patients didn’t develop a fever or SIRS. Nine
patients developed SIRS, 5 a sepsis and 1 a severe sepsis. Patients’ clinical data are summarized in the table
1.

Pangenomic gene expression

21 samples were analyzed on Agilent microarrays "SurePrint G3 GE 8x60K human." After 17 hours of
hybridization, the chips were washed and scanned. Results passed microarrays quality controls. Raw data

were transformed into /og2 and normalized with quantile method.

24 046 probes expressing a higher signal than background (in at least one group) have been selected. Two
methods were used for statistical analysis: ANOVA analysis to measure the impact of each factor on gene
expression variation (infection, gender, treatment) and Limma analysis on three groups (no fever, SIRS,
Sepsis) with the following co-factors: gender and treatment, to define differential gene expression (Figure

2).

ANOVA analysis was performed on the 24 046 probes to estimate impact of each factor (infection, gender,

treatment) in gene expression variation. P-value was calculated for each factor. For all factors (genes,

-4
infections, gender, and treatment) p-values were < 10 (Table 2).

Infection F score was the highest, suggesting that "infection" had the greatest impact on gene expression.
-4
Genes F score was of 115.45 (p-value < 10 ) and explains genes fluctuation. Treatment and gender had an

-4
impact on the variation of gene expression with a F score of respectively 176.21 and 156.07 (p-value < 10 ).

Unsupervised hierarchical clustering method was used to classify the differently expressed genes identified
by Limma analysis. Expression similarity profiles of the genes were grouped on the horizontal axis and
samples on the vertical axis. Genes expression profiles are shown in heat map (Figure 3). With a FDR (False
Discovery Rate) fixed to 5 %, 11 genes differentially expressed were identified between the patients who
did not have temperature (controls) and the patients who developed SIRS and sepsis (taking account effect
of gender and treatment). The eleven differentially expressed genes were: CHAT, CNN3, ANKRD42,
LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS, LOC10289230 and XLOC-005643 (Table3). Gene
expression profiling distinguished two groups: patients who did not develop temperature on one hand and
patients with SIRS or sepsis on the other hand. CHAT, CNN3, C6orf192, ANKRD42, LOC100505717, EDAR,
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GPATZ, ENST00000390421, MTRMS8, LOC10289230 were over expressed and XLOC-005643 was under-

expressed in patient samples with SIRS or Sepsis in contrast to patients who did not develop fever.

SVm

SVM and Leave-one-out cross-validation were used to classify patients according to their gene expression.
21 samples were separated into two groups, the first group was composed of 15 SIRS and septic patients
and the second of the 6 patients who didn't have temperature. SIRS and sepsis patients were considered as
positive experiments, and the other as negative. All 15 patients of the positive experiments were classified
as positive, staying in positive class (True positives =15) and none was transferred from negative class to
positive (False negatives = 0). On the 6 patients of the negative experiments, all were classified as negative,
all retained in negative class (True negatives =15) and none was recruited into negative class from positives

(False positives = 0)

RT-gPCR

In order to confirm the microarray gene expression results, RT-qPCR was performed on 9 genes that
composed the transcriptomic signature. The expression of LOC 100289230 in patients who develop SIRS or
sepsis compared with patients who do not develop fever is differently expressed with a significant p-value:
0.003. TRAV3, EDAR, PLCG1-AS1-001, GPAT2, MTRMS8, CNN3 and SLC18B1 were also differentlly expressed
with p-values: 0.004, 0.01, 0.01, 0.005, 0.009, 0.09 and 0.01, respectively. Figure 4

Discussion

This analysis highlighted eleven genes significantly and differentially expressed in patients who developed
SIRS or sepsis after the conditioning regimen. Ten of them were up-regulated (CHAT, CNN3, ANKRDA42,
LOC100505717, EDAR, GPATZ, ENST00000390421, MTRMS8, C60rf192 and LOC10289230) while only one
were down-regulated (XLOC-005643). All patients with this specific transcriptomic signature have
developed a SIRS or a sepsis within 48 hours (range 24 hours-7 days) following conditioning regimen. 100%
of patients were classified in the right group according to their gene expression and based on SVMs
analysis. Transcriptomic signature may predict SIRS/sepsis profiles and is more robust than the main
confounding factors, such as conditioning regimen type or gender, which were therefore excluded from the
analysis. BEAM conditioning regimen was more myelosuppressive than melphalan alone and men have had
a more significant risk to develop infectious complications than women [13]. Auto-HSCT patients affected
by multiple myeloma receive high dose of melphalan and patients with lymphoma high dose of BEAM

chemotherapy, meaning that treatment and pathology are confounding factors. A SAM (Significant Analysis
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of Microarray) and an ANOVA analyzes were performed on the data of patient samples before
chemotherapy, and no differentially-expressed genes were found between patients affected by lymphoma
or myeloma. Pathologies (lymphoma vs. myeloma) have no effect on gene expression in this study, in
contrast to the treatment (Melphalan vs. BEAM). This work exposes an original approach of the sepsis
issue during the auto-HSCT neutropenic phase with no similar analysis in the scientific literature. In 2011,
Vanska et al. described that high pentraxin 3 level (protein assay) predicted septic shock and bacteremia at
the onset of febrile neutropenia after intensive chemotherapy of hematologic patients [14]. But, this was
not a transcriptomic approach and high pentraxin 3 level predicted septic shock in patients who already
had a febrile neutropenia. In contrast, our predictive transcriptomic signature identifies patients who have
strong chances to develop a SIRS and/or a sepsis, during the 48 hours before onset of fever. In order to
confirm our results, our transcriptomic signature has been validated on a 10 patient’s prospective
validation cohort (Supplementary data). Early identification of patients who will develop SIRS and/or sepsis
could provide a further adjustment of antibiotic or antifungal prophylaxis according to the specific risk

profile of each patient.

However, gene expression analysis in not possible in clinical routine for time and cost-effective reasons. In
contrast RT-PCR analysis on a blood sample (feasible in 2 hours and inexpensive) of the eleven dysregulated
genes hereby identified is completely workable in clinical routine. Indeed, RT-PCR analysis is adapted to
necessity for clinician to get a fast answer in order to begin or not an adapted antibiotic or antifungal
prophylaxis treatment. It is still to be proven if a heavy antibiotic or antifungal prophylaxis in these “septic-
risk patients” could prevent them from developing SIRS and/or severe sepsis. While results are biologically

relevant, their clinical interests remain to be demonstrated.

In scientific literature, genes composing this predictive signature are not directly involved in sepsis or
infection pathways. In this cohort of 21 patients, 9 had developed a SIRS, 5 a sepsis and only one a severe
sepsis. None of 21 patients had developed a septic shock. Patient who developed severe sepsis did not
have a significantly different transcriptomic signature from the SIRS/sepsis patients. Thanks to supportive
care improvement, auto-HSCT-procedure-related mortality rate remains below 3% and severe sepsis/septic
shock are less and less frequent [1] [2] [3]. This small cohort did not allow determining a specific
transcriptomic signature for the severe sepsis and/or septic shock, which would be clinically more relevant
and it would be interesting to reproduce this work with a larger cohort to evaluate this. In addition, since a
SIRS/sepsis predictive signature before the conditioning regimen was not identified, the transcriptomic

signature seems not to be linked to the patient but depends on conditioning patient’s response.

This predictive transcriptomic signature remains an interesting result and opens up to innovative

perspectives in the sepsis prevention. New therapeutic strategies based on an antibiotic and/or antifungal
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prophylaxis adapted to the specific risk profile of each patient could be an elegant evolution in the sepsis
risk management. Such a transcriptomic approach should also be applied to patients receiving allogeneic

stem transplantation or to acute myeloid leukemia patients, which are at high-risk for septic complications.

Conclusion

Infectious complications are a major issue in patients receiving auto-HSCT. Eleven genes (CHAT, CNN3,
ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS8, C6orf192 and LOC10289230 and
XLOC-005643) are significantly differentially expressed in patients who will develop SIRS and/or sepsis
within 48 hours following the conditioning regimen. Such predictive transcriptomic signature opens up to
new therapeutic strategies based on antibiotic and/or antifungal prophylaxis adapted to the specific risk

profile of each patient.
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Table 1: Patients, pathologies and auto-HSCT characteristics

Baseline and Demographic Characteristics

Patients age (median) 58 years

Range [32-68]
Patient gender
Male 14 (67%)
Female 7 (33%)
Hematologic malignancy
Lymphoma 2
Multiple Myeloma 19
Conditioning Regimen
BEAM 2
Melphalan high dose 19
2,82

Injected CD 34" (x 10° / kg)
Range [0,751-3,64]

3 days
SEM [-4,30 - 4,30]

Mean duration of fever

9 days
SEM [-2,90 - 2,90]

Mean duration of neutropenia

Documented bacterial infections
6 (30%)
Gram-positive bacteria
75%
Staphylococcus hominis
1
Staphylococcus epidermidis
2
Staphylococcus aureus
1
Streptococcus mitis
1
Clostridium difficile
1
Gram-negative bacteria
25%
Escherichia coli
1
Klebsiella pneumonia
1
Documented fungal infections 0 (0%)
Patient classification
No fever 6 (29%)
SIRS 9 (42%)
Sepsis 5 (24%)
Severe sepsis 1(5%)
0 (0%)

Septic shock
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Table 2: co-factors effect on gene expression.
ANOVA analysis was performed to test the co-factors impact (infection, treatment and gender) on genes expression
for samples taken at T2 (after chemotherapy). With p-values < 0, 05 infection, treatment and gender have a significant

effect on gene expression. DF: Degrees of Freedom

Factors Sum of squares DF VELEL L F score P-value
Genes 3476905,49 28114 123,67 115,45 <10
Infection 954,39 1 954,39 890,96 <10
Treatment 188,75 1 188,75 176,21 <10
Gender 167,18 1 167,18 156,07 <10
Residual 602328,16 562297 1,07 - -
Total 4080543,97 590414 6,91 - -
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Table 3: Differentially expressed gene caracterictics

Ch : Chromosom, +1 : Forward strand, from 3’ to 5’, -1 : Reverse strand, from 5’ to 3’

Gene Complete name Ensembl ID Location Sens

CNN3 calponin 3 ENSG00000117519 Chr 1: 94,896,949-94,927,278 -1

PLCG1-AS1-001 PLCG1 antisense RNA 1 ENSG00000226648 Chr 20: 41,098,329-41,138,003 -1
(miscRNA) / TOP1-
AS1

EDAR ectodysplasin Areceptor  ENSG00000135960 Chr 2: 108,894,471-108,989,372 -1

GPAT2 glycerol-3-phosphate ENSG00000186281 Chr 2:96,021,946-96,039,451 -1
acyltransferase 2,

mitochondrial

LOC100289230 / NS NS Chr 5: 98,929,134-98,931,009 +1
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Figure 1: Autologous stem cell transplantation protocol.

Three blood samples were collected for each patient, first sample (T1) were collected before conditioning regimen.
The second (T2) were collected after high dose chemotherapy and before the autologous stem cells transplantation

and the last (T3) were collected at the end of the neutropenic phase.

Abbreviation: G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor, HSC: Hematopoietic Stem Cells, CXCR4: chemokine receptor type 4
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Figure 2: Differential genes expression flow-chart.

Pangenomic array for the transcriptomic analysis have been used, data were filtered and the controls were

suppressed, cofactors effects were tested based on their implication on variation of gene expression. A multivariate

analysis — LIMMA - using the cofactors already tested was performed to define the gene differentially expressed using

Bioconductor library. The LIMMA model is given in the following formula: Y = o + B1.T + 2.G + 3.1 + €, where Y is the

explained variable, a is the global mean, B1.T, B2.G, 3.1, are the model coefficients, T, G, |, are the quantitative

variables, B1 T, is the treatment, B2.G, is the gene effects, B3.1 is the infection effects and € is the error term. Than we

performed multi-testing correction by fixing the threshold to 5 %, we adjusted the expression data based on the co-

factors before to perform the hierarchical clustering

*: Linear Models for Microarray data

Agilent Microarray -
GE human 8x60K V2
62 978 probs

Filtred datas - controls

24 046 probs

Filter 80% : Remove the genes that are
expressed under the background in at
least 80% of samples

Multivariate analysis LIMMA *
Factor : Infection (NF-SIRS-Sepsis)
Co-factors : Treatement (L-M) Gender (F-H)

Y=a+B;, T+B, G+P;.l+&
R Bioconductor LIMMA

Multi-testing correction
FDR =5%

Global ANOVA : Test the effect of
co-factors on gene expressionin T 2
(Gender, Treatement)
GeneANOVA

Hierarchical clustering

Adjustment of gene expression level
based on the effects of the cofactors
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Figure 3: Gene expression profile adjusted on the effects of the cofactors.

Microarray analysis revealed 11 genes differentially expressed. This genes cluster distinguished SIRS or sepsis patients

from patients who didn’t develop any fever.
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Figure 4: Transcriptomic validation signature by RT-qPCR

Relative gene expression composed the transcriptomic signature of patients who develop SIRS or sepsis compared to

patients who do not develop fever (controls)

* =0.05; ** =0.01; *** <0.01, NS = not significant
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Supplementary data:
Figure 1: Gene expression level of the transcriptomic signature in an independent validation cohort

Gene expression level of the transcriptomic signature using RT-g-PCR in 10 patient samples of an independent
replication cohort. Expression level was normalized on GAPDH gene (Housekeeping gene) and a theoretical value

(calculated from average gene expression of patient sample who did not develop fever —controls)
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Chapitre 3 :

Interleukine -1 8 : marqueur
potentiel de rechute précoce
chez les patients autogreffés
recevant le melphalan comme
chimiothérapie de

conditionnement
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Interleukine -1 B : marqueur potentiel de rechute
précoce chez les patients autogreffés recevant le
melphalan comme chimiothérapie de
conditionnement

Introduction et justificatifs du travail

La rechute précoce des patients atteints de myélome ayant recu une autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques en raison du rush cytokinien est un probléme en hématologie et le besoin d’identifier un
marqueur de rechute précoce est nécessaire. Dans cette partie de ma thése, nous avons eu comme
objectif : d’identifier I'effet de du conditionnement chimiothérapeutique du melphalan sur les PBMCs en
utilisant une approche transcriptomique, ainsi que d’identifier un marqueur potentiel de rechute précoce

chez ces patients autogreffés.

Matériels et Méthodes

Cette partie de I'étude a été réalisée en utilisant le méme matériel et les mémes données biologiques que
I’étude précédente (identification de la signature transcriptomique de la survenue du sepsis et et/ou de
SIRS) pour cela les parties : échantillons biologiques, aspects légaux et éthiques, chimiothérapies de
conditionnement, modele expérimental, récolte des PBMC, extraction des ARN, quantification et controle
de qualité, I'étude transcriptomique (les puces a ADN Agilent, I'étude d’expression pangénomique) la
normalisation des données, et traitement des données normalisées, de la partie : matériels et méthodes

restent identiques. Seule la partie : analyse statistique différe et sera expliquée en détail ci-dessous.

L’analyse statistique

Dans le but d’identifier les genes différentiellement exprimés chez les patients qui ont recu le melphalan en
tant que conditionnement chimiothérapeutique entre le T1 (temps d’hospitalisation et avant
chimiothérapie) et le T2 (apres chimiothérapie et avant la greffe), un test-t apparié a été appliqué sur les
données normalisées apres filtre (24 046 sondes). Le principe du test-t apparié est de comparer le T1 du
patient 1 au T2 du patient 2, ainsi de suite. Au total, les échantillons de 15 patients ont été analysés (15
échantillons du T1 et 15 échantillons du T2). Une correction des tests multiples a été effectuée et un FDR

de 5 % a été fixé. (Figure 18)
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Figure 18 : Pipeline d’analyse de I'expression des génes
Les données brutes sont filtrées et les contréles supprimés, une normalisation par les quantiles est
appliquée. Un test t apparié sur les données normalisées puis un clustering hiérarchique a été réalisé sur les

génes retrouvés comme différentiellement exprimés. Un FDR de 5 % a été fixé.

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées et ajustées sur la
médiane (génes et échantillons) selon leurs expressions en utilisant TMeV (Tigr MultiExperiment

Viewer http.//www.tm4.org/mev). La corrélation de Pearson a été utilisée, les clusters ont été groupés sur

la base de linkage average method. 10 000 permutations ont été générées au hasard afin de corriger les

tests multiples et fixer un seuil de significativité. Ici, le FDR a été fixé a 5 %.

Jai réalisé un enrichissement en termes fonctionnels en utilisant I'outil g : Profiler. C'est une base de
données publique qui permet d’analyser les listes de génes issues d’expérimentations génomiques a haut
débit. Les termes Gene Ontology sont la source la plus utilisée pour I'annotation fonctionnelle. L'outil g :
Profiler permet aussi d’identifier des voies biologiques et métaboliques ainsi que de mettre en évidence les
enrichissements de site de fixation de facteurs de transcription pour chaque gene. Nous avons fixé le seuil

de significativité a une p-valeur corrigée de Bonferroni a 0,05 (239, 240).
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Résultats

Identification du profil d’expression de I’effet du melphalan

Jai réalisé un test t apparié sur les données normalisées (24 046 sondes dont I'expression est au-dessus du
bruit de fond). Le test t permet d’identifier 6 985 sondes ce qui correspond a 5 225 genes différentiellement
exprimés entre le Tl (temps du jour de I'hospitalisation et avant chimiothérapie) et le T2 (aprés
chimiothérapie et avant la greffe) chez les patients traités par melphalan. Autrement dit, la variation des
5225 genes représente I'effet du melphalan sur I’expression des PBMC avec un FDR de 5 %. Les échantillons
ont été séparés en deux, d'un coté le T1 (échantillon de patient avant chimiothérapie) et de I'autre coté le
T2 (échantillons de patients apres chimiothérapie et avant la greffe) figure 10. Le groupe T1 est censé
n’étre composé que d’échantillons du groupe T1 mais celui-ci est hétérogene et se compose d’échantillons
appartenant au groupe T1 ainsi que d’échantillons du groupe T2. Le groupe T2 est homogene et se
compose d’échantillons appartenant seulement au groupe T2. Les génes sont divisés en deux grands
clusters (Figure 19). Le cluster 1 correspond aux génes qui sont différentiellement exprimés entre T1 et T2
et sont surexprimés chez les patients aprés avoir recu la chimiothérapie, le cluster 1 est composé de 425
génes. Au contraire, le cluster 2 correspond aux genes différentiellement exprimés entre T1 et T2 et sont

surexprimés chez les patients avant la chimiothérapie, le cluster 2 est composé de 1 909 genes.

Les 5225 génes différentiellement exprimés issus de I'analyse statistique ont été utilisés pour I'annotation
fonctionnelle in silico. Un enrichissement en termes fonctionnels permet d’identifier les différentes
catégories de génes différentiellement exprimés. Pour cela g : Profiler a été utilisé en fixant un seuil de
significativité a 5 %. Pour le Cluster | (se compose des genes qui sont sous-exprimés dans le T1 par rapport a
T2) des enrichissements en termes fonctionnels ont été retrouvés tels que : régulation de I'apoptose,
chimiotaxie, ou régulation de I’activité des transférases avec des p-valeurs corrigées significatives de 7,3.

10% 1,9. 103 et 4,9. 1072, respectivement (Figure 20).
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Cluster |

Cluster Il

Figure 19 : Profil d’expression de I'effet du melphalan

Les génes sous exprimés sont représentés en vert, les genes surexprimés sont en rouge. Sur I’axe des
abscisses ; les échantillons séparés sur deux branches T1 (Avant chimiothérapie) et T2 (Aprés
chimiothérapie). Sur I'axe des ordonnées ; les sondes qui représentent les génes différentiellement
exprimés, ces derniéres sont séparées en deux clusters ; Cluster | et Cluster Il

Pour le Cluster Il (génes qui sont surexprimés dans le T1 par rapport a T2) des enrichissements en termes
fonctionnels ont été retrouvés tels que : biosynthése des protéines, activation des lymphocytes, apoptose,
et endommagement de I’ADN avec des avec des p-valeurs corrigées significatives de 1,4. 10™, 1,4. 107, 1,4.

10° et 2,5. 10”, respectivement (Figure 21)
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Enrichissement en termes fonctionnels pour le Cluster/

Protein-DNA complex
Vesicle-mediated transport
Cytokine receptor

Phosphate metabolic process

Regulation of transferase activity

Termes fonctionnels

Chemotaxis

Defense response

Regulation of apoptosis

1,00E+00 1,00E-01 1,00e-02 1,00E-03 1,00E-04 1,00E-05 1,00E-06
P-valeurs corrigées - Bonferroni [-log 10]

Figure 20 : Enrichissement en termes fonctionnels du Cluster |

Résumé de certains enrichissements en termes fonctionnels (Go termes) trouvés avec g : Profiler pour le Cluster I. En
ordonne, les p-valeurs corrigés (correction de Bonferroni) en fonction de Go termes sélectionnés. Tous les
enrichissements sont statistiquement significatifs avec des p-valeurs < 0,05.

Enrichissement en termes fonctionnels pour le Cluster Il

Apoptosis

Regulation of cell cycle

H poietic or lymphoid organ develog
Lymphocyte activation
Respiratory chain

DNA replication

DNA damage

Termes fonctionnels

Cell cycle
RNA processing

Protein biosynthesis

1,00E400 1,00e-04 1,00e-08 1,006-12 1,00E-16 100620 1,00624 1,00E28 1,00i32 1,00E36 1,00E-40  1,00E-44

P-valeurs corrigées - Bonferroni [-log 10]

Figure 21 : Enrichissement en termes fonctionnels du Cluster Il

Résumé de certains enrichissements en termes fonctionnels (Go termes) trouvés avec g :Profiler pour le Cluster Il. En
ordonne, les p-valeurs corrigés (correction de Bonferroni) en fonction de Go termes sélectionnés. Tous les
enrichissements sont statistiquement significatifs avec des p-valeurs < 0,05.
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Discussion

Dans la bibliographie, je n’ai relevé aucune étude transcriptomique qui a été réalisée dans le cadre de
l'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques, visant a voir I'effet du melphalan sur I'expression
génique des PBMC. 5225 genes ont été identifiés comme étant différentiellement exprimés entre le T1
(temps du jour de I'hospitalisation et avant chimiothérapie) et le T2 (apres chimiothérapie et avant la
greffe) chez les patients traités par melphalan avec un FDR de 5 %. Autrement dit, I'expression de 5225

génes est dérégulée aprés le conditionnement chimiothérapeutique.

Le cluster | se compose des geénes différentiellement sous-exprimés du T2 (aprés la chimiothérapie) par
rapport au T1. Le melphalan est un agent alkylant cytostatique, il empéche la séparation et la réplication de
I’ADN (241). Par ses deux groupes alkylés, il établit les liaisons covalentes stables avec les groupements
nucléophiles des deux brins d’ADN, empéchant alors la réplication cellulaire. Il inhibe aussi la synthése de
I’ADN et de I’ARN et cause une cytotoxicité dans les cellules tumorales. Cela explique la surexpression des
génes appartenant aux voies de régulation de l'apoptose, de chimiotaxie ainsi que d’autres voies
biologiques. D’un autre c6té, le cluster Il se compose des génes différentiellement sous-exprimés du T2
(apres la chimiothérapie) par rapport au T1. En effet, le mécanisme d’action du melphalan explique aussi
I’enrichissement en termes fonctionnels que nous avons mis en évidence dans le cluster Il, notamment, la
sous expression des genes impliqués dans la réplication de I'ADN, et de I'ARN, de la production des
protéines, dans le cycle cellulaire et autres. Nous avons mis en évidence une sous-expression de certains
génes de I'apoptose, ceci peut étre expliqué par le fait que la cellule enclenche des systéemes de résistance
a la mort cellulaire en sous-exprimant certains génes apoptotiques, mais que cela ne modifiera pas l'issue
de I'effet du melphalan a haute dose qui est la destruction de la majorité des cellules circulantes du sang

périphérique ainsi que de la moelle osseuse.

Comme attendu, le clustering hiérarchique a permis de séparer les échantillons de patients en deux
groupes selon leur profil d’expression. Le groupe T1 qui se compose des échantillons de patients a leur
admission a I'h6pital et avant la chimiothérapie a haute dose, et le groupe T2 qui se compose des
échantillons de patients apres le conditionnement chimiothérapeutique et avant la réinjection des cellules
souches. Cependant, la composition du groupe T1 n’est pas homogene, 4 sur 15 échantillons de patients
qui sont censés appartenir au groupe T2, clusterisent avec les échantillons du groupe T1. Une analyse plus
approfondie, nous a permis de démontrer que chez les patients du groupe T2 qui se clusterisent avec les
échantillons du groupe T1, I'expression de I'lL-1pB était statistiquement a la hausse (p-valeur = 5 x 10 ™°) par

rapport aux échantillons des patients appartenant au groupe T2 et qui se clusterisent dans le bon groupe.

De plus, il n y a pas de corrélation entre la rechute précoce et le statut de réponse a la chimiothérapie

(rémission compléte ou rémission partielle).
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L’expression de I'lL-1B par les PBMC induit I'expression et la sécrétion de I'lL-6 par les plasmocytes. L’IL-6 a
un réle important dans le cas du myélome, s’impliquant ainsi dans le développement normal et anormal
des plasmocytes (242). L'interleukine-6 est un facteur crucial dans la croissance cellulaire, la prolifération et
la survie des cellules myélomateuses (243-247). Cette cytokine est aussi un stimulateur puissant de
I'ostéoclastogenése et un sculpteur du microenvironnement dans la moelle osseuse des patients atteints
de myélome. Pour cela, I'intérét pour I'IL-6 est suscité et celle-ci a été considérée comme une cible
thérapeutique potentielle dans le cas du myélome (243). Comme application a cette théorie, des études
précliniques et cliniques ont été mises en place (243, 248). Hunsucker et coll. réalisent une étude in vitro
sur des lignées cellulaires myélomateuses et sur des échantillons de patients atteints de myélome et
montrent que l'association Siltuximab (un anti-IL-6) melphalan améliore I'effet antiprolifératif des
plasmocytes primaires issus de patients atteints de myélome, les gammapathies monoclonales de
signification indéterminée et I'amylose. Ceci pourrait justifier I'utilisation du Siltuximab en clinique en
combinaison avec le melphalan (249). San-Miguel et coll. réalisent une étude clinique randomisée en
phase Il sur l'utilisation d’'une combinaison de bortezomib-melphalan et prednisone en avec ou sans
Siltuximab (un anti-IL-6), dans le cadre d’une chimiothérapie conventionnelle (réduction tumorale) chez des
patients non éligibles a une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (patients dont I’dge est > 65
ans). Cette étude inclut 106 patients, ces derniers ont été divisés en deux groupes (avec Siltuximab vs sans
Siltuximab). L’étude n’a pas confirmé son hypothése selon laquelle I'ajout de I'anti-IL-6 augmenterait le

taux de réponse au traitement (248).

Le Siltuximab (CNTO 328) est un anticorps monoclonal chimérique Homme-souris anti-IL-6, il a démontré
une activité anti-cancéreuse prometteuse dans le cadre du myélome en combinaison avec le bortezomib
(250) et avec la dexaméthasone (251) dans des modeéles précliniques de myélome (249). En raison des
résultats encourageants sur I'inhibition de I'lL-6 dans le myélome (252) ainsi que des données précliniques,
le Siltuximab est actuellement inclus dans des essais cliniques en combinaison principalement avec le
bortézomib (253) et la dexaméthasone (249, 251). Chez 'Homme, dans des modeéles de lignées cellulaires
myélomateuses et en présence d’IL-6, le Siltuximab inhibe la phosphorylation de ERK-1/2, STAT-1, et STAT-
3, bloquant ainsi les signaux essentiels pour la croissance cellulaire et la survie (249, 250). De plus, le
Siltuximab inhibe la surexpression de Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) induite par le bortézomib et la
protéique heat shock 70 (HSP-70), ces deux protéines pourraient étre impliquées dans la chimiorésistance
(250). En raison de ces données prometteuses que montre l'effet di Siltuximab ainsi que d’autres
approches anti-IL-6 telles que le fragment de la chaine unique NRI (254) et I'anticorps humanisé 1339 (255)
il serait tres intéressant d’évaluer la combinaison du melphalan en tant que conditionnement

chimiothérapeutique et d’un anti-IL-6.
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Chez les patients de notre cohorte, la moyenne de la durée de rechute des patients dont les échantillons ne
clusterisent pas avec le bon groupe et dont I'expression de I'lL-1B est élevée (Les 4 sur 15 échantillons
appartenant au groupe T2, mais clusterisant avec le groupe T1) est de 15 mois avec un écart-type standard
de 8,24. La moyenne de rechute des patients dont les échantillons clusterisent avec le bon groupe (les 11
sur 15 échantillons appartenant au groupe T2 et clusterisant avec le groupe T2) est de 27,25 mois et un
écart-type standard de 9,77. Parmi les 11 échantillons qui clusterisent correctement, 4 patients ont
rechuté. Les 7 autres sont en rémission depuis en moyenne 37,3 mois avec un écart-type standard de 13. La
différence de taux de rechute est significativement différente avec une p-valeur de 0,05 entre les patients

dont I'expression de I'lL-1B est augmentée par rapport aux a ceux dont I'expression de I'lL-1B est diminuée.

Nous n’avons malheureusement pas pu confirmer le taux de I'lL-1B et I'lL-6 par dosage protéique. Des
expériences d’ELISA et de cytométrie de flux ont été investiguées dans le but de doser les interleukines
dans le plasma d’échantillons de patient n’ont donné aucun résultat. Nous pouvons |'expliquer par deux
hypothéses différentes : la premiére est un probléme technique, les plasmas de patients ont été récupérés
puis stocker a -80° C durant toute la durée de l'étude, les cytokines ont été peut-étre altérées et
dégradées. La seconde hypothése est que la différence dans I'expression de I'lL-1B que nous avons mis en
évidence est trop précoce et que la protéine (IL-1B) n’est pas encore produite et par la méme explication
nous n’avons pas pu doser I'lL-6. Une mise en place de protocole de dosage de I'lL-1B et I'lL-6 dans le
plasma a des intervalles réduits apres la chimiothérapie a haute dose puis un suivi de patient en corrélant le

taux des cytokines a la période de rechutes pourraient confirmer notre hypothése.

Nous proposons le modeéle suivant (Figure 22) ; I'augmentation de I'expression de I'IL-1B par les PBMCs
influe sur I'expression a la hausse de I'expression et de sécrétion de I'lL-6 par les plasmocytes, ce qui induit
la prolifération des plasmocytes et une rechute précoce des patients ou une résistance a la chimiothérapie
(249). Méme si 'ajout de I'anti IL-6 en combinaison du Bortezomib-melphalan-prednisone dans I'étude
clinique de phase Il (en chimiothérapie conventionnelle) de San-Miguel et coll. n’améliorait pas le taux de
réponse au traitement, il serait intéressant de voir I'effet de la combinaison melphalan a haute dose et
Siltuximab (Anti-IL-6) dans le cadre du conditionnement chimiothérapeutique et d’une autogreffe de
cellules souches hématopoiétiques. Ceci pourrait diminuer le rush cytokinien, ce qui réduirait la
prolifération des cellules tumorales, augmenterait I'efficacité du melphalan et réduirait le risque de rechute

précoce post-autogreffe.
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Figure 22 : Schéma montrant I'implication de I'IL-18 et I’IL-6 dans la résistance a la chimiothérapie et la rechute
précoce

La sécrétion de I'lL-18 par les PBMC induit I'expression de I'IL-6 par les plasmocytes qui aide a leur prolifération ce qui
en résulte la résistance a la chimiothérapie et a la rechute précoce des patients autogreffés.
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Conclusion

L'inteuleukine-1B sécrété par les PBMC, induit I’expression de I'interleukine-6 par les cellules plasmatiques.
L’IL-6 est une cytokine impliquée dans croissance cellulaire, la prolifération et dans la survie cellulaire des
cellules myélomateuses. La surexpression de I'lL-1B pourrait étre un bon biomarqueur de rechute précoce
chez les patients atteints de myélome candidats a une autogreffe et recevant le melphalan comme

chimiothérapie de conditionnement.

En perspective, une étude sur une cohorte plus grande serait un bon moyen de vérifier I’hypothese que I'IL-
1B serait un marqueur pronostique de rechute précoce. Il serait aussi intéressant ensuite de combiner le
melphalan a un anti-IL-6 (comme le Siltuximab) afin de réduire le rush cytokinien, ce qui réduirait la
prolifération précoce des cellules tumorales, et ainsi augmenter I'efficacité du melphalan et réduire la

rechute précoce des patients autogreffés atteints de myélome.
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Introduction

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy disease that affects clonal B cells and which
is characterized by the accumulation of clonal plasma cells due to increased survival and proliferation (249,
256). Adhesion of myeloma cells to bone marrow stromal cells induces the latter to secrete pro-survival
cytokines, including interleukine-6 (IL-6). IL-6 activates multiple cell survival and proliferation signaling
pathways in plasmocytes, suggesting that IL-6 blockade could be a good therapeutic target for MM therapy
(249, 256).

Autologous hematopoietic stem cells transplantation (auto-HSCT) remains the first line reference
treatment in young (<65 years) patients. Melphalan is an alkylating agent that induces the formation of
DNA interstand crosslinks regarded as critical toxic lesion (249, 257, 258). In MM, melphalan is
administrated as high-dose conditioning chemotherapy for auto-HSCT and as low dose therapy in
combination with other drugs (259, 260). The aim of our study is to analyze using a transcriptional
approach the effects of high-dose melphalan chemotherapy on peripheral blood mononucleated cells

(PBMCs) in order to identify prognosis factors in MM patients treated by auto-HSCT.

Material and methods

Patient recruitment

The protocol was accepted by the AP-HM Comité de Protection des Personnes (CPP) Aix-Marseille 1l and
patients were included in the protocol after informed consent. Fifteen patients with MM undergoing auto-
HSCT were recruited in the Hématologie et Thérapie Cellulaire Department in the La Conception university
hospital (Marseille). There were 10 men and 5 women, with a median age of 59 (range 32-78 years old). All
patients had VRD (Velcade®, Dexamethasone®, Revlimid®) chemotherapy (3 to 4 cycles) before auto-HSCT
and were in complete remission (n=8), partial remission (n=3), very good partial response (n=3), or in

progression (n=1) before auto-HSCT.

PBMCs isolation

For each patient, blood was collected at two time points, just before and 24 hours after melphalan
conditioning regimen, before reinfusion of the autologous stem cell graft. Blood samples were centrifuged
in order to separate the plasma and the other blood components. The plasma was frozen at — 80°C. PBMCs
were prepared by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation. Isolated PBMCs were frozen at -80°C until

RNA extraction.

RNA extraction, quantification quality controls
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Depending on the cell number, two kits were used for RNAs extraction, the RNeasy Mini Kit Qiagen ® that
accept 10 million of cells and the RNeasy Midi Kit Qiagen ® that accept 100 million cells. The RNAs were
extracted according to the protocol provided by Qiagen. The RNAs were quantified by measuring the
optical density measured at 260 and 280 nm, the ratio 260/280 (> 1.8) indicating the purity of the
preparation. Quality extracts of ARNs was verified with Agilent 2100 Bioanalyzer ®, which separate RNAs
according to their size allowing to detect RNA degradation and also to verify the absence of contamination
with genomic DNA. A score on a scale of 0 to 10 was automatically attributed for any sample (RNA Integrity
Number) and under 8 the sample was not used. For samples presenting genomic DNA contamination,

DNase treatment was performed using the RNase Free DNase Set kit of Qiagen®.

Pangenomic gene expression

A total of 100ng of RNA was labeled using One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis: Low Input
Quick Amp Labeling protocol. Purified Cy3 labeled cRNA (0.6 pg) was hybridized for 17h at 65°C, using the
SurePrint G3 human GE 8x60K V2 chips (Agilent Technologies ®). The microarrays are composed of 62 928
feature. The Probes synthesized on chips have a size of 60 nucleotides. The microarrays were washed using
the Gene Expression Wash Buffer Kit (Agilent Technologies, USA) and scanned as for the standard Agilent

protocol. The data were processed using Feature Extraction software.

Microarray data normalization Statistical analysis
The library AgiND is implemented in R software allowing to analyze and visualize the data. AgiND is

developed on Bioconductor library model tagc.univ-mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND/. It is used to

diagnose and the normalization of the microarray data. Quantile normalization method was used to
normalize the data; the objective is to homogenize the distribution of microarray intensity. A first filter was
applied on the data in order to delete controls, then a second filter was applied in order to delete the genes
that were expressed at background level in >80%of the samples in each group. For the statistical analysis,
we used « TMeV» (Tigr MultiExperiment Viewer) that implements the paired-t test. This statistical analysis
aims to identify genes differentially expressed between samples. The empirical p-values were calculated
using 10 000 permutations. We performed a hierarchical clustering to group the genes according to their
expression. Pearson correlation was used, and the clusters were grouped on the basis of average linkage
method (Figure 1). Enrichment analysis was performed using g: profiler tool which is a public web server for

characterizing and manipulating gene lists resulting from high-throughput genomic data.
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Results

A paired t-test was performed on the normalized data (24 046 probes which expression is higher
than the background). The t-test identified 6 985 probes (5225 genes) differentially expressed between
sample of patients before and after melphalan conditioning  (T1l: before chemotherapy; T2: after
chemotherapy and before reinfusion of autologous stem cell graft) Otherwise, variation of the 5225 genes
represents melphalan effect on PBMC with FDR = 5%. On the dendogram, in the abscissa, patient samples
are separated in two groups, T1l: patient samples before melphalan, T2: patient samples after
chemotherapy but before reinfusion of autologous stem cell graft) (Figure 2). T1 group is heterogeneous
and composed with T1 and T2 samples. In contrast, T2 group is homogeneous and it is composed only with
T2 samples. In the ordinate, probes are separated on two clusters. Cluster |, corresponds to the
differentially expressed genes between T1 and T2, and are over expressed in the patients that have
received their chemotherapy (melphalan), it is composed of 425 genes. Rather, cluster Il is composed of the
differentially expressed genes between Tl and T2 and are over expressed in the patient after
chemotherapy and before auto-HSCT. The cluster Il is composed of 1909 genes.

The 5225 differentially expressed genes were used to perform in silico functional annotation.
g:profiler was used fixing a FDR of 5%. For the cluster |, a list of functional terms enrichment were found
like: chemotaxis, regulation of apoptosis and regulation of transferase activity with significant corrected p-
values: 1.9.10°, 7.3.10, and 4.9.107, respectively (Figure 3).

For the cluster Il, a list of functional terms enrichment were found like protein biosynthesis,
lymphocyte activation, apoptosis and DNA damage with significant corrected p-values: 1.4.10*, 1.4.107,
1.4.10° and 2.5.10°, respectively (Figure 4).

Discussion

The transcriptomic specific profile of melphalan high dose chemotherapy effect on PBMSc identified 5225
differentially expressed (T1 versus T2) genes with a FDR of 5%. Cluster | is composed of genes that are
differentially down expressed in T2 group compared with T1. Cluster Il is composed of genes that are
differentially up expressed in T2 group compared with T1. Hierarchical clustering allowed to separate
sample patients into two groups depending on their gene expression profile. The T2 group is composed of
patient samples that received their chemotherapy and the group composition was homogeneous (only T2
samples). In contrast, the T1 group is composed of patient samples that do not receive their chemotherapy,
and the group composition was heterogeneous (T1 and T2 samples).

We focused our attention on IL-1B expression since this cytokine gene expression was drastically up
regulated (p value = 5.10 ™) following melphalan chemotherapy. The expression of Interleukin 1B (IL-1B8) by
PBMCs induces expression and secretion of Interleukin 6 (IL-6) by plasma cells. IL-6 is a pleiotropic cytokine

that has many physiological functions, and impacts many types of solid cancers and hematological
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malignancies (261). In MM the pleiotropic, pro-inflammatory cytokine IL-6 is a crucial factor for the growth,
proliferation, and survival of the plasma cells (243, 246, 262). Clinical and preclinical studies aiming at IL6
signaling blockade confirm the role of this cytokine in MM pathogenesis (243, 248), (249-251). In our
cohort, the mean duration of relapse of the patient samples of the T2 group that clusterized with the T1
group (4 on the 15 analyzed samples) was is 15 months (standard deviation of 8.24). The IL-1B expression
of these patients was high compared with the other T2 samples. In contrast, mean duration of relapse of
the patient samples of the T2 group that clusterized with T2 group (11 on the 15 analyzed samples) was
27.25 months (standard deviation of 9.77) and their IL-1 expression was lower than the T2 samples that
clusterized in the T1 group. The relapse rate was significantly different among patients whose expression of
IL-1B was increased in comparison with those with reduced expression of IL-1B (p-value=0.05). Thus
overexpression of IL-1B gene could be a good biomarker of early relapse in patients with MM undergoing
autologous-HSCT, this hypothesis will be tested on a larger cohort study.

We propose the following model (Figure 5); the increased expression of IL-13 by PBMCs induces the
expression and secretion of IL-6 by plasma cells, which induces the proliferation of tumor cells and cause
early patient relapse and/or resistance to chemotherapy (249). The addition of an anti-IL-6 in a
combination of bortezomib-melphalan-prednisone in the phase Il clinical study (in conventional
chemotherapy) of San Miguel et al. (248) did not improve the rate of response to treatment. Nonetheless
it would be interesting to test the effect of melphalan high dose combined with an anti-IL-6 in auto-HSCT.
This could decrease the cytokinian rush, which would reduce tumor cells proliferation, thus increasing the

efficiency of melphalan and reducing the risk of early relapse in MM patient candidate for autograft.

Conclusion

The inteuleukine-1p secreted by PBMCs induces the expression of interleukin-6 by plasma cells. IL-6 is a
cytokine involved in cell growth, proliferation and cell survival in myeloma cells.

It would be interesting then to combine melphalan and an anti-IL-6 (as Siltuximab) to reduce cytokinien
rush, reducing early tumor cell proliferation, and thus increase the effectiveness of high dose melphalan
chemotherapy and reduce early relapse of patients with myeloma receiving autologous hematopoietic

stem cells transplantation
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Figures:
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expressed under the background in at
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10 000 permutations
FDR = 5%

Figure 1 : Gene expression analysis pipeline

The raw data were filtered and then controls were removed. Quantile normalization was applied. A paired t-
test was performed on the normalized data and a hierarchical clustering was applied to significant
differentially expressed genes between T1 group (sample patients before chemotherapy) and T2 group

(sample patients after chemotherapy and before graft). The FDR was fixed at 5%
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Cluster |

Cluster Il

Figure 2: Gene expression profile of melphalan effect

Down-regulated genes are shown in green and the up-regulated genes are in red. On the abscissa axis, the
samples are separated into two groups T1 (before chemotherapy) and T2 (after chemotherapy and before
graft). On the ordinates, probes that represent differentially expressed genes. The probes are separated into

two clusters: Cluster | and Cluster Il
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Summary of some enrichment functional terms (Go terms) found with g: Profiler for Cluster I. In the

Figure 3: Cluster | functional term enrichment

ordinate, adjusted p-values (Bonferroni correction) according to GO selected terms. All enrichments are

statistically significant with p-values <0.05.
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Figure 4: Cluster Il functional term enrichment

Summary of some enrichment functional terms (Go terms) found with g: Profiler for Cluster II. In the

ordinate, adjusted p-values (Bonferroni correction) according to GO selected terms. All enrichments are

statistically significant with p-values <0.05.
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Figure 5 : Involvement of IL-18 and IL-6 in the resistance to chemotherapy and patients early relapse

The secretion of IL-16 by PBMCs induces the expression of IL-6 by plasma cells which help to their
proliferation. Leading to chemotherapy resistance and early relapse in autologous stem cells

transplantation recipients.
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Etude transcriptomique des lymphomes B diffus a
grandes cellules liés a l’infection par HIV

Introduction et justificatif du travail

Dans les ganglions lymphatiques des patients atteints de lymphome, les cellules B regoivent des signaux
tels que IL-6, I'lL-10 et le TNF-a, qui induisent I'activation et la prolifération des cellules B. Cette
prolifération augmente les erreurs de réparation de I'ADN, et associée a la dérégulation des génes
suppresseurs de tumeurs (tels que p53) ou encore I'activation de proto-oncogenes (tels que BCL-6 ou Ras)

ameéne a favoriser le développement tumoral.

Le lymphome B diffus a grandes cellules (LDGC) représente 30 a 40 % des lymphomes, celui-ci est traité par
une combinaison de drogues. L'index de pronostique international (IPl) est utilisé pour classer et traiter les
patients. L'IPI est calculé sur la base de paramétres cliniques, tels que : I'age, le taux et de LDH. Sur cette
base, 4 groupes pronostiques sont définis : bas risque avec 0-1 point, risque intérimaire bas avec 2 points,
risque intermédiaire haut avec 3 points et haut risque avec 4-5 points, ce dernier a un taux de survie a 5 ans

de 26 % (Table 4).

Groupes Basrisque  Risque intérimaire bas Risque intermédiaire haut  Haut risque
Survie a 5 ans 73 % 51% 43 % 26 %
Nombre de
0-1 2 3 4-5
points

Table 4 : Identification des groupes de patients atteints de lymphome B diffus a grandes cellules selon I'index de
pronostique international IPI

L'hétérogénéité clinique peut étre expliquée par I’hétérogénéité moléculaire de la tumeur, par conséquent,
les criteres cliniques ne suffissent plus pour traiter les patients. Pour tester cette hypothese, en 2000,
I’équipe d’Alizadeh et coll. (95) utilise les microarrays pour analyser une série de biopsies de patients
atteints de lymphomes B diffus a grandes cellules. Les résultats de ce travail ont permis de proposer la
distinction de deux sous-types différents au sein des LDGC. Les sous-types GC (pour germinal cell) avec la
surexpression de CD10, CD 38, aMyB, OGG1, BCL-6, BCL-7a et LMO2 ainsi que le groupe ABC (pour
activated B cell) avec la surexpression de IRF4, FLIP et BCL-2 ; ont été identifiés. L'intérét majeur de cette

étude est que ce profil correspond a des groupes pronostiques différents (Figure 23).
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Figure 23 : Caractéristiques et profils d’expression des sous-types GC et ABC
23-A : représente le profil d’expression des sous-types ABC et GC du LDGC
23 — B : représente des géenes surexprimés dans les deux sous-types identifiés
23-C : représente les courbes de survie Kaplan-Meier des sous-types GC et ABC

Le panel sépare des patients en fonction du sous-groupe GC vs ABC. La médiane de survie globale se situe a

2 ans pour le groupe ABC, et elle n’est pas atteinte pour le groupe GC (Figure 25-C). Une étude postérieure
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dirigée par Rowenwald et coll. en 2002 (96) retrouve les sous-types GC et ABC, mais aussi un 3° groupe qu’il
qualifie du « type 3 ». Cette étude retrouve les différences de survie précédentes, avec une différence nette
entre le groupe ABC et le « type 3 » versus GC. lls ont affiné des aspects prédictifs, en montrant notamment
I'impact négatif de I'expression d’un groupe de génes d’activation du lymphocyte B sur la survie. L’analyse a
haut débit est devenue un outil central tant dans la classification que dans la physiopathologie des

lymphomes (263).

Les lymphomes non hodgkiniens chez les patients infectés par le VIH comportent des formes
anatomopathologiques particulieres (lymphomes de séreuses, maladies de Castleman multicentrique), a
coté de formes histologiques retrouvées chez les patients non-immunodéprimés, notamment les
lymphomes de Burkitt et les lymphomes B diffus a grandes cellules. Les traitements des LNH associés au
VIH sont calqués sur ceux des patients non immunodéprimés. En revanche, la pathophysiologie des
lymphomes liés a I'infection au VIH n’est pas la méme que celle des lymphomes immunocompétents. En
présence du VIH, il existe un microenvironnement spécial dans le ganglion lymphatique, qui induit
notamment I'activation et la prolifération des cellules B en absence de la réponse immunitaire. La
prolifération augmente la dérégulation des genes tels que p53 et I'activation des proto-oncogenes tels que

c-myc et BCL-6 en plus de I'absence de I'immunosurveillance.

Il n’existe pas a notre connaissance de données transcriptomiques concernant les LNH liés a I'infection au
VIH, mais seulement des études partielles sur un nombre limité de geénes et/ou des études en
immunohistochimie, technique dont on connait les discordances concernant la discrimination GC versus
non-GC en comparaison avec la technique moléculaire de référence. L’objectif de notre étude est donc
d’analyser le profil d’expression génique des LNH du type DGC afin de vérifier I'existence éventuelle des
sous-groupes décrits chez les patients immunocompétents et/ou de définir de nouveaux profils géniques
spécifiques des LNH liés a I'infection par le VIH. Notre objectif est aussi de définir la pathophysiologie des
différents sous-types et de mettre en évidence les voies moléculaires dérégulées qui peuvent avoir une

valeur pronostique.

Matériels et méthodes

Echantillons biologiques

La tumorothéque de I’ANRS (Agence nationale de recherches sur le sida et les hépatites virales) nous a
donné acces a 7 échantillons conservés en paraffine mais aussi des données cliniques et biologiques
(cohorte ANRS CO16 Lympho-VIR). Cing autres échantillons nous ont été fournis par le Pr Lépidi (CHU de la

Timone Marseille). Nous avons utilisé deux réplicats techniques par échantillon biologique.
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Extraction des ARN, quantification et controle qualité

Le kit RNeasy FFPE de Qiagen a été utilisé, ce protocole est idéal pour la purification de I’ARN total a partir
de microdissection d’organe fixé inclus en paraffine. Ce protocole inclut une étape de déparaffinisation et
réhydratation du tissu, une étape de lyse avec la protéinase K, suivie d’'une étape de traitement a la
chaleur. 'ARN a été ensuite extrait sur colonne avec un traitement a la DNase, des lavages successifs et
une élution avec de I'eau RNase free. Il faut noter que, malgré les difficultés de conservation des ARN en
paraffine, des résultats reproductibles et cliniquement significatifs ont pu étre obtenus sur de tels

prélévements (264).

La quantification et le controle de qualité des ARN ont été réalisés en utilisant le NanoDrop et le

Bioanalyzer d’Agilent.

Etude transcriptomique

Pour I'analyse transcriptomique, la puce SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 d’Agilent est utilisée. Cette
derniere offre une grande couverture des genes et des transcrits, avec une grande sensibilité. La puce
comporte huit zones d’hybridation (arrays), dont chacun comporte 62 976 sondes. Plusieurs sondes du
méme transcrit sont synthétisés sur la puce qui ciblent différents endroits du gene, celles-ci ont une taille

de 60 nucléotides.

Le protocole « Gene Expression FFPE Workflow » d’Agilent a été utilisé pour le marquage et I'hybridation
des échantillons. Le protocole comporte une étape de réparation, amplification, de purification et de
marquage de la librairie, suivi d’'une étape de purification des ADN complémentaires marqués et

I’hybridation sur les puces pangénomiques.

Analyses statistiques

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées (normalisation par les
qguantiles) afin de définir les groupes qui peuvent séparer les échantillons selon leur profil d’expression
génique. Une analyse SAM est ensuite réalisée en tenant en compte des groupes retrouvés apres clustering

hiérarchique. 10 000 permutations, et un FDR de 1 % sont utilisés.

Résultats préliminaires

Aprés clustering hiérarchiques des données normalisées des 24 échantillons (2 réplicats par échantillons),
deux groupes ont été mis en évidence selon leur profil d’expression génique. Sur cette base, une analyse
SAM a été réalisée sur les données normalisées en utilisant la corrélation de Pearson et 10000

permutations, le FDR a été fixé a 1 %. Les deux groupes du clustering hiérarchique non supervisé ont été
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retrouvés, les deux groupes sont hétérogenes et se composent tous deux de profil GC et non-GC (selon la
classification classique des lymphomes). 6944 génes différentiellement exprimés ont été retrouvés entre

les deux groupes d’échantillons (figure 24).

Nous ne pouvons pas encore discuter les résultats qui sont encore préliminaires, des analyses statistiques
plus poussées vont étre réalisées, ainsi que des analyses d’annotation fonctionnelles afin de mettre en
évidence les sous-types potentiels des lymphomes B diffus a grandes cellules, mais aussi identifier les voies
dérégulées dans chaque sous-type. Les résultats de cette étude seront validés dans une cohorte
indépendante, cohorte dont les échantillons ont été récupérés du CHU de Nice (Service du Pr Michiels) et

de ’ANRS.
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Figure 24 : Profil d’expression des lymphomes B diffus a grandes cellules liés a I'infection au VIH

Les génes sous exprimés sont représentés en vert, les génes surexprimés sont en rouge. Sur I’axe des abscisses ; les
échantillons séparés sur deux groupes. Sur I’axe des ordonnées ; les sondes qui représentent les géenes
différentiellement exprimés, ces dernieres sont séparées en deux clusters ; Cluster | et Cluster I/
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Conclusion générale

La génomique fonctionnelle vise principalement a définir la fonction des génes en étudiant notamment les
produits de ces derniers: les ARN et les protéines, mais aussi d’étudier leur mode d’expression, de
régulation ainsi que leurs interactions. Désormais, les méthodes expérimentales a haut débit ont rendu
possible I'analyse simultanée de I'ensemble du génome humain. La génomique impliquant I’expression des
génes a grande échelle a rapidement trouvé des applications en clinique afin de tendre vers une médecine

personnalisée et prédictive (265).

Durant ma these, je me suis intéressée a I'apport de I'approche transcriptomique dans la compréhension
de différents problemes de I'oncohématologie notamment: au déces lié aux infections, a I'absence

d’obtention de la rémission, ainsi qu’au déceés lié aux rechutes

- Le déces lié aux infections

Une grande partie de mon travail a été de définir une signature transcriptomique prédictive de la survenue
d’un sepsis et/ou de SIRS dans le cadre des autogreffes de cellules souches hématopoiétiques. Onze génes
(CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRMS8, C6orfl92 et
LOC10289230 et XLOC-005643) ont été identifiés comme étant différemment exprimés chez les patients
qui développeront un sepsis et/ou de SIRS au minimum dans les 48 heures suivant la chimiothérapie de
conditionnement. Cette signature transcriptomique prédictive ouvre les portes a de nouvelles stratégies
thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique et/ou antifungique adaptée au profil de risque

spécifique de chaque patient a développer ou pas un sepsis.

D’autre part, j'ai participé a une étude clinique visant a étudier I'efficacité de la micafungine comme

prophylaxie antifungique chez les patients atteints de leucémie aigué myéloide (Publication annexe)

- L’absence d’obtention de la rémission

Je me suis intéressée a la physiopathologie des lymphomes non hodgkiniens liés a I'infection par le VIH, en
analysant le profil d’expression génique des lymphomes B a grandes cellules afin de vérifier I'existence
éventuelle des sous-groupes décrits chez les patients immunocompétents et/ou de définir de nouveaux
profils géniques spécifiques des LNH liés a I'infection par le VIH. Cette étude est en cours de réalisation, les

résultats préliminaires seront confirmés dans une cohorte de réplication indépendante.
- Le déces lié aux rechutes

Dans cette partie, je me suis intéressée a la chimiothérapie de conditionnement : le melphalan. Cette étude

nous a permis dans un premier temps ; d’identifier les voies moléculaires et biologiques affectées apres le
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conditionnement chimiothérapeutique dans les cellules mononuclées du sang périphérique, ainsi que
d’identifier I'IL-1B comme étant un potentiel marqueur de la rechute précoce des patients atteints de

myélome traités par autogreffes de cellules souches hématopoiétiques.

La défaillance du systéme immunitaire inné est liée a la rechute des patients dans différentes pathologies
et notamment la leucémie aigué myéloide. Nous avons comparé la signature transcriptomique des cellules
NK de patients atteints de LAM a celle de donneurs sains. De plus, nous avons identifié le facteur de

transcription ETS-1 comme étant un candidat potentiel capable a réguler I'expression des trois NCR.

La majorité des patients atteints de LAM sont en rémission compléte aprés une chimiothérapie standard.
Cependant, la majorité des patients rechutent et décédent de la maladie. La population de cellules souches
leucémiques est enrichie en cellules CD 34", CD38 °, celles-ci sont résistantes a la chimiothérapie
conventionnelle. Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a l'effet du DIMATE inhibiteur des

aldéhydes déshydrogénases sur les cellules leucémiques (Annexe).
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Figure 1 : L’hématopoiese
Etapes de différentiations des cellules sanguines a partir des cellules souches hématopoiétiques
pluripotentes (www.biolegend.com)
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Les hémopathies malignes : Généralités

Définition

Les hémopathies malignes sont définies comme des néoplasies développées a partir de cellules
hématopoiétiques de la moelle osseuse et du systeme lymphoide Figure 1 (1). L'Organisation mondiale de
la santé (OMS) a proposé de les classer en hémopathies myéloides et hémopathies lymphoides. Les
hémopathies myéloides comprennent: les syndromes myéloprolifératifs chroniques, les syndromes
myélodysplasiques, les leucémies aigués myéloides. Les hémopathies lymphoides comprennent: les

lymphomes hodgkiniens, les lymphomes non hodgkiniens (B, T, NK/T).

Diagnostic

Le diagnostic des hémopathies malignes repose sur une combinaison de résultats multidisciplinaires;
confrontant des données cliniques, morphologiques, biologiques, cytogénétiques, histopathologiques,
génétiques, immuno-phénotypiques, cytologiques et moléculaires. Cette confrontation permet de classer
les hémopathies malignes dans différentes catégories, définies par une classification proposée par 'OMS.
Cette classification représente un consensus entre cliniciens, hématologistes, biologistes et

anatomopathologistes (2). Chaque pathologie présente des modalités évolutives et un pronostic propre (1).

Classification des hémopathies malignes

Hémopathies myéloides
Ces pathologies touchent les cellules souches de la moelle osseuse, comportant les précurseurs des lignées

granuleuses, érythroblastiques, mégacaryocytaires et histio-monocytaires (1).

Les néoplasies myéloprolifératives chroniques
Les syndromes myéloprolifératifs chroniques se caractérisent par I'accumulation sanguine et médullaire de

cellules différenciées (1), et I'on distingue :

- Leucémie myéloide chronique : cellules granuleuses
- Polyglobulie primitive : cellules érythroblastiques
- Thrombocytémie : cellules mégacaryocytaires

- Myélofibrose idiopathique : atteinte des trois lignées
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Les syndromes myélodysplasiques
IIs se caractérisent par des événements mutationnels d’'une ou des trois lignées médullaires, responsables

de cytopénie. Ces syndromes peuvent aussi évoluer vers une leucémie aigué.

Les leucémies aigués myéloides

La leucémie aigué myéloide (LAM) est la plus fréquente des leucémies aigués, dont elle représente 80 % (3).
L'incidence de la LAM augmente avec I'dge de : ~1,3/100 000 dans la population dont I'dge est inférieur a
65 ans, a 12,2/100000 chez la population dont I'dge est supérieur (3). Bien que le progrés dans le
traitement de la LAM ait conduit a des améliorations significatives chez les patients jeunes, le pronostic
chez les personnes agées qui représentent la majorité des cas reste faible. Méme avec les traitements
actuels, plus de 70 % des patients de plus de 65 ans de décedent de leur maladie dans I'année du diagnostic

(4,5).

Les leucémies aigués myéloides se caractérisent par une prolifération des précurseurs médullaires des trois
lignées conduisant a I'accumulation dans le sang et dans la moelle de cellules immatures. Il existe différents
types de LAM, les indifférenciées, les peu différenciées, les myéloblastiques, les monoblastiques, les
myélomonoblastiques ainsi que les leucémies aigués érythroblastiques et mégacaryoblastiques. La
classification franco -américano-britannique représente la premiére classification des LAM. Etablie en 1976,
elle définit huit sous-types (table 1) basée sur les caractéristiques morphologiques et cytochimiques des

cellules leucémiques.

MO Leucémie myeloblastique indifférenciée
M1 Leucémie myeloblastique sans mutation
M2 Leucémie myeloblastique avec mutation
M3 Leucémie promyelocytaire

M4 Leucémie myelocitaire

M5 Leucémie monoblastique

M6 Leucémie érythroblastique

M7 Leucémie megacaryoblastique

Table 1 : Classification franco -américano-britannique des leucémies aigués myéloides selon

Bennett et al. 1985
En 2001, 'OMS propose un nouveau systeme de classification basé sur les progres réalisés dans le

diagnostic et la gestion des LAM, celui-ci est suivi par une version révisée en 2008 (6).

En 2016, une nouvelle version révisée a été établie, la classification des LAM proposée par 'OMS se
distingue par l'intégration de données : génétiques, morphologiques, immunophénotypiques et cliniques
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pour définir de grandes entités pathologiques : LAM avec anomalies génétiques récurrentes ; LAM avec des
fonctionnalités liées a la myélodysplasie ; LAM liées au traitement ; LAM non spécifiée ; sarcome myéloide ;

et la prolifération myéloide liée au syndrome de Down (Table2)(4, 7)

LAM avec anomalies génétiques récurrentes

LAM avec t(8:21)(q22;922) ; RUNX1-RUNX1T1

LAM avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYH11

LAP avec PML-RARA

LAM avec t(9;11)(p21.3;923.3) ; MLLT3-KMT2A

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

LAM avec inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(g21.3;q26.2) ; GATA2, MECOM

LAM avec t(1;22)(p13.3;q13.3) ; RBM15-MKL1

LAM avec BCR-ABL1

LAM avec NPM1 muté

LAM avec mutation biallélique de CEBPA

LAM avec RUX1 muté

Table 2 : Classification des leucémies aigués myéloides (LAM) avec anomalies génétiques récurrentes selon I’'OMS 2008

LAP : Leucémie aigué promyélocytaire, LM : Leucémie myéloide

La LAM peut survenir chez les patients souffrant d’un trouble hématologique sous-jacent ou a la suite d’un
traitement antérieur (par exemple, I'exposition a des topo-isomérases ll, des agents alkylants ou des
radiations) (8). Cependant, dans la majorité des cas, elle apparait comme une tumeur maligne de novo chez
des individus en bonne santé. Quelle que soit son étiologie, la pathogénie de la LAM implique la
prolifération anormale et la différenciation d’une population clonale de cellules souches myéloides. Des
translocations bien caractérisées et récurrentes, telles que t (8:21) (géne CBF-AML) ou t (15:17) (géne APL)
se traduisent par la formation de protéines chiméres (RUNX1-RUNX1T1 et PML-RARA, respectivement), qui
modifient le processus de maturation normale des précurseurs myéloides. Outre les grands remaniements
chromosomiques, des changements moléculaires ont également été impliqués dans le développement de

la LAM (4).

La leucémie aigué myéloide est une pathologie trés hétérogéne ; bien que des cas puissent étre stratifiés en
groupes : favorable, intermédiaire et de risque défavorable en fonction de leur profil cytogénétique, le

pronostic de ces catégories varie considérablement (4). L’identification des mutations génétiques
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récurrentes, telles que FLT3-ITD, NMP1 et CEBPA, a permis d’affiner le pronostic individuel. Malgré les
progrés dans les soins de soutien, le traitement le plus courant est une combinaison de cytarabine -
d’anthracyclines et la greffe allogénique de cellules souches pour les candidats éligibles. Les patients agés
sont souvent incapables de tolérer de tels traitements et présentent un pronostic particulierement

défavorable (4).

Les hémopathies lymphoides

Les hémopathies lymphoides sont des tumeurs hématopoiétiques provenant de cellules
immunocompétentes : les lymphocytes. Ces derniers se propagent a d’autres tissus lymphoides et non
lymphoides, soit par infiltration directe ou diffusion hématogene. Les hémopathies lymphoides constituent

un groupe hétérogeéne de pathologies liées au déréglement des lymphocytes (9).

Les hémopathies lymphoides sont divisées en deux groupes principaux : les lymphomes non hodgkiniens

(LNH) et les lymphomes hodgkiniens (HL) (10).

Le lymphome hodgkinien

Le lymphome d’Hodgkin (ou hodgkinien) est caractérisé par la présence le plus souvent, de cellules de
Reed—Sternberg. Il survient particulierement chez de jeunes patients, sans antécédents

d’'immunosuppression.

Les lymphomes non hodgkiniens

Les NHL sont classés comme étant du type B (le plus fréquent), T, ou NK. Le diagnostic des différents
lymphomes est effectué en combinant plusieurs techniques: examen microscopique standard,
immunophénotypage, immunohistochimique ou en utilisant la cytométrie en flux. L'utilisation de la
biologie moléculaire (ADN/ARN) peut étre nécessaire pour confirmer le diagnostic. Bien que la cause des
lymphomes soit inconnue, les infections virales antérieures avec le virus d’Epstein-Barr (EBV) ou le virus T-
lymphotropique humain (HTLV-1) peuvent étre associées a des sous-types de LNH. L'immunosuppression et

I'infection dues au virus du sida (VIH) sont aussi des facteurs de risque (10).

Plusieurs systemes de classification ont été proposés, on peut citer celle de : I'institut national du cancer,
celle de I'Organisation mondiale de la santé... Ces systemes classent les lymphomes par : type cellulaire,
modele de croissance et par grade. En général, les tumeurs les plus avancées aux stades les plus élevés ont
un mauvais pronostic et sont plus susceptibles de se propager au systeme nerveux (10). Le tableau ci-
dessous (Table 3) résume la classification histologique des hémopathies lymphoides non hodgkiniennes T et

B selon I’'OMS.
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Les lymphomes T et NK

Les lymphomes T et NK constituent un groupe hétérogéne de pathologies liées a un déréglement d’origine
lymphocytaire. lls se développent aux dépens des lymphocytes T matures ayant quitté le thymus aprés y
avoir réarrangé leurs récepteurs a I'antigene et franchissent avec succes différentes étapes de sélection. Ils
représentent 15 % des lymphomes dans les pays occidentaux et leur pronostic est défavorable, si on les
compare a celui des lymphomes B. La dénomination « Lymphomes T périphériques » les oppose aux
lymphomes et leucémies développés aux dépens des précurseurs lymphocytaires « centraux » que sont les
leucémies et lymphomes lymphoblastiques T. La description des lymphomes dérivant des cellules natural
killer est regroupée avec celle des lymphomes T, en raison des similitudes immunologiques qui existent

entre ces deux lignées (9).

Les principaux marqueurs de la lignée T sont le CD2, le CD3, le CD5 et le CD7. La négativité des
marqueurs CD1, TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase) permet d’affirmer le caractere
« périphérique » (post-thymique) de la prolifération. Les antigénes CD4, CDS8 et les protéines des granules
cytotoxiques (TIA-1, granzyme B, perforine) permettent de préciser les sous-types fonctionnels des cellules
T. Le phénotype des cellules NK présente une variation selon la sous-population considérée, mais nous
pouvons quand méme retenir le profil suivant : CD2+, CD3 membranaire -, CD3e cytoplasmique +, CD16+,

CD56+. Il existe le plus souvent une expression cytoplasmique de marqueurs de cytotoxicité (9).

La classification des lymphomes T selon I’'OMS ne distingue pas moins d’une quinzaine d’entités différentes

(9, 11). Table 3
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Lymphomes T et NK Lymphomes B

Cellules T précurseurs

Lymphomes/Leucémies T lymphoblastiques Cellules B précurseurs
Proliférations T matures (périphériques) Lymphomes/Leucémies B lymphoblastiques
Leucémie polymphocytaire T Proliférations B matures (périphériques)
Leucémie lymphocytaire T a grains Leucémies lymphoides chroniques B/lymphomes

lymphocytiques
Leucémie agressive NK

Leucémie prolymphocytaire B
Lymphome T de I'adulte (HTLV-1)

Lymphome lymphoplasmocytaire
Syndrome de Sézary

Lymphome splénique de la zone marginale
Lymphome T angio-immunoblastique

. , Leucémies a tricholeucocytes
Lymphome T périphérique, sans d’autre

précision Myélome/plasmocytome

Lymphome anaplasique a grandes cellules Lymphome extra-ganglionnaire de la zone

marginale de type MALT
(T/null) de type systémique

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire
Lymphome NK/T extraganglionaire de type

nasal Lymphome folliculaire
Lymphome T type entéropathie Lymphome du manteau
Lymphome T y& hépatosplénique Lymphome diffus a grandes cellules B
Lymphome T sous-cutané type panniculite (médiastinal/séreuses)
Lymphome anaplasique a grandes cellules Lymphome de Burkitt

(T/null) cutané primitif

Table 3 : Classification histologique des hémopathies lymphoides non hodgkiniennes T et B selon

I'organisation mondiale de la santé 1997.

Les lymphomes T angio-immunoblastiques

Les lymphomes angio-immunoblastiques (LAI) ont été décrits comme des affections non tumorales, mais
sont désormais considérés comme des tumeurs avec une prolifération clonale T CD4 avec une fréquente

trisomie 3 ou 5 (11). Le phénotype immunologique est habituellement celui d’'une prolifération de T
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matures (CDla-, TdT -, CD3+, CD5+, CD7+) les cellules T situées au sein de la prolifération sont
essentiellement CD4+, souvent accompagnées d’un contingent de cellules CD8+ moins nombreuses. La
présence d’'immunoblastes de phénotype B au sein des lIésions de lymphomes T est caractéristique de ce
sous-type de lymphome. Ces cellules sont porteuses de marqueurs d’association au virus d’Epstein-Barr

(EBV). Le pronostic de cette hémopathie est défavorable avec une survie a 5 ans de I'ordre de 35 % (9).

Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules T (T/nuls)

Les cellules des lymphomes T anaplasiques a grandes cellules expriment les antigenes CD25 et CD30,
fréquemment I'antigéne membranaire épithélial (EMA) et souvent un phénotype cytotoxique, avec

I’expression des protéines perforine et granzyme. Deux formes cliniques sont observées :

- les formes cutanées primitives ; avec une évolution indolente, voire spontanément régressive.

- les formes systémiques avec un tableau clinique plus agressif avec polyadénopathies, atteinte
extraganglionnaire et une translocation t (2;5) qui conduit a un gene de fusion entre le géne
denucléophosmine (NPM) et le géne de lymphoma kinase (ALK) (9, 11). Les lymphomes T angio-
immunoblastiques ont un pronostic favorable par rapport aux autres lymphomes T périphériques avec une

sensibilité aux traitements chimiothérapeutiques (12, 13)

Les lymphomes T périphériques, sans autre précision

lls constituent un groupe hétérogene de lymphomes, ne présentant aucune autre caractéristique
permettant de les classer dans un autre sous-type. lls représentent environ 40 % des lymphomes T
périphériques. Les cellules tumorales présentent un immunophénotype de Ilymphocytes T

périphériques CD3+, CD5+, CD7+ avec une prédominance de I'expression de CD4 et de CD8 (9, 11).

Les lymphomes T cutanés

s se séparent en deux groupes (9) :

- leslymphoproliférations T cutanées primitives non épidermotropes : exprimant |'antigene CD30

- les lymphoproliférations T cutanées primitives non épidermotropes : CD30 négatif.

Les lymphomes T/NK extraganglionnaire du type nasal, les lymphomes T de type entéropathie, les
lymphomes T hépatospléniques, les leucémies NK agressives et autres types sont des formes rares de

lymphomes avec des caractéristiques spécifiques a chaque entité (9, 11).

Les lymphomes B
Les lymphomes B représentent environ 85 % de I'ensemble des lymphomes non hodgkiniens dans les pays
occidentaux. Les lymphomes diffus a grandes cellules B, les lymphomes folliculaires, les lymphomes du

184



manteau, les lymphomes de la zone marginale du type MALT et les lymphomes diffus lymphocytiques de

type leucémie lymphoide chronique sont les plus fréquents (11, 14).

Les lymphomes folliculaires

lls se caractérisent par une architecture folliculaire, de composition cellulaire comparable a celle des
centres germinatifs normaux (centroblastes, centrocytes), d’ol la dénomination de centroblastique-
centrocytique selon la classification de Kiel. Sur un plan immunohistochimique, les cellules B tumorales
expriment en général I'antigéne CD10, mais pas les antigénes CD5 ou CD23. Elles sont entourées par un
réseau de cellules dendritiques (détectées par immunohistochimie R4/23+, CD35+). En cytogénétique et
dans la majorité des cas, il existe une translocation t(14 ;18) qui permet de déplacer I'oncogéne BCL-2,
normalement situé sur le chromosome 18, a proximité des génes des chaines lourdes d’immunoglobulines.
La dérégulation de BCL-2 qui en résulte ; conduit a une surexpression de la protéine, avec ses conséquences
sur la survie cellulaire (en raison du role de BCL-2 dans la protection de I'apoptose). Le lymphome
folliculaire est caractérisé par une évolution lente. Il peut se transformer en lymphome d’une grande
malignité par I'accumulation et I'enrichissement en anomalies génétiques, en particulier la mutation p53

(11, 15).

Les lymphomes du manteau

Les lymphomes du manteau se caractérisent par une prolifération monomorphe d’architecture diffuse ou
nodulaire, constitués de petites cellules irréguliéres, parfois disposées autour de centres germinatifs
réactionnels, de phénotype B IgM+/IgD+, CD5+, CD10- et CD23-. La cytogénétique a montré |'existence
d’une translocation t (11;14) (q13;32) qui permet a l'oncogéne BCL-1 (situé sur le chromosome 11
normalement) a se retrouver a proximité des génes des chaines lourdes d’immunoglobulines. La
surexpression de BCL-1 dans ce cas-la, augmente la production de la protéine cycline D1 qui joue un rdle
dans la prolifération cellulaire (11, 16). Les lymphomes du manteau ont un pronostic sévére, avec une
mauvaise réponse aux chimiothérapies. Le taux de survie a 5 ans est voisin de 25 % (14). D’autres variantes
cytogénétiques blastiques ont été décrites, elles sont encore de plus mauvais pronostic. Ces variantes sont

associées a une accumulation d’anomalies génétiques, dont les mutations de p53 (14, 17).

Les lymphomes B de la zone marginale du tissu lymphoide associés aux mugueuses (de type

MALT)

Ces LHN sont constitués de cellules de petite taille dont I'aspect cytologique peut varier. Les cellules B
tumorales sont de phénotype IgM+, IgD-, CD5-, CD10-, CD23-. L’anomalie génétique la plus connue est la
translocation t (11;18), présente chez 30-50% des patients atteints de lymphome de MALT (14).
Helicobacter pylori joue un role dans les localisations gastriques du lymphome. Des études ont montré que

cette bactérie était nécessaire a la croissance tumorale et que le traitement d’Helicobacter par
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antibiothérapie est souvent suivi d’une régression de la maladie voire une rémission (14, 18, 19). Trois

variétés histologiques sont connues :

- Les lymphomes lymphocytiques
- Les lymphomes lymphoplasmocytaires

- Les lymphomes ganglionnaires de la zone marginale

Les lymphomes diffus a grandes cellules B (LDGCB)

Représentent 30 - 40 % des lymphomes non hodgkiniens. Une translocation t (14 ;18) est retrouvée dans
environ 20% des cas, des anomalies du gene Laz-3/BCL-6 sont particulierement fréquentes. Un
réarrangement ou une amplification du géne c-myc est rarement observé (14, 20). La surexpression de la
protéine BCL-2 et de la protéine mutée p53 constituent des valeurs de mauvais pronostic (21, 22). Les
LDGCB peuvent aussi étre observés dans un contexte d’immunosuppression (VIH +, traitements

immunosuppresseurs).

Les lymphomes de Burkitt

IIs sont considérés comme une entité pathologique de grande malignité, ce type de lymphome est rare. Les
cellules tumorales sont de taille moyenne avec un noyau arrondi ou ovoide a contours réguliers. Son profil
immunophénotypique est bien caractérisé avec une expression des antigénes : CD19, CD20, CD22, CD79a
associé aux cellules B. L'origine centrofolliculaire de ces cellules tumorales est confirmée par Ila
surexpression du CD10 et de BCL-6. Les lymphomes de Burkitt peuvent envahir n‘importe quel tissu,

actuellement trois formes de ce lymphome sont identifiées :

- Une forme endémique
- Une forme sporadique

- Une forme observée chez les patients immunodéprimés

L'implication de I'oncogene c-myc est la marque constante dans ces trois formes avec la translocation t
(8 ;14) ou une variante t (2 ;8) ou encore t (8 ;22), son association avec le virus d’Epstein-Barr (EBV) dans sa

forme endémique africaine en fait un modéle de tumeur associée a un virus (23)

Le myélome multiple

Définition du myélome

Le myélome est une hémopathie maligne qui affecte les cellules B clonales. Il se caractérise par une
expansion aberrante des cellules plasmocytaires dans la moelle osseuse, ainsi que dans I'os cortical et les
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autres sites extramédullaire (24). Décrit pour la premiére fois dans les années 1840 par des médecins qui

ont observé une atteinte osseuse et des infiltrations de la moelle osseuse (25)

Le myélome représente 10 % des hémopathies malignes (26). Cest une pathologie qui évolue
généralement : d’'un stade asymptomatique avec une prolifération clonale des plasmocytes appelée
gammapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS). Les MGUS affectent 3% de la
population de plus de 50 ans et progressent en myélome multiple a un taux global de 1 % par an (27). Le
myélome est responsable de 1,5 a 2 % des déces liés aux cancers et 20 % des déces liés aux hémopathies
malignes. |l est plus fréquent chez 'homme que chez la femme et a un age de survenue de 65 a 70 ans.

Dans la plupart des cas, les causes du myélome sont inconnues, cependant, il a été associé aux

rayonnements, aux solvants ainsi qu’a I'exposition aux pesticides et au benzéne (24).

Manifestations cliniques du myélome

Le myélome est caractérisé par de I'ostéopénie, des lésions lytiques et de I’hypercalcémie sont des
marqueurs caractéristiques. Les douleurs osseuses sont présentes chez 70 a 80 % des patients, avec des
complications telles que les fractures pathologiques et la compression de la moelle épiniére. L'anémie,
I'insuffisance rénale, les saignements, I'hyperuricémie et I'amylose sont aussi des manifestations du

myélome (24).

La pathophysiologie du myélome

Les immunoglobulines (Ig) sont constituées deux chaines lourdes liées, avec une chaine légere attachée a
chacune, Figure2. Dans un contexte non pathologique, les cellules plasmocytaires produisent des
immunoglobulines pour combattre les corps étrangers considérés comme du « non-soi ». Cependant, dans
le cas du myélome, les cellules monoclonales plasmocytaires proliférent et surproduisent la protéine M
(IgG, IgM, ou IgA anormaux ou rarement IgE ou IgD). Les cellules du myélome multiple produisent
anormalement aussi des protéines de chaines légéres (k ou A), les cytokines qui stimulent les ostéoclastes
et répriment la production des ostéoblastes ainsi que les facteurs de I'angiogenese qui contribuent a la
formation des nouveaux vaisseaux sanguins. Par conséquent, le processus du myélome multiple conduit a
un niveau de protéine M excessive, ce qui provoque de I'hyperviscosité ; et les protéines de chaines légeres

causent des dommages aux organes cibles, en particulier ; les reins et les os (28).
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Figure 2 : Schématisation d’une molécule d'immunoglobuline (Ig) contenant deux chaines lourdes appariées avec une
chaine légere plus petite attachée a chacune d’elles. (Nau and al. 2008)

Le diagnostic

Le diagnostic de myélome multiple est basé sur les directives de « International Myeloma Working Group
Guidelines », table5 (29). Le diagnostic repose sur la présence d’un anticorps monoclonal «la
paraprotéine » ou « protéine M » conjointement avec une plasmocytose et des Iésions d’organes liés au
myélome (osseuses, rénales...). Cette protéine M spécifique au patient peut étre détectée dans le sérum ou
dans l'urine. L’identification et la quantification de la protéine M dans le sérum et dans I'urine
(électrophorese des protéines sériques et électrophorese des protéines urinaires) sont un élément central
dans le diagnostic du myélome. L’électrophorése sur gel d’agarose est la méthode courante de détection de
la M-protéines, alors que I'immunoélectrophorese est effectuée pour caractériser les types de chaines

lourdes et légeres (24).

188



Gammapathie monoclonale de
Myélome couvant Myélome multiple
signification indéterminée

Présence de protéine
Protéine monoclonale sérique  Protéine monoclonale sérique

<30g/L >30g/L

monoclonale sérique dans le
sérum et/ou dans l'urine

Présence de cellules
Présence de cellules Présence de cellules
plasmatiques clonales dans la
plasmatiques clonales dans la plasmatiques clonales dans la
moelle osseuse ou diagnostic

moelle osseuse <10 % moelle osseuse 210 %
d’un plasmacytome par biopsie
Pas de myélome lié a une Myélome lié a une atteinte
Aucune évidence d’autres
atteinte d’organe ou a une d’organe ou a une atteinte
troubles lymphoprolifératifs
atteinte tissulaire tissulaire

Pas de myélome lié a une
atteinte d’organe ou a une - -

atteinte tissulaire

Table 4 : Les critéres de diagnostic du myélome multiple selon le « International Myeloma Working Group Guidelines »
2003

Le traitement du myélome

L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques reste le traitement de référence en premiere ligne, chez
le sujet jeune atteint de myélome, apres des cycles de chimiothérapies conventionnelles, visant a réduire la

masse tumorale.
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Abstract (253/350 words)

In this work, we describe a global transcriptome overview of critical events occurring in blood, brain and
lung during an induced non infection inflammation in a murine model. Female C57BL6/J mice received an
intravenous oleic acid injection (OA) to induce a controlled inflammation. Lung, brain and Peripheral Blood
Mononuclear Cell (PBMC) expression patterns were analyzed using a Agilent 60K cDNA mouse microarray;
the enrichment of canonical pathways was calculated based on genes differentially expressed using the
Ingenuity Pathway program. Our analysis revealed marked changes in pathways involving the immune and
inflammatory responses. The inflammatory response was activated 1h30 in lung and 4h in brain after oleic
acid injection, showing a high expression level of genes involved in canonical pathways related to
inflammation, such as to LXR/RXR receptor, acute phase response and coagulation. In the lung, the second
peak of response was observed 4h after OA injection. Strikingly, all the significant pathways identified in
brain were also significant in lung, although most of the genes differentially expressed over the time course
were different. The inflammatory responses oscillated between pro and anti-inflammatory response in
both lung and brain, the time course being, however, different in the two organs. In PBMC, the response
appeared only 4h after OA injection and the pathways identified differed from those identified in lung and
brain, but the LXR/RXR one.

Keywords: Inflammation, ALI, Brain, PBMC, Lung, Transcriptome
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Background

The inflammation is a body’s response consecutively to an injury, infection or a trauma, involving the
immune system with the pro- and anti-inflammatory components {Robertson, 2006 #5} For example, in
intensive care unit, critically ill patients undergo an inflammatory process that can lead to organ
dysfunction and eventually death with pathophysiological events similar to those seen in sepsis. Non-
infectious systemic inflammatory response syndrome (SIRS) shares many common parameters with sepsis,
where a cascade of events is initiated by molecules common to pathogenic, non-pathogenic, and
commensal bacteria {Adib-Conquy, 2007 #41}. They are recognized by specific “pattern recognition
receptors” (PPRS) that identify also molecular structures associated with cellular stress and death, known
as damage associated molecular patterns (DAMPs) as well as conserved pathogen derived structures, or
pathogens associated molecular patterns (PAMPs) {Ciraci, #63}. The innate immune system represents a
non-specific response that can be activated within minutes. Its respond to a variety of stimuli is central to
its function in pathogen clearance and tissue repair based on its ability to distinguish pathogens as “non-
self” {Ciraci, #63}. The recent advances in inflammosome biology underline its role in sterile inflammation
and triggering of adaptive immune response {Ciraci, #63}, based on the hypothesis that immune system
activity stemmed from recognition of and reaction to internal danger signals, rather than from
discrimination between self and non-self-molecules (Matzinger P Expert Rev. Clin. Immunol. 8(4), 311-317
(2012), A. Castellheim,Scandinavian Journal of Immunology 69, 479—-491, 2009). A recent review concerning
the immunosuppression in sepsis that was recently published by Hotchkiss and all (Richard S Hotchkiss,
Guillaume Monneret, Didier Payen Lancet Infect Dis 2013;13: 260—68) underlined that patients were unable
to eradicate invading pathogens . One of the conclusions was that the degree of immunosuppression that
occurs in sepsis, may explain why many previous sepsis trials that were directed at blocking inflammatory
mediators or pathogen recognition signalling pathways failed, suggesting that therapies improving host
immunity may increase survival. Anyhow, since a part from the response of an organism to infection
depends strictly on the immune status and balance of inflammatory response, it is mandatory to perform
experiments which could specify the differences between inflammation due to an infectious process and
that due to a non-infectious one.

The technological advances in nucleic acid coupled with increased computational capacity provide an
opportunity to characterize the determinants of a response to an injury and infection at a genome-wild
scale. Thus, a large transcriptome analysis performed on the human circulating leukocyte after severe
trauma and burn injury, compared to healthy subjects receiving low-dose bacterial endotoxin, shown that
these severe stresses produce a global reprioritization affecting >80% of the cellular functions and
pathways, described as an unexpected “genomic storm” (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13
2581-2590 2011). The similarities in gene expression patterns between these different injuries reveal an
apparently fundamental human response to severe inflammatory stress, with genomic signatures that are
surprisingly far more common than different (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590
2011). This large scale analysis shown that, in severe blunt trauma, the early leukocyte genomic response is
consistent with simultaneously increased expression of genes involved in the systemic inflammatory, innate
immune, and compensatory anti-inflammatory responses, as well as in the suppression of genes involved in
adaptive immunity (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590 2011). As organs failures and
infection is a known complication, this study also compared transcriptome between complicated versus
uncomplicated clinical recovery, and found that the difference between this two groups is only
guantitative, since they observed that there are no new genes or pathway recruited but rather a magnitude
of the early response and the time required for expression to return to control values. Thus, the difference
is instead in the degree and the duration of the deregulated acute inflammatory response more in
agreement with the Non-resolving inflammation hypothesis (Nathan, C., and A. Ding. 2010. Cell. 140:871-
882.) rather than the second hit paradigm (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590 2011),
but without excluded the real effect of an infection in this condition.
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Human studies have, provided important and descriptive information about the evolution of the
physiological and inflammatory changes in the lungs during the acute lung injury (ALI). ALl and its most
severe manifestation, the acute respiratory distress syndrome (ARDS), are a clinical syndrome defined by
an acute hypoxemic respiratory failure accompanied by bilateral pulmonary infiltrates consistent with
oedema and normal cardiac filling pressures [1-3]. This information has led to hypotheses about
mechanisms of injury [1-3]. However, these hypotheses have been difficult to test in humans because of
too many clinical variables and confounding factors.

Animal models provide a bridge between patients and the laboratory bench [4]. Indeed, despite some
limitations, studies using animal models of ALI/ARDS remain essential because, to date, there is no
substitute for animal models as a tool to generate information about the pathophysiology of lung injury
and to test novel therapeutic interventions in complex biological systems. The oleic acid model (OA) was
successfully used in mouse to reproduce ALl and set up a model of lung inflammation [5, 6]. The OA model
produces the basic characteristics of ALIl: early and rapidly reversible patchy inflammatory lung injury with
permeability changes and impairment in gas exchange and lung mechanics [4]. Oleic acid has a direct
toxicity to endothelial cells. Endothelial injury is followed by epithelial injury. Injection of OA leads to
membrane damage and necrosis [4]. A major advantage of this model is its reproducibility; the
administration of the same dose of OA by the same route to different animals is followed by a reproducible
pulmonary injury [4].

Following OA injection, the pathophysiological events differ from organ to organ, and between organs and
peripheral blood. The cellular compositions of each compartment, the micro-environment, and the
leukocyte recruitment rate have an important influence on local inflammation and response [7]. During
inflammation, a subtle balance exists between pro- and anti-inflammatory, and the time-dependent
balance is the consequence of a complex network of up- and down-regulating signals. It has been
previously shown that the gene expression patterns were significantly different when studied
simultaneously in two different organs during inflammation, as shown by a study comparing Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMC) and spleen immune cell functions in a murine burn model [14]. In the
central nervous system (CNS), inflammation may appear as a result of local insult or as part of the systemic
immune response. In brain, glial cells, especially microglia and astrocytes can induce and also regulate and
are themselves regulated by inflammatory immune response (Finsen and Owen 2011). This inflammation in
brain has been found following sepsis, malarial infection, surgery, burn, organ injury and had also observed
in chronic illness like diabetes, obesity and rheumatoid arthritis. It is also a component of
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, multiple sclerosis and Parkinson’s disease.
Nevertheless, the mechanism underlying the passage of inflammation from the periphery into the CNS
remains unclear (Fung et al 2012). These studies show the need to consider gene expression in blood and
different organs simultaneously. Indeed, the inflammation status observed at the PBMC level alone in
organisms undergoing lung inflammation does not allow for correct assessment of the inflammatory status
of each organs of the whole organism. The actual immune status at the tissue level has to be taken into
consideration.

We have previously characterized changes in gene expression over time following OA-induced lung
inflammation [5]. Gene expression patterns in lung were analyzed using a 9900 cDNA mouse microarray
(MUSV29K) and a set of 1000 genes whose expression level significantly changed during a 24h time-course
was identified. Subsequent functional annotation allowed us to find pathways related to pro- and anti-
inflammatory stages.

In the present study, our first objective was to use the OA-induced ALI model previously described [5] to
characterize lung, blood and brain inflammation, using a transcriptional approach to visualized the
expression variation and pathway involved during the inflammation wave. In doing so, we provided an
important database for future transcriptional studies of diseases associating inflammation. The second
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objective is to compare the expression profile and pathways commonly activated or repressed in blood,
lung and brain during the sterile inflammation activation/repression time courses, in order to set up a tool
to analyse precisely the effect of an infection in a second hit.

Results and discussion
- Experimental design

We choose to work on Wild-type female C57BI/6J mice, 7 weeks old, based on previous studies related to
their transcriptional response to pathogens [5, XX PR plasmodiumPR 2006/2007]. We took in count that
strain of mice may affect the transcriptome response, as shown by Cavrra et al [39]. We studied 32 mice
divided into 6 groups. Each group was identified according to the incubation time: 1h, 1h30, 3h, 4h, 18h
and 24h including mice injected with physiological serum or OA (figure 1). During our previous work, we
had identified in this strain the OA incubation time corresponding to the pro- and the anti-inflammatory
stages [5]. We found that, in the lung, the pro-inflammatory stage occurred 1h to 1h30 after OA injection,
and that the anti-inflammatory stage reached a maximum level 18h to 24h after OA injection. The response
to the OA administration was also followed by a transitional prostration of the mice, occurring 1h30 after
injection and lasting for several hours. The mice came to a standstill in one corner of the cage and started
shivering. The survival rate was 100% after 24h incubation. Since we used the same protocol as previously
set up in the OA-induced ALI model described in [5], we confirmed here that we induced ALI in mice.

- Identification of differentially expressed genes during the inflammatory waves

After RNA extraction of PBMC, brain and lung of each treated mouse, we performed a microarrays
analyzed in order to study transcriptional changes associated with the lung, brain and PBMC inflammatory
process following the flow chart summarized in figure 2. We searched for a set of genes differentially
expressed in these tissues at different incubation times after adjusting for the effect of liquid injection. To
this purpose, we used the multi-class Significant Analysis of Microarrays (SAM) procedure [15], applying a
false discovery rate of 0% (figure 2 and figure sup 1), yielding 1520, 960 and 437 significant probes in PBMC,
lung and brain, respectively. Those probes corresponded to 821, 495 and 212 genes in PBMC, lung and
brain, respectively (figure 2 and tables sup1, sup2 and sup3).

Figure 3 shows the Venn diagram, i.e. the number of common genes between the three compartments and
the one of specific genes. Unexpectedly, none of genes of our selection was found commonly modulated in
our tree compartments, and we found only 34, 24 and 6 genes commonly modulated between brain-lung,
lung-PBMC and brain-PBMC respectively.

We also performed unsupervised hierarchical clustering of these selected group of genes based on the
similarities of their expression profiles over the time-course (figure supl). The Cluster software [16]
classified these genes on their expression profile into 8 clusters for PBMC and 6 clusters for lung and Brain
(figure sup1).

- Identification of time-dependent pathways inflammation

To get a comprehensive overview of functional patterns during the inflammation progress in PBMC, lung
and brain, a bioinformatics-based analysis using ingenuity Pathway Analysis software (IPA; Ingenuity
Systems, www.ingenuity.com) associated with manual and literature-based analysis was carried out to
characterize different signatures. This was done by combining most informative canonical pathways
identified using IPA, genes having the strongest association with the inflammation phenotype. Among the
clustered identified by HCL, the IPA analysis with a FDR of 5% identified the most significant clustered in
each transcriptome analysis leading to one cluster, number 2 for lung, number 1 for brain and two cluster
number 2 and 4 for the PBMC (figure 4). The sup table 4 provides a list of genes belonging to the clusters
from Figure 4 and selected for the functional annotation (table sup 4). Table 1 shows the ingenuity
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canonical pathways identified with their P value. Among the 32 canonical pathways with a significant p
value (FDR5%) found in the lung cluster, sixteen are highly significant (up to 10-°). All the significant
canonical pathways (n=16) found in the brain cluster were included in selected lung pathways, among them
11 being highly significant (up to 10®). Among the common genes between brain and lung, 21 out of 34
belonged to the LXR/RXR activation pathway; the acute phase response signalling and the coagulation
system (see figure 5-7 and tablel). Astoundingly, we found only 5 significant canonical pathways in PBMC,
which showed modest P values. Only the LXR/RXR canonical pathway, which corresponded to the cluster 2,
was detected in blood, lung and brain (table 1, 2).

In table 2, among the selected canonical pathways, we focused on some of them and grouped in three
main categories: acute response grouping 5 canonical pathways (LXR/RXR activation, acute phase response
signalling, LPS/IL-1 mediated inhibition of RXR Function, atherosclerosis signalling and PXR/RXR activation);
coagulation system grouping 4 canonical pathways (coagulation system, intrinsic and extrinsic
prothrombin-activation pathway and clathrin-mediated endocytosis signalling); and macrophage activities
grouping 2 canonical pathways (IL-12 signalling and production in macrophages and production of nitric-
Oxide and reactive oxygen species in macrophages) (table 2-a). 21 genes out of 83 of the brain cluster 1, 20
genes out of 186 of the lung cluster 2, and 6 genes out of 242 of the PBMC cluster 2 participate respectively
at the identification of these 3 mains categories. Seven genes identified in brain and lung belonged to the 3
main categories (Alb, Apoal, Apob, Apocl, Apoc3, Apof, Ponl), seven others genes (Cyp4al4, Fabpl, Fga,
Fgb, Fgg, F2 and Kngl) belonged to acute response and coagulation system categories, and seven belonged
to only the coagulation system in brain and lung compartments, and twenty three belonged only to the
acute response in our three compartments (lung, Brain and PBMC). (table 2-b)

Amongst the significant canonical pathways grouped in acute response, only the activation of the LXR / RXR
heterodimer pathway (Liver X receptors / Retinoid X receptors) was considered significant in lung, brain
and PBMC with p values 10%°, 10 and 107, respectively. The second most significant pathway in the brain
and the third in the lung (p value 10™ in both organs) was the acute phase response triggered non-
specifically aggression inflammatory response (figure 5 et 6), and the third most significant pathway,
second in lung and fifth in brain with a p value of 10'°and10°® respectively, was the coagulation system.

Among the twenty nine genes supporting the identification of LXR / RXR pathway, eight genes were found
common in the lung and brain (Ahsg, Alb, Apocl, Ambp, Gc, Hpx, Kngl, and serpinal) (figure 5). Many
studies have shown the role of this nuclear receptor in the regulation of lipid metabolism as well as that of
inflammation (Ogawa et al 2005).

The LXR/RXR activation, which was common to the three compartments studied, regulates the expression
of genes involved in inflammation, innate and adaptive immune responses, apoptosis, and phagocytosis.
LXRs involve the regulatory process of macrophages and other immune cells (Liu and al 2012 — ogwa and
all, 2005 - joseph and al, 2003 a vérifier). As anti-inflammatory transcription factors, it was suggested that
this is a consequence of transcriptional silencing of the pro inflammatory transcription factor nuclear factor
(NK-kB) (zelcer and al 2006 // jakonsson and al 2012).

The acute phase response pathway, which is triggered by interleukin 6, IL- 1b and TNF, was the second
most significant pathway in the brain and the third in the lung. In our results, 8 common transcripts
involved in this pathway were found regulated over the time in these two organs (Figure 6). Such response
occurs in the early time after infection, tissue injury or stress (Gabay et al 1999), and is transient. It is likely
that the same components (APP : Acute Phase Protein ) are involved in both the acute phase and the
chronic diseases associated with inflammation (Venteclef et al 2011). Numerous studies have focused on
the functions and regulation of some of the proteins involved in the response, such as CRP , serum amyloid
A (SAA ), haptoglobin (HP) , plasminogen activator inhibitor 1 (PAl -1 ) and fibrinogen ( Box 1). Our results,
revealed the presence of transcripts corresponding to genes proteins SAA and HP in the brain. These genes
appeared to be particularly involved at several levels of the inflammatory process but also have an
important role in the metabolic changes that occur during infection ( Venteclef et al 2011).
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In the coagulation pathway, among the eleven genes supporting the identification of this pathway only
five were identified in brain and common with lung (Fgb, Fgg, Kngl, Serpinal, Serpincl) (Figure 7)

The major factor triggering the coagulation is the presence of tissue factor may be expressed on the
surface of many cells such as endothelial cells and monocytes after stimulation by cytokines. There is cross-
talk between inflammation and coagulation systems whereby inflammation leads to activation of
coagulation, but coagulation also considerably affects inflammatory activity. Activation of coagulation and
fibrin deposition as a consequence of inflammation and can be viewed as an essential part of the host
defence of the body, and can be considered to an effort of organism to limit invading entity and the
consequent inflammatory response to a limited area (Levi et al 2013). May be that the strong activation of
the coagulation system limits the inflammatory response to tissue such as the lung and brain, leading to a
limited inflammation response in blood. An exaggerated or insufficiently controlled response may lead to a
situation in which coagulation and thrombosis contribute to disease. For example, the occurrence of
systemic coagulation activation in combination with microvascular failure that results from the systemic
inflammatory response to severe infection or sepsis and that contributes to multiple organ dysfunctions
(Levi et al 1999). In the other way, coagulation factors (such as thrombin or activated protein C) may
activate specific cell receptors on mononuclear cells or endothelial cells, which may affect, for example,
cytokine production or inflammatory cell apoptosis (Levi et al 2013).

- Chronology of the inflammatory response

The kinetic of the major pathway involved in acute response, the coagulation system and the macrophage
activities selected in the table 2, are summarised in figure 8a. In Lung as in Brain the response wave of the
whole pathway were similar in each organ with a time shift in brain to reach the higher expression
response at 4h. Indeed, the first higher response in lung was obtained at 1h.30 after OA injection, then a
second one was at 4h after a strong down regulation consequence of the anti-inflammatory response.
Thus, the balance between pro-and anti-inflammatory seems to oscillate to come back to the normal
homeostasis at 24 hours. Conversely, in brain we observed a progressive response to OA injection starting
at 1h30 to reach the pic at 4h and coming down rapidly to reach an anti-inflammatory pic at approximately
18h, come back to the normal homeostasis around 24h with a tendency to increase again following an
oscillation effect. We observed that the slope of the curve which signed the release of anti-inflammatory
then pro-inflammatory molecules, underlined a very strong effect of these responses. In addition, a certain
level of pro-inflammatory must be reach to switch-on the anti-inflammatory response, which is then rapid
and strong (a steep slope) leading to a second wave of pro-inflammatory response with a slop proportional
to this “new” danger signal to progressively come back to the normal homeostasis. In brain, the delay to
get the first response to OA injection is probably the effect of the blood-brain barrier or the result of a two
steps responses obtained by a tight control of the inflammatory components release at the beginning to
avoid a strong anti-inflammatory kickback. Indeed, it is traditionally considered that the Blood-Brain barrier
is an impermeable membrane (Barker and Billingham, 1977). Nevertheless, accumulating studies showed
the involvement of CNS in response to both acute and chronic peripheral disease (Dantzer 2004, Emmer et
al 2009).

Curiously, the only common pathway found between lung, brain and PBMC, is the LXR/RXR activation
pathway, which do not responses like in lung and brain (figure 8b). Indeed, we do not observe a significant
response to the OA until 3h where the expression of this pathway in lung is the lowest. Then, at the highest
expression level of this pathway (4h) in lung and brain, we observed the lowest response in PBMC.
Interestingly, during the last phase from 4h to 24h the expression of this pathway increased at a similar
speed that the one observed in brain.

The coagulation system was suppressed 1h after injection of oleic acid in the two organs and seems to
follow the same mechanism of balance in the lung and the brain like the pathway of LXR / RXR activation.
As for the activation pathway of LXR / RXR in the lung, the coagulation system responded quickly, 1h30
after injection of oleic acid and likely oscillated to reach the equilibrium.
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The acute phase response was highly overexpressed at 1h30 in the lung to cope with the tissue injury
caused by the injection of oleic acid and also followed the same pendulum to return to equilibrium. In the
brain, we also observed the activation of this pathway, which was as intense at 4h as that of the lung at 1h.
This underlines once again that the blood-brain barrier delays or protect against an inflammatory response
that can be harmful if not or poorly controlled (Anthony et al 2012). Unlike the brain, the lung is a trade
organ that reacts quickly and strongly against aggression. Nevertheless, its response to a small-scale
aggression caused by oleic acid dose is regulated, and the mice fully recovered.

4- Conclusion

In this study, we assessed gene expression profiles in mouse lung, brain and PBMC associated with a lung
inflammation during a 24h time-course. Overall, our microarray analysis provides a global and detailed
overview of critical transcriptional events occurring in blood, brain and lung. The analysis of gene functional
annotation revealed several major features. First, many genes were up or down regulated over the time in
lung, brain, and blood. Second, the analysis revealed pathways clearly related to inflammation mainly in
lung and brain; this confirms previous results in lung (Lesur et al), and provides new ones in brain,
indicating a strong inflammation in the brain, and a limited inflammation in the blood; this indicates that
blood gene expression profiles poorly reflect those observed in lung and brain. Third, all the pathways
identified in the brain were also identified in the lung, although a few common genes were characterized; it
should also be stressed that there was a delay response in the brain. Further experiments should be
performed to compare the transcriptional response of mice injected with OA and the one of mice infected
by pathogens, such as bacteria or Plasmodium; this should lead to identify genes related to inflammation
related to a non-infectious process and those related to an infectious process. In addition, our results may
help in assessing the effect of pre-existing non-infectious inflammation in mice infected by pathogens
causing lung or brain pathology.

Materials and Methods

5.1 — Experimental groups

Wild-type female C57BI/6J mice, 7 weeks old, were obtained from Janvier and housed in a specific
pathogen-free animal facility. C57BL/6J mice have been chosen because it is the most widely used inbred
strain. We studied 32 mice divided into 6 groups (figure 1). Each group included tree or two mice given
physiological serum and 3 mice given OA. Each group was identified according to the incubation time: 1h,
1h30, 3h, 4h, 18h and 24h. During our previous work, we defined our time-points on lung expression
profiles during inflammation, by performing real-time PCR on TNFa, 1110, Il4 and 16 to identify the OA
incubation time corresponding to the pro- and the anti-inflammatory stages [5]. All experimental
procedures involving animals were approved by the veterinary office of the Ministry of Agriculture, France
(authorization number: 13-27).

5.2- Injections

Female C57BIl/6J mice were anesthetized with 5% Xylazine — 20% Ketamine (0,1ml/10g). We injected 200 pl
of physiological serum in the control mouse at each time-point and 200 pl of OA (1,2 pl/g body weight,
sigma #27728-1L-R) in the other 18 mice of our study. Administration of physiological serum and OA was
done through the tail vein with a 0.3-ml insulin syringe (BD #320837).

5.3- Blood sampling and PBMC isolation

Each group of mice was sacrificed 1h, 1h30, 3h, 4h, 18h or 24h after injection of OA or physiological serum
by exsanguination through the eye vein. 200 to 900 ulL of whole blood was collected in tubes containing
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100uL EDTA 0.5M. PBMC were isolated using a ficoll gradient 1.084 (Ficoll-Paque Premium 1.084, GE
Healthcare #17-5446-02). Cells were resuspended in 500 pL PBS and counted, allowed us to recover an
average quantity of 1.9x10° PBMC for 600 pl of blood.

5.4- RNA extraction

Total RNA from PBMC was isolated using the Mouse RiboPure-Blood RNA isolation kit (Ambion, #AM1951).
Total RNA from brain and lung were isolated using trizol. The quality of RNA was confirmed on the Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent, #G2938C) using the RNA 6000 Nano chips (Agilent, #5067-1511), and the
concentration of RNA was determined by reading absorbance at 260/280 nm.

5.5- Microarray design

Sample amplification, labeling, and hybridization essentially followed the one-color microarray-based gene
expression analysis (low input quick amp labeling) protocol (version 6.5, May 2010) recommended by
Agilent Technologies. In brief, 200 ng (brain and lung sample) or 25 ng (PBMC sample) of total RNA sample
was reverse transcribed into cDNA using oligo dT-T7 promoter primer. Labeled cRNA was synthesized from
the cDNA. The reaction was performed in a solution containing dNTP mix, cyanine 3-dCTP, and T7 RNA
Polymerase, and incubated at 40°C for 2 hr. Hybridization was performed into whole mouse genome
microarray slides (8x60K G4852A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) containing 62,976 oligonucleotide
probes at 65°C for 17 hr. Hybridized microarray slides were then washed according to the manufacturer’s
instructions and scanned using an Agilent DNA Microarray Scanner, using the Agilent Feature Extraction
Software(Agilent Technologies). The microarray data are available from the Gene Expression Omnibus [41]
(GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

5.6- Microarray data acquisition and analysis

Ninety six mRNA samples (one per blood, brain and lung for each mouse) from thirty two mice were run
individually on 96 microarrays. All microarrays were done at our core facility [42]. After image acquisition,
data were processed as described in figure 1. Quantile normalization was applied to sample data to correct
for global intensity and dispersion.

Microarray data were statistically analyzed using the TIGR MeV (MultiExperiment Viewer) V4.3.01 software
[46]. First, we adjusted the levels of gene expression for the effect of liquid injection; in other words, we
subtracted the median of gene expression value observed in mice injected with physiological serum from
each gene expression value observed in mice treated by OA. Significant Analysis of Microarrays (SAM)
procedure was further applied to look for time specific variation in gene expression in the dataset [15]. At
each time-point, gene expressions in control samples (physiological serum injection) were subtracted from
gene expressions in OA samples.

Before partitioning the genes, we performed a hierarchical clustering of the samples in TMEV V4.3.01 using
average linkage clustering metrics and Pearson correlation for the distance. This analysis partitioned the
samples into 6 groups: group 1 (1h), group 2 (1h30), group 3 (3h), group 4 (4h), group 5 (18h) and group 6
(24h). Hierarchical clustering (average linkage clustering metrics and Pearson correlation for the distance)
was then applied to the genes using the Cluster software and results were visualized with the Treeview
software [16]. We identified biological annotations for the clusters using IPA (Ingenuity Pathways Analysis).
which represents a tool providing curated information from the literature for human, mouse and rat
models about canonical pathways, regulated transcription factors and their targets, and possibly regulated
molecular networks, including signal transduction cascades (of which some contribute to human cancer
and other diseases) [www.ingenuity.com].
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PBMC - Lung - Brain

C57BL6/J femelle of 7 weeks old

1h 1h30 3h 4h 18h 24h
7\ N\ W <N\ 7N\ W
TREATMENT  Phi  AQ Phi AO Phi AO Phi AO Phi AO Phi AO

NUMBER OF MICE 3 3 3 3 2 3 2 3 2 3 2 3

Figure 1: Experimental design of the experiment.
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Figure 2: Schematic outline of data analysis.
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Figure 3: Venn diagram
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Figure 4: Cluster selected after correction of multitesting of functional IPA annotations.
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Figure 8: Expression profile of canonical pathway in PBMC, lung and brain.

In PBMC we show LXR/RXR Activation pathway. In the lung and brain we observe the expression profile

pathways: Acute Phase Response Signaling, Clathrin-mediated Endocytosis Signaling, Coagulation System,

Extrinsic Prothrombin Activation Pathway, IL-12 Signaling and Production in Macrophages, Intrinsic

Prothrombin Activation Pathway, LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function, LXR/RXR Activation,

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages, PXR/RXR Activation
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p-value

Ingenuity Canonical Pathways Lung Brain PBMC
LXR/RXR Activation 1,26E-20 2,00E-16 1,26E-03
Coagulation System 2,51E-16 2,24E-08

)Acute Phase Response Signaling 1,58E-15 7,94E-15

Nicotine Degradation Il 6,31E-14 2,63E-08

Melatonin Degradation | 2,51E-13 5,01E-08

Nicotine Degradation |l 5,01E-13 7,08E-08

Estrogen Biosynthesis 6,31E-13 2,57E-10

Bupropion Degradation 6,31E-13 1,91E-09

Acetone Degradation | (to Methylglyoxal) 2,00E-12 3,55E-09

Extrinsic Prothrombin Activation Pathway 6,31E-12 8,51E-06

Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 1,00E-11 7,24E-07
IAtherosclerosis Signaling 7,24E-09 2,19E-04

LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 3,39E-07 1,91E-05

FXR/RXR Activation 4,27E-06

IL-12 Signaling and Production in Macrophages 4,27E-06 3,89E-04
Clathrin-mediated Endocytosis Signaling 4,79E-06 1,20E-03

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages 4,17E-05 1,26E-03

Complement System 8,32E-05

PXR/RXR Activation 1,26E-04 7,76E-04

Xenobiotic Metabolism Signaling 1,58E-04

Histidine Degradation Ill 2,00E-04

Histidine Degradation VI 2,00E-04

Methylglyoxal Degradation Ill 2,82E-04 1,07E-03

Urea Cycle 3,31E-04

Retinol Biosynthesis 7,08E-04

Role of Tissue Factor in Cancer 8,71E-04

PPART+/RXRix Activation 1,17E-03

Methionine Salvage Il (Mammalian) 1,62E-03

Retinoate Biosynthesis | 1,91E-03

Whnt/[*-catenin Signaling 9,77E-04
NF-12B Signaling 1,91E-04
Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 3,55E-04

Table1:
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a LXR/RXR Activation

Acute Phase Response Signaling
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function
Atherosclerosis Signaling

PXR/RXR Activation

acute response

Coagulation System

Intrinsic Prothrombin Activation Pathway

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages

coagulation
Extrinsic Prothrombin Activation Pathway system
Clathrin-mediated Endocytosis Signaling
IL-12 Signaling and Production in Macrophages macrophage
activities

Brain Lung PBMC

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 2
Alb *S# Alb S# Apoa5
Apocl *S# Apoal $# 11f10
Ponl *S# Apob S# Ngfr
Kngl * 8 Apocl S# Pitp
Cyp4ald *$ Apoc3 $# Srebfl
Fabpl *$ Apof S # Tnfrsfla
Fgb * S F2 * g
Fgg *S Fga *$
Ahsg * Kng1l * ¢
Ambp ¥ Abcb11 *
c3 * Ahsg *
Gc * Ambp *
Hp * Apoh *
Hpx * Sult2al *
Itihd * Gc ®
Mbl2 * Hpx *
SERPINAL ¥ Lcat *
Cyp2b10 $ Plg s
Cyp2c29 S Proc S
Cyp3all ) F12 S
Serpincl $

Table 2
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8- Figure Legends
Figure 1: Experimental design of the experiment.

We studied 32 mice C57BL6/J, female, 7 weeks old. We divided these mice into 6 groups based on the incubation time
(1h, 1h30, 3h, 4h, 18h, and 24h). In each group, mice are divided into 2 subgroups depending on the injection: OA or
physiological serum. 32 samples have been hybridized on microarray for each organ, brain, lung and PBMC. We
performed 96 hybridizations.

Figure 2: Schematic outline of data analysis.

® We compared gene expression between six groups: 1h / 1h30/ 3h / 4h / 18h / 24h.



® HCL: Hierarchical Clustering
“IPA: Ingenuity Pathways Analysis

We considered the full dataset for each organ to identify genes significantly differentially expressed between the six
classes previously described. The genes identified with SAM have been clustered using the Cluster software and each
cluster was independently functionally annotated using IPA.

Figure 3: Venn diagram
We compared the lists without duplicate genes between each organ.

No gene is found in the three organs and a little number (6,24 and 34) were respectively found between brain-PBMC,
lung-PBMC and brain-lung.

Figure 4: Cluster selected after correction of multi-testing of functional IPA annotations.

Cluster 1 and 2 of PBMC contain 37 and 242 genes respectively. Cluster 1 of brain contains 83 genes. Cluster 2 of lung
contains 186 genes.

Figure 5: Canonical pathway of LXR/RXR activation.

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Blue is a
genes present only in brain, red is the genes only present in lung and green is the genes present in PBMC

Figure 6: Canonical pathway of acute phase response signaling.

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Red is a
genes present only in lung and blue represent genes present only in brain.

Figure 7: Canonical pathway of coagulation system.

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Red is a
genes present only in lung.

Figure 8: Expression profile of canonical pathway in PBMC, lung and brain.

In PBMC we show LXR/RXR Activation pathway. In the lung and brain we observe the expression profile pathways:
Acute Phase Response Signaling, Clathrin-mediated Endocytosis Signaling, Coagulation System, Extrinsic Prothrombin
Activation Pathway, IL-12 Signaling and Production in Macrophages, Intrinsic Prothrombin Activation Pathway, LPS/IL-
1 Mediated Inhibition of RXR Function, LXR/RXR Activation, Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in
Macrophages, PXR/RXR Activation

Table 1 : Canonical pathway obtained through IPA for genes present in all clusters after multi-testing correction (FDR
5%). In red common canonical pathways between lung and Brain.



Table 2: a : Canonical pathway grouped into three major pathways acute response grouping 5 canonical pathways
(LXR/RXR activation, acute phase response signalling, LPS/IL-1 mediated inhibition of RXR Function, atherosclerosis
signalling and PXR/RXR activation); coagulation system grouping 4 canonical pathways (coagulation system, intrinsic
and extrinsic prothrombin-activation pathway and clathrin-mediated endocytosis signalling); and macrophage
activities grouping 2 canonical pathways (IL-12 signalling and production in macrophages and production of nitric-
Oxide and reactive oxygen species in macrophages).

b : Genes belonging to the three major pathways identified in a.
A

Figure supl: Unsupervised hierarchical clustering of 1520, 960 and 437 significant probes in PBMC, lung and brain,
respectively were classified into 8 clusters in PBMC, and 6 clusters into Lung and Brain.

Tables sup 1, sup2 and sup3: (or Table supl: shown the 821,495 and 212 genes selected after applying a false
discovery rate of 0% in PBMC, lung and brain respectively. For each organs the entrez number and the corresponding
name genes are indicated.

Table sup 4: List of gene names identified in PBMC, Lung and Brain of the most significant clusters used for the
functional annotation.
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Autogreffe de cellules souches
hématopoiéetiques

E. Costello, G. Venton, . Colle, Y. Labiad. P Poullin
A V. Bergoin-Costello, In Memoriam.

Uoutogreffe de celiules souwches hémotopoidtigues oprés intensificoiion théropeutique est considénse
comme un stondard dons A prise en chanpe de plusisurs pothologies, comme le myediome muitiple du
et jewne ou fes ymphomes de howt grode de molignité en rechute. Ces deux pothologies consti-
tuent essential des indications de 'murbogreffe, bien que cette approche thérapeutique puisse présenter
ur imtdrét dons certaines tumews solides o centoines offections awlo-immunes. Le grefion est trés
mojoritairermant recuall par cpiophérése et non plus por préigvements méduloires, procédure devenue
morginale. [ e greffon collectd est utilisg en "Etat, sans purge tumorale mi expansion cefiufaire. Lo réinjec-
tion d'wn nomibre suffisont de celiufes souches hématopoistigues (Swalué par bz marguewr (0 34) associée
g Futilisotion de foctewrs de croissance hémotoposstigues et oux soins de support (ontihictiques nofom-
ment} permet de réduire significativerment fo durée de "oplasie médwlizire induite par le conditionnement
intensit ef d‘omener o martalits de o procédure en dessous de 3 %. Lo chimicthénopie de conditionne-
ment de Foutogreffe dépend de o pathologie traitde, e mejpholan & howte dose Stant géndralement
utilizé dons ke mydiome, et lo chimiothénmpie BEAM [(cormustine, Stoposide, qriarohine, melphalan) ou
zes démves dans les mphomes. Lutiizobion de fortes doses de chimiod hérapie fors du conditionnement
d la greffe peut entroiner des bowiotds @ long terme, notamment cardiovascukoires o hémabologigues,
rendant nécessaire une surnvailiance d vie de ces patients. Il est probable cependant que fes avancées
théropeutiques dans kes deux indications majewres que sont = rmphome hodgkinien oo non hodgkinisn
en rechute et le myéiome remettent en guestion lo ploce de Moutogreffe dons lo strotégie de beur prise de
charge.
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Mote.ciés : Autogreffe; Callules souches hématopolatigues; Theraple callulaine

Flan H Introduction
® Introduction 1 Lautogrefie de cellules souches hématopobétigques (C5H) apris
m Evplution des prabques b Intensification thérapeutique consiste en Padministation d une
chilend othera; Intendve, extrémement aplasiante, sulvie de la
® Notlons réglementaires z rilmn jection 5":1. grefion autologue gqul pErm:l: une reconstib-
w Aspects technilques z tlon hématologlgue rapide. Cette procédure permet de racooarcie
Prefevement des cellules souches z sgnificativement la durée d'aplasie théorgue, et de f2it, dimi-
Comtamiration du grefion 1 nue lz morbidité et la mortalite du traltement Intenstf 3 un s=uil
m Bilan prégreffe 4 acceptable pour b= patient. L'uttlisation de l'austogreffe comme
» Condittonmement 4 support pour des chimiothéraples modns Intensives, afin de res-
pecter des délals courts entre deux cycles de chimiothérapie,
W Indications 1 n7a pas 3 o Jour monteé un grand intérét. Molns d'une cen-
Hemopathies ; talme d'autogreffes somt réalisées par an en France dans cette
Autres Indicaticns ue.
W Sk des patients autogreffes & nplt.gutngrd& de {5H s%est largement développée durant les
» Complications de I'autogrefie B deux demniéres décennies, nolamment grice 3 Muttlisation des
 Perspectives et condustons o facteurs de crolmance hématopoietiques. & gquelgues exceptions
pri= (guelgues cas de tumeurs sildes, affections auto-lmmunes),
EMC - FliEmasclogic 1
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l'autogreife et iIndiguée dans la prise en dharge des hémopathles
malignes. Contralrement 3 "allogreffe, Il n'y a pas d'effet antins-
muoral propre du greffon, mals des techniques de mantpulation
du grefion peuvent Etre wbllisées pour augmenter w=s capaciiés
Immunitzires {affections malignes} ow au contralre Indulre une
Immunasuppresion durable (affections auto-lmmunes).

B Evolution des pratiques

Le nombre d'autogreffes réalisées en Furope et déclarées 3
I'Eurgpean Group for Hlood and Marew Transplamtation (EEMT,
Annual Report/13} n'a cessé d'augmenter durant les deux der-
niéres décennles, passant de 3 greffes en 1990 3 prés de
20000 en 2012, En 2002, 532 autogreffes ont #12 effectuées pour
des b=ucémiles agees, 172 pour des hémopathies |ymphaotdes
(lymphomes hodgkiniens ou non, hémopathies plasmocytalres],
1581 pour des tumeurs solldes et 195 pour des affectlions non
malkgnes.

B Notions réglementaires

L'activité clinigue d"auvtogreffe de CSH ne nécesdis pas en sol
d autorisation, mals doit Ere déclarée aupres de 'Agence de blo-
médecine En revanche, la collects, le transpaort et la conservation
de ces cellules somt encadrés par des régles trés sirictes définles
dans le document édité par le mintstére du Travall, de "Emplal
et de la Santé f ministére des Solidarités = de la Cohéslon socale -
[écivion du 27 octobre 20110 défimissant ley régles de hoames pratigues
relatives i [z préparation, @ la comssrvation, au trarsport, a la distriby-
tiom b locession des sy, des cellufes of des préponations de thénapie
cettufmire (MOF : SASM [0O2026185)

B Aspects techniques

Prélévement des cellules souches

La grande majorité des prédevements w= falt par mobilistion
de cellules sowches pédphérigues (C5F) =t non plus par préléEve-
ments médullaires, pour plusteurs ralsons : tout d'abord éviter
une anesthésie générale, mals auss] permettre une reconstution
hématopofétigee plus rapide et diminoer b contmination
potentiells du greffon par des celules tumorales résidwelles 01
La cytaphérése w= déroule en ambulatolre, b= patient non 3 Jeun,
monfortablement nsiallé o survellld (tendon arténelle, powls,
Hedtrocardiogramme). Elle nécessite un séparateur de celules 3
flux continu, dont divers modéles sont disponibles, d'efficacté
comparable. La procédure est assez longue, car elle nécesite =
trattement d'un wolume de deux 3 frols masses sanguines. 5a
durée dépend du volume sanguin du patient et de b gualié
de s accés velneux périphérgues. Génémlement blen tolénée,
la procédure de cytaphérése comporte certains effets indés-
rables: thrombopénie, hypovolémie, hématomes aux polnts de
ponction velneuse, phes rarement complications Hées 3 13 poss
dun cathéter central (thrombose ow Infection), hypocaloEmbe
Indulte par I'antiooagulant wtilisé (solution de climte, ACTLA)L
Ce demier effet secondatre peut Etre facllement prévenu en
rédulsant be débit de prélevement et le ratio d antlcoagulant,
et en apporant duo cloum  Intravelneux  pendant  la
prooédure.

La rchesse en {3H du sang ou du greffon est &valoée par
l'expresston de la molécule membranatre CD34 en oytométoie
de fhax. Cependant, seule une falble fraction de ce pool de od-
hales CDEE* (171000} est constituée d'authentigues (SH. Méme
le phénatype classque de= 1z C5H (Lin-, S5ca-1+, okt CO150°
e en GO du cycle celhalains) est remis en guestion par des don-
nées de 204 montant une grande plasticité dans ce phénotype,
liée notamment 3 une continuelle remise en cyde des CSHPL Un
taux de cellules CO34° ciroulantes au maotns égall 3 100l permeet
de réaliser la onllecte par cytaphérise. Le nombre minimal de cel-
hales CO34 3 collecter pour obientr un greffon gul permet une

2

bonne reconstiution hématologigue est stmé 3 2« 1087kg. Par
sécurité, le nombre optimal est fxé 3 5 « 10¢kg Pl La marge de
sécurité est asser large; en effet, pour b= doses de CD34* supé-
theures 3 0,5« 10°/kg, les délals médians de reconstitution de
I'hématoporése ne varlent gue trés peu. [ls passent de 11 jours
5 3 25« 10°kg) 3 Bows (=125 « 108/kg) pour un taux de
polynucléaires neatrophiles supérbeur 3 0.5 G, et de 12 jours
5 3 2.5« 108y 3 Bpours (=125 = 108/kg) pour une recons-
titation plagquettsire supérieare 3 200G/, Les autres paramitres 3
consldérer sont |'tmpact significativernent favorable sur les neu-
trophiles de I'utilisation de gramalooyte - codomy stimeelating foctor
{G-CSF) et P'impact défavarable sur la reconstitution plaguettalme
larsgue le recuell dun greffon suffisant 2 nécessité de réaliser plus
d'une mobilisation. e nombreux facteurs peuvent a prior bisser
prisager une mauvalss collects, comme certalines chimiothérapies
{Fudarabine, sels de platine, Enalidomide), une numérntion pla-
guettabre faible, une moelle pauvre, un faible taux basal de 347,
une lmadiation préalable ou un Gge avancé.

La moblhistion des cellules souches requiert Putilisation d'un
facteur de crodssance, ke GALSF sssentiellement, pulsque le grams-
locyte macropirage colomy - stimmrating foctor (CM-CSF) n'est plos
disponible en France. Le mécanisme d'action du GALSF passe
par I'augmentation du contingent granuleux médullaire, mats
aussi par la dimimstion d'expression des moléoules d'adhéslon
des cellules souches, dont I'interaction SDF-1ACXCRY, mécanisme
explotté plus spécifiguement par b= plérxafor (of. Infra). La mohi-
lisatlon peut s= faire selon deux schémas. 500t <3 Pégquilibres,
c'est-d-dire 3 distanee de toute chimiothéraple, alors que le fonc-
tlonnement médullatee est 3 'état basal. On wtilise alors du GAZ5F
i la dose de 10up'kg par jour, avec en général une augmenta-
tlan gignificative des CO34* 3 partir du cinguigme jour. Lautre
possibilibi est 'util=ation d'une chimiothéraple de mobilisation,
la phss courante étant certzinement le cyclophosphamide 3 forte
dose (3 a ﬁg,.l'mz:l. Dans ce cas, la dose de GAOSF est souvent
rédutbe 3 5 pgl'ky par jour car 'aplasie indulte par la chimiothéra-
ple provogque d&)3, lors de la reoupération médullaire, un passage
wanguin de cellules hématopofetigues CD34*. La chimiothéaple
de mobllisation permet une melllewrs collecte de {5H, diminue la
contzmination du greffon par des cellubes tumarales = augmente
la réponse au GLI3E En cas d'échec de la collecte par GoCSF asso-
clée ou non 3 la chimiathéraple, "utilisation du plérxafor permet
d'ohtenlr malgré towt un greffon autologue de qualité acoeptable
chez un certain nombre de patients.

Le plErl.l:aFur-l'annbll', AMDI T est une moléoule quil Inhibe
Pinteraction entre SDF-1 et CXCRA. 1 est habituellement utilisé 3
la dose de 240 pglky par vole sous-cuanée, en ssodation avec le
G-C5F i la dose de 10 jpglkg. 1| est nécessalre de respecter un déa
d'une dizaine d’heures avant la i, En effet, b courbe
de la concentration de cellules CD34* en fonction du temps
comparte un plc 3 newf hewrss aprés injection sous-cutanée de
plérixafor seul et un pic 3 dix heures en assoclation au G-CSE
Méanmalns, sl 'on sult e taux de CO34° de facon réepétée apris
Pinpection de plériaafor, on observe que be taux de CO3 4+ suffisant
pour dédencher le début de la cytaphérise st souvent obtenw dis
la trodsiéme heure, avec une diminution souvent raplde apres la
hulttéme heure, d'ol la nécessité dun dosage précoce des CO347,
surtout chez les mauvals mobilisateurs® Le plérixafor permet de
mabiliser b= C5H cher certalns patlents en échec aprés mobills-
tlon standard et 1l est dans certalns s wtilisé d'emblée dhez des
patients présentant des facteurs de rsgue de mauvalse mobilis-
tlon. Une étude mandomisée en double aveugle dans le myélome
a montré que ["utilisation du plérxafor permettalt de mobill-
ser plus de & = 10° CINE4* kg dans phes de 71 % des cas, contre
wulement un peu plus de 14% dans b= groupe trafté par GACSF
seul P11 a aussl é6E mis en évidence que 'utibisation du plérxafor
permet de mobiliser une population de cellules sowches plus pri-
mitives, donc plus donogéniques, ldentifiées par leur phénotype
CO34°* (I3R et une expressian forte de "aldéhypde déshydrogé-
nase M, [Vautres Inhibitears de 'interaction CCELSDF-] sont
en oours de dé rt, comme b= peptide POLGIZE, le TG-
054, e MOX-A12 ou k= BTE] 40, (e demier composé a donné des
résultats Intéressants car 1 a une affinité pour CXCR4 20 fols supé-
rieure au plérixator, et permet, awec une seule Injectlon i la dose de
0,9 mg/kg, un recuet] médian de plus de 20 < 10° (13344 kg, ches
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des patlents en premiére ligne de mobilisation pour myélome Pl
Ce composé BTEL 40 auralt de plus une action antimy&lomateuss
directe.

En plus du plérixafor, utilisé en pratigue clinlges courante,
et dies auires Inhibiteurs de I'interaction CXCR4SDE-D, d'sutres
molénales présentent un Intérét potentiel (pour revue ™). Le stem
cefli factor (SCF, Bgand de c-kit), dans s forme membranatre, Indult
l'adhi=ion des cellules souches au stroma médullaire en s= lant 3
c-kit, cette Interaction pouvant tre Inhibés =n wtilisant b forme
saluble du SCE Une &tude récente 3 montré qu'une collects d'au
moirs 2 x 108kg C34* pewt #re obtenee grace 3 1'utilisation du
SCF {Ancestim®) dhezr 11 5 des patients mauvals mobilisateurs Bl
Le= agonistes de la sphingosine-1-phasphate (31 F) augmentent la
muobilisation des T3P Indulte par les Inhibfeurs de CXCE4 D9
Linhibiton des Intégrines very late antipend (VIA-4} fvesomlar
adkesion molarmle 1 (VCAM-1) par "anticorps monoclonal natali-
mumab indult une augmentation significative des CSH clrculantes.
Un a pu observer chez lex patients traftés par b= natalizumab pour
une sclérose en plagues gue oet =ffet persiste dans I'Intervalle
qui sépare les perfusions mensuelles "0 Cet offet rémanent por-
rait #re Intéressant pour des prodocoles de maobilisation ches
l= patients mauvals répondeurs. Autre =ffet Intérssant, celal
de ka parathormaone sur les taux de CSH droalants, permettant
dobtenir une mobilisation satisfaante cher plus de 40% des
patients aprés chec d'un ou deux protocoles de mobilisation M
L'hypoxie est un factewr de ce pour les cellules souches ;
I'kppoodia-indedibe foctor (HIF) Indult I'augmentation d° expresstan
du vascmlar endatfelicl growth factor (VEGF), qul provogue 3 saon
tour une vasodilatation des stnusotdes medullakres et par l3-méme
facilite = passage sanguin des (CSH. Ced 3 &té mis 3 profit par
l'wtlisation du FE-4497, stabilisateur de HIF-1, qul augmente
dun facteur six b mobilisation provoqués par "assodation de
G-C5F et de plésicafor ™. Enfin, 1l faut noter que Pinhibiteur
du protéasome bortézomib [Velcad=*), moléculs capitals dans
le traftement du myélome, améliore la mobillsation des cellales
souches en assoclation avec la chimiothéraple de mobilisation
damique cyclophosphamide/GLSE avec un nombre médian d=
celhdes CINE4* collectées supérieur 3 20 x 10%7kg cher BS%: des
patients M

Un autre &ément Important 3 congdérer lors de la collecte
st la technique diaphérise atilisée (pour revus), mals les
différences entre les systémes de collects en flux contime dis-
ponibles mfant quiun Impact modeste sur la richesse du greffon
par rapport aux factewrs prédictifs précollects Bés au pattent lul-
méme.

3 la collecte de cellules souches est Insuffisamte, une alterna-
e conssteralt 3 procéder 3 Pexpansion de oes celhales. In witro
{pour revue ") Les premidres tentatives d'expansion utibisabent
des cytokines jouant un rile Important dans P'hématoporése,
telles gue le S5CF FLydl, Tpo, les Interlenkines3, & ou 11
Cependant, ces cockiadls de oytokines Indulsent le phe soo-
vent une differenclation des cellules, avec powr résultat un
appauvvrissement du greffon en cellules dotées de capacités
de repopulation 3 long terme. Dans k= melllsur des s, on
aboutit 3 une amplifimtion modeste au prix d'un surcoirt Impor-
tamt, rendant la procédure mapplicble en rovtine clinbgue.
La modulation des voles métaboligues gouvernant la différen-
dationidivision des cellules spuches hématopofetigques [WHNT,
MOTCH, TGFR) powrralt permettre de comtraler les divislons
cellulaires asymétrigues et d'obtenlr expansion du greffon
tout en présesvant le pool de cellules Indifférendées. Enfin,
des molécules utilisées en hématologle dans d'autres indica-
tans {ackde tout-tramsrétinoigee, prostaglandine Ez, inhibiteurs
dhistone désacétylases) pourralent théoriguement permetine
lavtorenouvellement tn witre des cellules souches hémato-
poiEtlges.

Une fols collectées, les cellules dolvent &re le ples souvent
mongelées, car la rénjection est différée, bien gque 'on pulse uil-
lizer des cellules souches non congelées usgua newl jours
le recuell sans nuire 3 b reconstitution hematopoiétique 7. La
wonservation du greffon se fait le plus souvent en azote Dguide,
car mémne 5l e stockage 3 B0-C est possible, la wiabilité celhalalre
ne permetiralt un délal de conservation gue de gquelgues mots.
Le= technlques en azote lquide pewvent utiliser la phase Bgulde
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i =196« qul permettralt la disémination de cerains champl-
gnons = dex virus, oe qul falt In fine préférer B3 technigue en
vapeur d'azote 3 - 1560 (pour revus9),

. .
Point fort

——

Le recugll des cellules souches s'efecius en 2015 e
plus souvent par cytaphénsse, apres mobllisation par G-
C5F, soit <& I'équillbre =, solt aprés une chimiothérapla,
spécifique ou non. Les facteurs prédiciits de mawvalse
mabliisation doivent atre kKentifies. Lintrsduction du ple-
rxafor dans |a strateges de moblllsation permet d'obtenie
plus facllement le nombne requis de cellules souches et de
radulre fortement les &checs e mokiisation.

Contamination du greffon

La déplition en cellules tumorales contaminant le grefion auto-
logue par des technigues In witro o ex ¥1vo a perdu quelgues pea
d'Intérét, notamment grice aux progrés effectsés durant les de-
niéres anmées dans le tralbtement du myélome et des lymphomes.
Selon une étude anclenne ot non randomisée dans le my&lome,
la sélection posttive des cellules CO34*, censiée Siminer les pré-
curseurs plasmocytalres, n'apporte pas de bénéfce"". Une étude
plus récente 3 oomparé 24 pattents ayant bEné&ficle dune sélection
posttive des CO34* par technigue CliniMACS 3 17 patients auboe
greffes avec un greffon non manipuls P4, Le taux desurvie globale
d trods ans &ait de 91 % dans le groupe « séection CIED* » versus
5% pour les grefions non manipulis, aver des taux de survie
wans progression respectiis de 79 % et 53%. Dans b= groupe tralté
par greffon mantpulé, le délal de reconstitution hématalagique
&talt phes long =t 1'incidence des réactivations du cytomégalavirus
plus élewvés, sans gque cely ne se tradulse par une sugmentation
de b moetalité,. Méanmolns, le falble effectlf de cette &ude et
Fhitérogénélté des patients empéchent towte condusion défnl-
tive. Dans les lescéimies algusds, une étude récente mantre une
oorrédation entre ke niveaw du transcrit du géne WT-1 dans le pro-
chut de cytaphérise =t le risgue de rechute, mals évldemment ostte
donnés peut ausst stmplement refléter la charge tumorale risl-
duelledu l:u'umi et n'est pas un argument dédslf powr L purge du

Mans le lymphome folbiculalre &n rechute, une &ude
randmlme 3 mantré gque I3 purge du greffon n'améllore pas le
pronastic ™. La purge du greffon a pu aussl Etre Incriminée dans
Fzugmentation des complications infectieuses 9,

En concluston, b contamination du grefion appanit pletat
oomme un reflet de la dharge tumaorale régdoells, o2 qul Incite
i améltorer la purge «In vivos cest-d-dire le traltement préa-
lahle de | 'hémopathie, plutit que d'Eiminer les cellules tumorales
reslduellex du greffon. Néanmaolns, cette notlon ext 3 maoduler
car i mesure gue V'efficacité du conditlonnement de "autogreffe
s'améllare, les quelgues cellule tumaorales risideelles du greffon
peuvent redeventr un &ément Imporiant du risgue de rechuote

* Point fort

T

Conceptusllament Intéressants, [ punge du greffon da ses
eyventusales Callules tumoralkes residuslles, =oit an détrul-
sant ex wivo Ces Cellules, solb en sélectionnant de fapon
posithee bes cellules CD34*, n'a pas vralment falt ses
preuves. Cette technigque entraine i perts de celules, des
risques Infectieux ot un surcolt Imporant powr un gain
thérapautique discutable, car les rechubes émanent sou-
vent de cellules reskduelies prasentes oher e patlant, dont
I3 contamination du greffon est plutdt un tEmalin.
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H Bilan prégreffe

La réallsation en toute séourtbé de autogrefie, dont be risguoe
esmentiel riside dans la période d'aplasie, nécesite un bilan Rré-
grefie fgoureus pour mintmiser les dsgues de b procédure P4

" .

Point important
EETT
Recommandations pour be bilan prégreffe
= Evaluation biologique des fonctions heépatique et rénale.
= Fraction dréjection ventriculalre gauche (BChographie,
méthode Isotopigue).
= Electrocandiogramimea.
» REadlographie du thorax en "ahsenos 08 SCINMar roant.
= Epreuves fonctionnelles respiratolres (dont diffusion du
MONGXYOe 08 CAFone & gaaometne).
= Test da grossesse.
« Pvaluation de Pétat  buccocentalrejorthopanto-
mogramme.
= Sémingles du cytomégalovinus, des herps wins,
variceliefsona, wirus de Fimmunodsficlence numaine,
hepatites B et C.

14 .

Point fort
E——
Lsutogrefie da cellules souches hematopoictiquas est lar-
gement utlllsss, notamment en ralson de la sorete de s
procédure, dont ke taux de mortalité inféreur & 3 % est
biien pius falble que dans |'allogrea.

B Conditionnement

51 I'rradiation corporele totale a pu E&ne wilisée dans certalns
@s en assedation 3 divers conditionnements, cetle  proce-
dure semble apporter plus de toxicité ams gain thémpewtigoes
appriciable, 3 quelgues excepiions pres. Les chimlothéraples de
conditionnement les phe clasigues sont ke melphalan 3 hawte
dose dan= le myélome et les polychimiothéraples BEAM {carmus-
tine, étoposide, cytamabine, mel phalan), CBY (cpcophosphamide,
carmustine, éoposidel, BEAC (carmustine, &opostide, cytarabine,
melphalan) dans k= lymphomes. Dans le myélome du sujet jprune,
la dose de référence de melphalan est de 200 mgim?®, depuls gue
I'Intergroupe francophone du myélome (IF&) a3 montré gue cetbe
dose de melphalan seul &alt aussl efficaoe et molns toxigue guoe
I'association de melphalan 180mgfm® et d"une irradiation corpo-
redle totale de BGy. De méme, Passodation busulfan-melphalan
140 mgim? est plus toxigue que le med phalan s=ul, aver une molns
bonne réponse . Chez ke sujet Ggé (as-deli de 65 2ns) ou 3 fonc-
tion rémale altérie, le melphalan et vilisé 3 la dose rédulte de
140 mgim®. Une &ude de ITFM 2 montré intérét de [association
mielphalan-bortézomib, qul naugmente pas b toxidté hématolo-
glgue du melphalan tout en donnant un medlleur taux de réponse
complite P4,

Dans les lymphomes, divers schémas de conditbonnement
ant &té testés, notamment le remplacement du ftuximab (K}
par un anticorps radicactd. L'assocation dibeitumomab thaxe-
tan ([Fevalin®) au BEAM et falable en termes de toxlcibé mals,
zelon une &ude rétrospective portant sur 46 patients atbelnts de
hymphome du manteaw, n'a pas ¢ de bénéfice en termes
de survie par rapport 3 BE-BEAM P, L'adjonction de 1ode 131-

4

tosltumomab est techniguement complexe 3 mettre en ewvre,
en France au molns, car Tode 131 est un émetteur gamma gl
Impose des précautions particulléres. Le remplacement de la
carmustine par la bendamustine semble donner des résultats bden-
tlques, volre supéreurs au clasiguee BEAM P Certaines formes
de lymphomes, touchant en partboulier le systéme merveux oen-
tral, semnblen 1 bén é&ficler die condition nements spécifigues comme
Fassodation rituximab—busul fan-thiotépa F1.

Dams Famylose, la dose de melphalan peut &tre rédulte de 200
a 140mgi/m® en fonction des factewrs pronostiques, nolamment
bz taux de brair natrinretic peptide (BNP)P0.

L= condittonnements utilivés dans ke cadre des Indbcations res-
treintes de grefie autologue pour leucémie 2igud sont sax auss
spicifigues. L'assoclation didarublcine 3 haute dose et de busal-
fan a donné llew 3 une probabilié de rechute de 40% 3 deux
ans dans le groupe des leucémles algués myélordes (LAM) de bon
pronostic ou de pronostic Inbermiéd e P9

Dan= les pathologies auto-Immunes, le= rsgue létal Ié 3 la
greffe 3 amené certalines &quipes 3 wtlllser des condiionne-
ments atténués. Par exemple, dans la sdérose en plagues, od
lz conditlonnement de réference est le BEAM, utilisation d'un
conditicnnement « mink-BEAM-Jikes semble donner de bons
resultats, sans aucune letalte P, Dans la sclércse en plagues,
e conditlonnement par chimiothérapie classigue pewst &tre utl-
lement complété par un traltement IMmunosuppresseur de
type Immunoglobulines antithymocytes ™. Dans ke diabéte de
type | d'installation récente, I'autogreffe 2 pu montrer une cer-
talne efficacité, avec un condiionnement par cpdophosphamide
I mgim® plus mmunoglobulines antithymocytes, mals au
prix dune toxicHé certaine, dont un décés dans une séte de
65 patlents P4

* Point fort
N

Le conaitionnament est 'dément essentiel de 'efMcacits
antiturnorale de Fautogrete. B s"agit d’une chimicthérapie
4 haute dose dont 1a composition d&pand de la nature de
Ia maladie & tralter,

B Indications

L'autogrefie ne se limite pas 3 I'hématologle maligne, qul const-
tue néanmolns "essentie]l des Indications. En effet, 'autogreffe
peut présenter un Inbérdt dans certalns cas trés partioublers
de tumeurs solldes, volre dans des pathologles auto-lmmuomnes.
LERMT publie des recommandations qul peuvent servic de
base 3 la discussion P Ces indications sont résumées dans les
Tableaux 1 et Z, en se Ilmitamt 3 celles qul sont reconnuoes
ovmme un tritement de réérence ou comme une option wal-
sonnable au wu des données disponibles (donc en exduant les
po==ibles esmals thérapeutigues en cours). Une disoosion au cas

par cas st toujours Indispensable, pour prendre en compie le
profil Individues] du patient et ntégres, ke cas &chéant, les don-

nées nouvelles générées depuls |"Elaboration de os recommamda-
Hons

Hémopathies

Myelome

L'autogrefie s'est Imposée dans le contexte des dhimiothérapies
schmlgues «, de type WAD (vinoaistine, adriamycine, dexamétha-
sonel ou autres, comme le traftement de réferenoe des patients
Jeunes {c6bans) attelnts de my&ome. Au-deld de &5ans, la
toxlcité de la procédure en diminue 'intérét. Larrivée des Inhi-
biteurs du protéascme et des agents dits immunomcdulatears
a permis d'obtenir une plus grande efficacité antitumorale du
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Tablaaw 1.
Insdications ancohimatologiques die Fautogreffe oher Fadube.
Lewckmies aigets myEobdes
Edmizsion complice 1, fallile e Opaioane
Eidmission complize 1, risque intermédiaice smndard de prise
&n charge
Fiémission complece 1, haum rsgue Opticane
Fdmizsion compitee2 Optionned
Leuctmile mrydlofde chronigue Expérimencal
Lewctmies aigets hymphoides
Bdmission comglise | Expérimental
Syndromes myelodys plasiques
Leuctmie algul mydiofde {30-30% blases) Opstioanel
Leuctmie |ymphaide chronigue Opstioanel
Lymphomes
LB I 2-3 ‘Opaionnel
LEGC, pémilsdon comipliEe 2 Sandard
LMH dis mar e, pimiskon compie ] ou 2 Sondard
Lymphoms lymphotilatique Opticane
Lymphome de Burkict Opticang
LMH foiulaire de haan risque Opticane
LMH fodioslaire, rémision complice T ow plus Sandard
Lymphome T Opticane
Lymphome de Hodgiin, rémision complise 2 smrwdard
Lymphome de Bodgiin réfeaciaine Optionne
Moy cme mouliipile smrwdard
Amylose AL Opstioanel

Searuized : asivadc sandand +] 12 des paems S gibkes (o 51 meine
d‘auumpimﬂmpcuﬂd&nlim. pE
nel - 3 consddes dans cenains s

Exparimeseal : dans e @dre de de mcherche.

LS sisuminns of 'auiogrelfe n'es: [@s semmmandde n'ont pas il e dams
2 eahlau.

LB - mne oo od glinion; LEDGE - LNH B diffes 3 grandies collelios ;

nﬂ?mmlqurlnwpnjm.

Tablaau 2.

Indications non cnoohématologiques de Fawutogreffe ches Madulite.
Affenibons Cyropénies auln-immunes Opuionng
AuLc- MRS soitrodenmie Cptionnd

Folyanhsite humacnide Opionnd
Luspus érythémaicus diséming  Optionnd
Mlaladie de Crohn Opionng
Scitrose en pliqwes Opcionnd
Tameirs sodides Cancer du sen Opcionne
Turmewr 3 cellules germimmles Optionnedf
=andard

Cancer de |"ovale Experimenizal
Mitdul otz ome Expérimenl
(Cardinome pulmonzice 3 Fxpérmenl
petines ceflules

Sarroime s LSS mous Expérimenl

Searucaed - msivedc nandand pos 3 n'I.I.|iDI'II.|! O patsenis 68 gibios (o1 50 n'enise

e cgdoan ehirapeutique didinic
ﬁ.lunnﬂ :mﬂu%ﬂnﬂmm

]-'.‘I:FEI'ImEl'I.IJ dans ke @dre de e e,
LS sisuminns of 'auiogrelfe n'es: [@s semmmandde n'ont pas il e dams
Bz ek,

traltement pré-greffe. Les recommamndations de I"EEMT restent,
pour les patients Eigihles, une chimiothéraple de réduction fumo-
rale {guatre 3 slx cydes) contenant deux 3 quotre des substances
actives dans b= myélome {oorticobdes, Inhibiteurs du prodéasome,
Immunomodulateurs et alkylants), sulvie de 'autogreffe, dont
le conditionnement repose en régle sur le melphalan 3 haste
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doseP51 La collecte dies cellules souches est effectuée habl-
tusllement dans le sang pérdphérgues, solt 3 1'égullibee apris
chimiothérapte dindwction, solt aprés mobllisation par le cpdo-
phosphamide 3 haute dose, surtowt dans le cas od | existe une
charge tumorale persistante significative =1 des plasmocytes cle-
culants. Méanmaolns, Peficactté des nouvellss substances, g
permettent d obtenir des taux de réponse supériears 3 ceux abte.
nus précédemment par les chimiothéaples casigques sulvies
d'Intensification, pose ke probléme de la place de I'autogreife dans
Ly stratégie thérapeutigque ™% an &re ou deuxteme hgne ?
Ians une étude de b Mayo Clinic®, Panalyse de 200 patients
traltés en premlére ligne par thabidomide—dexaméthasone ou
Enalidomide-dexaméthasons ne montre pas de différence selon
gque bes patients greffés omt bénéfickd d'une autogrefie précoce
{dans les 12 mols sulvant le diagnostic) ou plus tardive. Towte-
fobs, 1l ne s"aglssalt pas d"un essal randomisé et = modalitis du
cholx entre grefie précooe ou tardive n'étalent pas préclsées. De
plus, 'asociation d'un immunomodulateur et de dexaméthasone
n'est pas en France le tattement de référence &en premiére ligne
chez les sujets digibles 3 une Intenstfication. Dunavin et 2l B4
abutiszent aux mémes concluskons dans une série de 167 patients
ayant requ des schémas d'induction comporant du bortézomib
ou un Immunamaduslateur. Le retard (> 1 an) de autogreffe dune
partie des patients s'explique en réalité par le délal séparant le
diagnostic et I"arrivée du patient au centre de référence riall-
sant 'autogrefie. Dans une étude randomisés, Palumbo et al, P2
ont comparé 'association melphalan, prednisone, Enalidomide
i l'intensification sulvie d'autogreffe. 1ls ont conclu 3 un bémné-
fice significattf du trattement Intensif en termes die servie sans
progression et de survle globale.

Un autre essal randomisé du méme groupe a comparé
chez 389 patlents de molns de G3ans, aprés une Inductlon
par quatre cypcles lénalidomide-dexaméthasone, une conso-
hdatton par six cycles de "sssodatton copclophosphambde-
Enalidomide-dexaméthasome 3 une Intensification  sulvie
d'autogreffe. Le tux de survie sans progression 3 trols ans est
dgnificativement mellleur dans le bras avec autogreffe (G0%
oomtre 38 8], sans gue oela ne se tradulse encore, aprés un syl
médian de 31 mods, par une différence de survie globale 45,

Dans Pessal [FRINACT 2005, ke schéma thérapeutigue comporte
pour tous les patients trols opdes de Enalldomide—bortézomib-
dexaméthasone (WRIN, une mobilisation des cellules spuches par
cyclophosphamide, alnd qu'un traltement d'entretien par l&na-
hidomide. [ans e bras sautogreffe, intensification prend place
aprés les toods cycles VED et la mobilsation; ks autres patients
regalvent cing cycles supplémentatres de VED et I'Intensification
n'est réalisée que lors de la rechute. L'essal HO95 multicentrique
européen randomise, apris guatre cycles de chimiothé&aple par
bartézomib cyclophosphamide—dexaméthasone, puls recoell des
cellules souches mobilisées par cyclophosphamide et GoCSF, une
autogmeife simple ou double contre guatre oycles de bortézomib,
melphalan, prednisone. Une nouvelle randomisation st prévae
pour Evaluer I'Intérét dune consalldation par deux cyclesde VR,
un traltement d'entretien par lEnaliddomide #ant proposé 3 tows
le= patlents. Les résultats de ces deux essals comprenant en tout
envirom Z500 patlents sont attendus pour 2005 et précis=ront le
posttionnement de 'sutogreflfe dans le my&ome.

Amylose AL

Lautogreffe n'est pas 3 ce jour e tattement de référence de
Famyloss AL. En dépit de son Indubliable efficacité, ell= n"a pas
permils d'obtenlr d'amébioration de la survie par rapport au tral-
tement conventlonnel car elle est grevée par la mortalié lée a
la procédure, notamment lorsgqu’ll existe une atteinte cardiagque.
Cette mortalité powrrait cependant deventr Inférieur= 3 10%;: grice
i une silection plus stricte des patients en fonction des fac
teurs de pronastic pré-greffe, évalué sur les critires sulvants B9
atteinte de plus de deux organes, EODG supériewr 3 1, débit
de filtration glomémlatre Inférfeur ou &gal 3 45mlimin, attelnte
cardlague symptomatiques, HS froponine T supérleurs ou &gale
i 0 ngfml, neuropathie autonomes, atteinte gastro-Intestinale
symptomatique, 2ins gue NT-proBNP supériewr 3 300 pgi'ml {pour
les patients non dialyséi). Le condittonnement 3 Lk greffe repose
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habttuellement sur le melphalan 3 b dose de 200 mgim?, de
plus fathles doses semblant donner de molns bons résaltats™0.
Le traltement prégreffe est indispensable, car b survie globales
et mellleure lorsgue Pautogreffe est effectuée aprés un traite-
ment préalable par bortéromib-devaméthasone que borsgu'elb
ext effectuée demblée %, Un nouveaw facteur proncstigue car-
diovasculatre 3 &2 1dentifié, 'ostéopontine, dont le rile dans
I'elgibilité 3 Pavtogreffe reste néanmodns 3 prowver 379, Enfin,
des critéres prédictifs de la survie en fonction de b gqualité de la
réponse au traltement (esentiellement autogrefies) ont &té défnls
par Palladini et al. ¥, Méanmoins, Il semble gue dans une certalne
limite les patlents en réponse compl#te o en trés bonne réponse
partiedle alent des pronostics pew différents, ce gul ne rend pas
Indispensable un trattement complémentalne ot gu'll n'est pas

abserve de progression 1,

Lymphomes et hémopathies mphoides

A by sulte dies #tudes PARMA et OORAL, une chimlothérapie de
rattrapage sulvie d'une avtogretfe est conskdérée comme le stan-
dard de traltement des lymphomes B diffus 3 grandes cellules en
rechute P *1, La meilleure chimiothéraple de rattapage n'est pas
definle. L'atude CORALPY n'a pas montré de différence entre l=
bras rituxtmabCE (fcafamide, carboplatine, étoposide]) =t lebras
rtuximab-IMHAPF (dexaméthasone, cytarabine 3 haute dose, ds-
platinel. Néanmolins, Panalyse complémentalre par sous-groupes
histologigques " montre une mellleurs réponss 3 la chimilo-
théraple de type E-DHAP dans b= lymphomes de type ocentre
germinatd, ce gqui fait de o= schéma la chimicthémaple de réfé-
rence. [ impore cependant de souligner gue le phénatype a é&
definl 3 I'atde de I'algorithme Immunohistochimigue de Hans #1
et non par I'éhede du profil d'expression génique, déeterming cher
seulement 19 patients de "étude.

Le condittonnement de Paogreffe est probablement wun &é-
ment imporant de b procédure. Le schéma standard est b= BEAM,
mals des varlantes prometteuses ont &6 proposées. Le schéma I-
BEAM {cf. supra) a donné des résalats Inbéressants =n prembérns
ligne pour des lymphomes de mauvals pronostic (index pronos-
tigue International = 2}, awvec un ux de sarvie globale 3 deux
ans de 81% 4. En revanche, une #ude randomisés gul compa-
ralt, dans une population de patients en rechute, [assocation
du schéma BEAM 3 une radic-dmmunothéraple par tosltumo-
mak margué 3 ode 131 ou au rtuxtmab a montré une plus
grande toxicité (mucites) dans ke bras radio-immunothéapie,
=ans gain de survle 3 deux ans (619 versux 65% respective-
ment]l nl diminution du taux de redhutes (3508 verses 450
respectvernent), mals aussl sans probléme partioalier de prise du
greffon P4, Dans le protocole B=EAM, la carmustine est remplacés
par la bendamustine. Blen quil ne saglsse pas d'un el rando-
misé et gue l'effectlf en st rédult (43 pattents dont seulement
2B lymphomes non hodglkiniens), le taux de survie sans progres-
sion de 2% 3 trods ans est encourageant o ustifie une étude
randomisésFol

Bien que "autogreffe soit consgdérée comme le standard de
trattement des lymphomes de Hodgkin en rechute ou réfrac-
takres ™, on ne dispose pas de preuves convaincantes dun
bénifos de survie giobale. Une resue systématique de la DEgé-
rature n'a recensé que trols essals rndomisés B, Deux d'entre
eux (1993 =t 2002} ont concle 3 un béEnefice de survie sans
progresskon, aucn n'a montré de bénéfice significatif de suar-
vie globale. Le facteur pronostigue le ples Important est b=
statut avant la greffe: les résultats sont tris significativernent
melllenrs chex les patlents en réponse compléte métabaligue.
La gquestion == pose de b place du brentuximab vedotin, antl-
corps ant-{I330 couplé 3 une toxine Inhibitrice de k2 tabuline,
la monométhyl-auristatine E. Avant 1"autogreffe, le brentuximakb
vedotin permet d'obtenlr des réponses chez des patients réfrac-
takrex 3 une chimlathéraple de rattrapage comportant des sels de
platine, permettant de réaliser Fautogreffe dans une situation plus
favorable M9, Aprés autogreffe cher des pattents 3 haut risguoe
{lymphome de Hodgkin réfractalre, rechute 3 malns de 12 mods,
lealisations extraganghionnalres), le brentuximab vedotin peo-
longe la durée de survie sans rechute et la survie globale ", Enfin,
dans bes rechutes apris autogrefe, le brentuximab vedotin permet

b

d'obéenir une réponse dans plas de deox thers des s, permettant
de conduire les patients 3 1'allogrefie ¥0_ 51 |a place de |'autogreffe
est Elablie dans be lymphome de Hodgkin (cf. supral, 'avénement
du brentuximab: vedatin a senstblement changé la stratégle, avec
son positlonnement 3 la folds en pré- et post-autogreffe.

Dans le lymphome du mantean, Pautogreffe constihee un
standard die premiére ligne pour les patients jeunes, apris une
chimiothéraple comportant optarabine et csplatine (R-DHAP) en
altermance ou non avec du ftuximab, cyclophosphamide, doxo-
rubdcin, wincristine, prednisone (RACHOP S Cette stratégle
agresstve die prembére Hgne ne permet néanmoins pas d'obbendr
une guiérson définitive. Les rémltats de '&tude LYMAR ong
démontré b= bénéfice en termes de survie sans progression d'un
traltement d'entretien par tiuximab aprés Pintenstfication.

Lautogreffe 3 pu Stre proposés auss] dans k= lymphomes
follboulatires, qul demeurent Incurables avec b approches de
chimiothéraple cassigue. En prembére ligne thémapestigue, trods
meéta-analyses ¥ % sont parvenues aux mémes condusions, 3
savolr I'absence d'amébioratton de la survie globals, mals une
amélioration de la survle sans Svénement avec "autogreffe, sans
différence dans le rsque de mortalité ou de mocbidité 3 court
ou long terme. Ces résultats sont néanmodns en partie contredits
par une &ude de 2014 non andomisés comparant les resultats
d'une autogrefie en premiére ou deuxléme ligne 3 orux dune
mtensification plus tardive. A sept ans, bes taux de sarvie globale
et de survie sans progression sont pour 1'intensification préoooe
respectivernent de 6% et &%, Mesurie 3 partir du disgnostic,
la smarvte glohale se révile ggnificativement sopérieurs 3 celle de
Fintenstication ples tardive (p=0,031 7. De plus, cette publica-
tlon démantre |'attelnte dun plateau de survle ans progression
apri= 9.3 ans pour les patients greffés en premiéne Hgne o 6,4 ans
pour ceux greffis en deuxléme Hgne, suggérant un effet cuna-
tf de b procéidure pour une partle des patients. Ces données
corraborent bes conduslons de Péetude de Metzner et al., mon-
trant I'atsence de rechute au-deld de six ans aprés I"autogrefie =9,
L'tmpact du condittonnement par irradistion corporelle totale par
rappact 3 une chimiothéraple de type BEAM a &8 &valué dans une
étude rétrospective de |'EEMT, quil 2 conclu 3 un certaln avantage
en termes de survie sans rechute en faveur de |'iradiation corpo-
relle totale, sans différence de survie global 2™ Blen qu'slle parte
sur un =ffectif restreint de 24 pattents, tralbis en prembérs Hgne, et
ne solt pas rrndomisée, etude de Derenzind et al. est Intéressante
chus 21t d wn suivl médian qui stteint dix ans ™, La chimiothéaple
Initlake étalt une approche séguentielle utilisant B-CHOP en alter-
nance aver rituximab-fuedarabine-mitoxntrone [B-FA), dans e
but d'amélkarer la réponse prégreffe, et b= condtionnement Etalt
Lz schéma classique BEAM. Le taux de survie sans progression a dix
ans attetnt 7%, mals il n'est pas possible de dEterminer 51 ces bons
résultats sont dus 3 la chimiothérapls séquentielle B-CHOPE-FM
o 3 "intensification.

Cu'en est-ll de Pautogreffe en sihotton de rechute? Létude
dhe GELA montre une amélioration Importante de la survie aprés
autogreffe comparée 3 une chimlothéraple clssiges ™. Comme
pour les autres pathologies lymphoides, b= degre de réponse Evalué
par la tomographie 3 émisdon de podtons (TEF -scan avant auto-
greffe a une forte valeur prédiciive de la survle sans progression 7,
HApris Pautogreffe, un traltement d'entretien par fbuximab pro-
longe la survie sans progression mals non la sarvie globale ™0,
Lapproche de type «greffe en tandem =, od la greffe autologue
est sulvie d'une greffe allogénique 3 conditonnement dintensité
rédulbe, parait plus Intéressante encore. Elle permet d"obtentr un
taux de survie globale et de survie sans progresion de 6% 3
trods ans ™, Pour bes lymphomes folliculatres transformiés, une
apprache thérapeutique analogue 3 celle des rechutes des bym-
phomes de hawt grade semble Intuitivement pertinente. Dewx
etudes plaident en faveur de cette attitude™ " avec peut-itre de
malns bons risultsts poor e patients traftés par rituximab anté-
reurement, o= gui est Evidemment maintenant la sihwtion la plus
fréquente. Neanmolins, Farrivée des nouvelles substances actives
dans lesx lymphomes folllculatres, notamment les inhibiteurs de
HTK, de 1 PI3 kinase et de Bcl-2, latsse prévolr des modifica-
tlons drastigues de la prise en charge de oes pathologles, avec
polentidlement des stratégles thérapeutiques leur asodant une
Intensification.
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Leucémies
Lencémies xiguis myéloides

L'sutogreffe de C3H est possible dans bes beucémbes alguis
myeloides, elle est méme considérée par I'EEMT comme une réfi-
rence dans les LAM de risque Intermidiaire ™. La pustifscation
de cette approche st ke fort taux de rechute aprés chimio-
théraple, notamment chez les sujets 3gés (= &lans) pour gul
lallogreffe, techniguement possible, comporie néanmodns un
rsgue majeur. Un el défd anclen du groupe EDRTCAGIMEMA
a Inclus 241 patients, d%ge compris entre 1 =t 45 ans {en pra-
teue, supérieur 3 15ans) P, En fonction de la disponibilité ou
nan d'un donmeur Intrafamilial, les patients bénefclalent d'une
allogreffe ou &alent trattés (s=lon le centre) sobt par chimiothéra-
pie Intensive (104 patlents), solt par autogreffe de cellules souches
obtenues par prélévement médullxire (95 patlents). Le taux de
survie sans maladie projeté 3 gquatre ans a été de 48 % dans |=
bras autogreffe contre 30%: dans le bras chimiothéraple inten-
sive, sans que cela ne se tradulse par un gatn de sarvie car les
patients rechutant dans le bras chimlothéraple Intenslve avabent
une mellleure réponse i la deuxléme ligne de traltement, Induant
I'autogreffe, que les patienis trallés en premiére Intentlon par
autogreffe. Lesa1 du groupe EOETC-GIMEMA AML-13 s'est atta-
chié 3 la population des t= d'3ge compris entre 61 ot 70ans,
awer un Indice OMS0-1 7, Cet essal a montré la relative falsabi-
lieé de 1'autogreife (cellules sowdhes peripheriques) avec, sur les
£1 pattents Eligibles, 35 patients effectivement greffés. Les durées
miédiames de murvie sans maladie =t de survie globale &lent de
1,1 et 1 ,6ans, et les taux 3 trods ans de survile sans maladie o de
survie globals de 28 % et 35%, respectivement, sans différence par
rpport aux autres patients incles dans cet essal pour kesquels les
centres participants avabent falt ke chaolx d'une chimlothérapie de
conselidation conventlonnelle. L'esal randomise MEC AML 10
a porté sur des patients de molns de S6ans (sans Ilmite d%ge
Inférieure) en emission mals sans donneur allogénigque 9. 51 an
limnite 'analyse aux pattents de 35 ans ow plus (89 patlents dans =
bras autogreffe verns 80 dans le bras chimiothérapie Inbensivel,
an onstate 31 rechutes dans le bras autogreffe contre 50 dans |=
bras chimlathérapie Intensive. L'analyse des survies, notamment
chez les patients de 25ans ou plus, est statistbquement en faveur
de I'autogreffe, les patlents non autogreffés n'étant pas, contral-
rement & étude dtée précédemment P, remis phes facllement
en rémisslon en cas de rechute. Une étude de registire publiéeen
A3 3 partir des données du Cemter for Interrational Blood and Mar-
row Trmmsplantation Research a comparé les résaltats de Pallogreffe
{maelle versus sang périphérigue) 3 csux de Pautogreffe avec o
hales scuches du sang pérphérigue ™. Le taux de survie sans
maladie 3 cing ans étalt simdlatre (61 % et 54 % pour Fall
versus 47 %), de méme que le bux de sorvie globale (64 % et 595
versus 54 0.

L'impact éventuel du profil cytogénétique et moléoulaire et
encore mal connu. Cette questlon a été abordés dans umne
Sude rérospecilve comparant k= résulits de Pautogreffe 3
ceux d'une chimicthémaple Intenstve dans des LAM 3 :T
type noemal avec FLTIITDY, 3 risque élevé de rechute précooe
Le taux de survie sams maladie =t plus favorable aprés auto-
greffe (40% versus 10% 3 4ans, p=0,05) =ns que cela ne ==
traduls=e par un avantage de survie globale (#0% versus 200
i dans, p={,27), mais b= falble nombre de pattents {11 pour
I'autogreffe et dix pour la chimiothérapie) rend toste conclusion
hasardeuse.

Dies essals clinigues d'assochtton autogreffe/immuncthéapls
ant été menés. Des résuliais enocourageants ont &é
awer une méthode d'Immuncthémple celulakre fatsant appel
i lI'adminigtration, avant Fauiogreffe, de cellules leucemigues
autnlogues assoclées 3 des cellules séoétant du CMACSF =t des
hymphocytes sensibilisés ™. Chez les patlents ayant développé
une réponse Immunitaire antlleucimigue, b= s de servie sans
rechute rapporté est de 100%: 3 trols ans, mals 1l s'aght d'un essal
nan randomisé, avec 28 patients. seulement ayant béEnéfické du
traltement pré-greffe.

Dans lkes LAM, différents types de conditionnements ont &b
testés, sans démonstation d'une sopérdorité de 'vn ou 1awtne
des schémas. L'une des options de conditlonnement les plus
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prometteuses conslstedans utilisation du busalfan par vole Intra-
velneus:s pour pallier ka variabilie des taux cleoulants lors done
prize per os B0

Un dies problémes 14 3 1autogreffe dans les LAM est 13 contami-
natlan potentielle du greffon. Les tentatives de purge du greffon se
wnt révelées toxigues In vitro et rendent =2 prise délbcate, méme
o des technigues de sflection positive des oellules CD34Y stion
CD133* permettent une décontamination du greffon d 'un facteur
10-7 3 104 tout en préservant s viabilité ¥, La contamination
potentiele du grefion par bes cellules souches levcEmiguees pes-
sixte, car il n'est pas possible de les distinguer alsément des celloles
wches normales. L'utilisation de nowvelles substances cblant
de=s voles métabollgues sensibles dans les blastes leucémigues est
néanmains 3 Pétude.

Pour conclure sur les LAM, ks résultats d'une mét-analyse
récente #5 montrent une sapériorté de "autogreffe sur la chimio-
théraple classigue en termes de rechube, sans Impact sur la survie
globale, notamment 3 cause de la mortalieé Dée 3 la procédures. Les
riesultats restent Infériewrs 3 ceux de allogreife, mals celle-cl reste
Inaxcoessihle pour un nombre non négligeable de patients, faute de
donneur compatible. Le conditionnement préalable 3 1"autogrefie
doit Eétre encore optimiseé afin d'en diminuer encore la mortalibe,
dizja trés fathle grice 3 Futilisation de cellules mobillsées du sang
pérphérgue, gul permet une resconstitution hématologlgque ples
raplde gue le= cellules médullalres. Le condittonnement le plus
adéquat dolt certalnement contendr du busulfan Intraveimneus 790
Enfin, bex rechutes trés tardives {16%: 3 10 ans) P9 plservies cher
les patients autogreffés montrent kb persistance d'un contingent
leacéEmlgue résiduel de falble iImportance aprés 'aunogreife. Cela
mggére [utilisation d'un trattement d'entretien, par chimiothé.
raple ou Immunothérapls, une répons: Immune antilsucEmbque
ayant ke temps de se dans ces délas. La diminution
de la mortalié Bée 3 la transplantation et le metllsor contrle des
rechurtes, notamment tardives (purge du greffon, dhimiothéraple
d'entretien, Immunathéraple post-grefie), devrabent permetire un
renouveau de |'autogreffe dans les LAM, qui reste néanmodns ane
procédure standard pour bes LAM de risque Intermédiatne en B
et une opticn envisageable dans les autres cas, 51 une allogreffe ne
wmble pas possible ou misonnable P51

Lewcémies ajguss lymphoides

Selon les recommandations de PEBEMT, Pautogreffe n'a pas
d'Indiation reconnue dans les leocEmies algeés lymphoides
(LALY, #n dehors d@wentuels prodocolss expérimentzus. Une
meéta-analysede 3013, coorespondant 3 un total de 13 &udes et de
62 patients, montre gque 'autogreffe n'apporte pas de bénéfice
dans les LAL Phl- comparée 3 une chimiothéraple Intensive, et
pourralt méme aggraver le pronostic #7. Méanmolns, k= données
recentes sur la maladie résiduelle (mimmal residual dis=ase [MRD])
tendent 3 démaontrer gue les pattents MRDLnégatifs 3 b fin de la
chimiothéraple dinduction ont un promostic favorable qul n'est
pa sensiblement améllioré par g:r\el'fe allogénigue. O, aucune
etide de transplantation autclogue n'a &€ effeciuée en cblant
cette population de patients 3 « fathle risque = MED-négatif=. Les
LAL Phl+ constituent un cas partliculler: beur pronostic, consl-
diré commee trés péjoratif, a & bouleversé par 'utilisation des
inhibitewrs de tyrosine kinase (ITK). Une &tude récente portant
wir de petits effectifs (58 patients) 2 comparé la greffe autologue
i la greffe allogénique apres un traltement d'indoction assoclant
'imatinib £ une -:I1:Imh:|l|1&rapde“‘. sans mantrer de différence
entre bes deux groupes. 51 le nombree de patientsest toop fathle pour
pouvalr tHrer des conclusions fermes, B et Intéressant dans oette
etude de noter gue sur 13 greffons analysés, neuf Stalent néga-
tis =n polymerase dhain reaction pour le transceit berabl, et les
guaitre autres falblement positifs, suggerant une sfficadté ceraine
de l'assoclation des ITK i kb chimlothéraple «classique = pour la
purges In vive du greffon.

Autres indications

Tumeurs solides

L= ndications d'autogreffe de CSH hors hémopathies malignes
représentent une fraction trés falble de l'ensemble dies aubogreffes.
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Elle= relévent dans la guadtolité des cas du domakne de la
recherche clintgue ou d'indications de prise en charge au s par
s dans des situations particulléres.

[ans ke cancer du s=in, une méta-analyse regroupant 14 éhedes
et 5747 patlents a moniré un effet positlf de "autogreffe en pre-
milére lignesur lasurvie sans maladie mals pas sar la sarvie globale,
sauf dans une sns-population de patientes 3 haot rsque ™1 11
Importe cependant de soulignesr gue ks autewrs n'ont pas &0 aooks
aux données Individeelles des pattentes, o2 gul limite & por-
tée de leurs condusions. Une étwde portant sar 1153 patlentes
i haut rsgue (phes de trols gangllons envahls) a G2t état d'une
médiane de survie sans maladie de 100 mols et de survie globale
de 134 mols, suggérant, malgré I'absence de groupe témoln, un
bénéfice de Parogreffe en sihotion adjuvante par rapport 3 la
chimbathéraple comventlonnalle P2, Blen entenduo, les nouvelles
minliéoules utilisées dans cette pathologle peuvent venir remetine
en cause 'Intérét de oes analyses ritrospectives.

[Dans les turmeurs 3 cellules germinales, Pautogreffe semble inté-
ressante cher les patlents réfractalres ou en rechute, ave: un taux
de survie globale 3 deux ans de 719%, dans une sére limitée de
17 pattents 1.

Dans lex tumeurs de ovatre, autogrefie avec conditionne-
ment par melphalan n'apporte pas de béenéfice 52, NEanmolns
ces pisultats pourrabent Etre modifiés avec Muttlisation d'awtres
conditionnements, notamment par le topatécan P9

[Dans les tumeurs embryonnalres du systéme nerveux central de
l'adulte, les données proviennent souvent d'ohservations 1solées.
Une compamaison historigue a néanmalns montré aprés rechote
une survie globale médiane de 3,5 ans chez dix patients transplan-
tés versus deux ans chez 13 patients trafés par chimiothéraple
conventionnells P2,

Dans le cancer du poumon 3 petites cellules, b= méta
ne parviennent pa: i déterminer la place de I'autogrefie, faute de
séries saffisantes ™4

Enfin, bien que de nombreuses études alent & publies dans les
sarcomes des tlssus mous, |1n:|1'.|-:']1|a|I:!l:l|:-cr|:|5.l'|:|-:a'.|r|:u:|rr||-=|."‘:'I ou rhab-
domymsarcomes P77, le nombre dessats randomisés et fathle, et 11
n'est pas possible die statuer sur 'utibté de 'aotogreffe.

Affections auto-immunes

Dans ces pathologles, la base du mbsonnement est gue la
chimiaothéraple de condittonnement détrult ke lymphocyies
autoréxciifs, avec unesremise 3 p&o s du systéEme Imamend talre.
Un ezl de phase [ de 20015 dans la sclémse en plagues 3 comparé
une greffe autologee conditionnés par carmustine, cylarabine,
&oposde et melphalan plhes immunoglobulines antithymocytes
contre un traltement par mitoxantone™Y en se basant sur be
nambre de lislons cérebrales détectables en T2 durant bes guatre
anmées malvant be traftement. Malgré un effectif fathle, I'auntogreffe
a redult de 79% le nombre de nouvelles lislons par rapport 3 la
mitoxantrone. Un autre type de condittonnement lymphoabla-
uf & fxlble mben=ité {cyclophosphamide 130 mg'kg) semble auss)
Intéresant, mals 'étude n'a porté gue sur septt patients P31, Parmi
les pathologies digestives, la maladie de Crohn peut bénéficler de
I'autogreffe dans certains cas, aver notamment wne réponse rapide
de la maladie i la chimiosthéraple de condittonnement ™. Les
résultats de 'autogre e de (C5H sont Intéressamits dans be lupus ép-
thémateux diséming réfractalre aux thérapeutigues classbques,
avec un Bux de contrdle de b maladie 3 dng ans de 1orde
de 50% dans la majorité des Sodes publiées (représeniant envi-
ran 200 patients] ¥, Dans cette pathologle, 'autogrefie s= hewrte
i des problémes Infectleux Imporiants s au termatn et se valt
concumencée par kb greffe de cellules mésenchymateuses stro-
males, aux propriétes Immunasappressives. Dans b polyartheite
rhumatabde, 51 un contrile rapide de la maladie peut Etne obteno,
la disponibilité des nouvelles bioth éraples met autogreffe de C5H
au second plan " Dans la sclérodermis, une éhude récente 3
randomisé 156 pattents entre autogrefie conditionmiée par cpclo-
phosphamide 200 mgkg phes immunoglobulines antithym
contre un traltement par perfusion mensuelle de 750 mg#
cydophosphamide pendant 12mots ™. Cette &ude a montré
une augmentation significative de la mortalité dans le groupe
autogreffe au cours de la premiére année, malgré exclusion des
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Tablaan 3.

Frogamme de vacdnation post-autogrefe.

Vaccin Délai par rappodt & la gredls
Anugrippal 36 miois

Pricumoomsue 3 s

Hoemophibes INTnawras &-1Z2moks

Tenos, diptuésie, coqueluche &-1Z2moks

MEningomgue &-1Z2moks

Poliomyaiee (vaorn i) &-12maks

Hiéparive B 512 miaks

patients 3 comorbidités iImportantes (10 % de décés wersus 09%),
mails un modeste gain 3 long terme, ne permettant pas de posl-
tlanner I'autogreffe comme un standard de trattement dans la
wlérodermie. Au cours des oytopénles auto-Immunes réfractalres,
une réponse 3 'autogreffe est observée dans 40% des cas, mails
ne persisie 3 long terme gque chezr un guart des patients 3,
En condusion, I'autogreffe dans les pathologles autodmmunes
a permis d'obtenir certains succés, mals au prix d'une morhl-
dité non négligeable pour des résultats souvent transitolres. Aussl
cette option thérapeutigue n'sst pas recommandable =n dehors
d'essals clhinlgues, d'autant gu‘slle est aussl concurrencée par les
nouvelles biothéraples alnd que par les techniques Innovantes
d'Immunomodulation telles que la greffe de celhales mésenchy-
mateuses stromales.

“
Point fort
—
Les deux Indications principales da 'aubogreffe sont e
myeloma du sujet jeune et kes lpmphomes da haut grade
Bn rechute Keanmains, de nombrewdses autres Indications
sont & discuter 3u cas par cas, notamment dans les patho-
Ingles auto-mimunes, sinsl que dans les tumeurs solides.

B Suivi des patients autogreffés

Le mulvi dans les sultes immeédiaies de "autogreffe est essentiellbe-
meent centré sur la reconstitation hématologlgue o les problemes
infectieux. Une réévaluation tumaorale st généalement effectuée
Z 3 Imols aprés Pautogrefle. Par b sutte, b= subd dépend de la
pathologle, aver néanmolns au minimum une visite annuoele
dans le centre de réeférence de 1"aotogrefie. Le patient doit bénéfi-
cler en post-greffe dun programme de vaconation e les taux
d'anticorps spécifigues diminuent fortement aprés la grefie. [
est donc recommandé d'effectuer les vacdnations en lalsant un
délal post-greffe d'au motns trols mols"™ Le Tableau 3 réca-
plitule les vaccinations recommandéss et leur délal par rappart
a la greffe (d'apres P91 1 faut noter que les vacoins vivanls ne
wnt administrés que 5'lls sont vralment Indispensables et aprés
un délal dau motns deux ans par rapport 3 la greffe. Sur le
long terme, les patients autogrefiés présentent un risgue acou
de lencémies secondalres, de pathologles cardiovasculalres, de
troubles endocriniens et métaboligques, ainst gque d'infections, jus-
tifiant un sulvl spéciallsf a mindma annuel, méme au-dedd de
cing ans.

B Complications de I'autogreffe

En plhe de la toxicité directe des différentes chimiothéra-
ples de conditionnement, ke compliations de 1'autogreife sont
essentlelement dues aux Infectlons, favorisées par la neutropé-
nie prafonde nduite par b= condittonnement =t qul dure en
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général un peu plus d'une sematne. Les germes responsables sont
souvent endogénes, tels qu'Eschenichia oodi. On peut Egalement
abserver une diarrheée bée 3 Clostridiem diffacile, des Infections fon-
gigues, notamment 3 Cardido afbicams, mals ausst des infections
liges 3 la prisence d'une vole centrale, favorisées notamment par
une alimentation parentérale. Une prophylaxie antfongique =t
habituell=ment administrée, maokns souvent une prophylaxdeant-
microhlenne, dont I'eficacité n'est pas clairement établie "9 Les
complicatbons Nées 3 la chimiothérapie et 3 la pérode d'aplasis
Incluent alopécie, mucite, nausées o vomisements. Beascoup
plus rare gue dans I'allogreffe, 2 maladie velno-occlusive du fole
ezt une complicaton grave, qul se manifeste par une hépato-
mégalle douloursuse, un kiére et une rétentlon hydrigue, Des
momplications pulmonaires surdennent cher plus dun quart des
patients, pour moltlé d'origine infectiewse. Les complications non
Infectienses Incluent I'edéme algue du poumon (35%], le syndrome
de pneumanie idlopathigue (1 %), les hémaorragles diffuses ahnéo-
lalres (2%, le drome de détresse respiratotre pérl-prise du
grefiom (2,5%) 0™ Létat pulmonaire du patient avant la geeffe
et les examens fonctionnels resplratotres pré-greffe (notamment
la capacité de diffusion du monoxyde de carbone) sont des fac-
teurs pronostiques du développement de ces complications "™
L'ensemble de la procédure d'autogreffe est grevée dun taux de
muoctalité précoce (dans les 100 premiers jours), de 'ardre dun
peu molns de 3%

La tomlcté 3 moyen = long termes ne dolt pas Btre nigll-
géem"' 8 En premier lbeu, b stérlité, ausi bien dhez 'homme
gque chez la fermmme, est d'observation trés fréguente, notame-
ment du falt de la dhimbothéraple de conditionnement. Dans o=
wontexte, des grossesses obtenues @ns assistanoe médiale sont
observiées dans molns de 15% des s, amenant 3 proposer une
wongelation de sperme chez I'homme et un éventuel prélévement
d'ovocytes chez ba femme. Chez les femmes rfcupérant un cycle
menstris, la ménopause précoce est quand méme une complica-
tion fréguente. Un délal d'au modns deux ans aprés 'austogreife
ext requis cher la fernme avant une grossese, délal correspon-
dant 3 la pétode de risgque maximal de rechute. Selon Pige de
la patiente, ce dilal peut étre repoussd 3 Cing ans par séoarité.
Lorsgqu 'l y a grossesss, celle—cl sedéroule sans complication. Méme
en excluant b= risgue de rechute, Pespérance de vie des patients
ayant bénéfické d'une greffe autologes est Infédeure 3 cell= de |a
population générale, en ralson de toxicibés tacdives, notamment
cardiovasculakres.

Cex différentes complications ont amené 3 roposer un sulvl
particuller des patients ayant bénéficlé d'une autogreffe, rémamé
dans le Tableaw 4 (d'apris ™),

Les complications cardiovasculalres de "autogreffe apparalssent
le plas souvent plusiewrs années aprés la procédure : Insuffisance
cardiague, anomalles valvulaires cu de la conduction, bées 3 la
cardiomyopathie due 3 la chimlothérapie conventlonnell= et au
wonditionnement a la greffe. En phes des facteurs de rsque das-
shyues, kes facteurs prédictifs de o type de complications sont
I'état antédeur du comur, les dosesx comubies danthracyciines,
l'utilisation de kv radiothérapie, la surdharge martiale e aux
transfustons répétées. En dehors de a maladie velno-oochesive
ou d'&ventuels épisodes dinfection etfou réactivation virale,
une attelnte hépatigue pest &re bBée 3 I'hémochromatoss
posttransfusionnelle. Les complications rénales sont lées 3
l'usage pré-transplantation dagents néphrotoxigues, notamment
de s=ls de platine, et de la mdiothérapie, avec des attelntes
glomérulalres, alns! qufd P'utilisation d'antiblotigues et antl-
fonglques néphrotoxiques 3 Vorgine dune attelnte plutit
tubulaire.

L'une des complications les plus graves de l'autogreffe est le
dévelappement de cancers secondalres. Les cancers radbocinduits
(maroomes, thyrorde, seln) sont peu augmentés par I'anogretfe, en
ralsom de la fathle wtilisation de la radiothéraple, mals photde lés
aux traltements antérleurs. Le risgue essenthel dans "autogreffe et
celulde myélod ysplasie etfow de leucEémbe secondalre, dont le taux
de survenue est de 'ordre de 5%, aver un délal médian d'un peu
plus de deux ans. Ce fisgue dépend blen entendu auss) de "usage
dalkylants et de la radiothérape avant la grefe. Le pronostic de
ces lewncemies secondalres est Bé au caryotype, malbeursusement
blen souvent défavorable dans oz contexte.
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Tableau 4.
Recommandations pour e subd de greffe.
ImmEning anui-infecieese anLl-Freumecysits
pendant & moks
Vaccinaikons
Examen ophialmologigue Annuel
Erat buccodeniaire Evahodon annueli:
Frumologie Arre du bagsme
Evahmoon dinigue annusl:
Cardiovasculzire Examen dinkjue annes
Hygiéne crdicvasouliie
Artvile physique adapiie
Survedllance annwelle de L3 iension
aniriele
Fonction hépatigue Tranzaminasesyillnubineg Temidne 1ous
li= & s | premi Ere ananie
Fonction rénale Wi onda nin ef prnod murke: annus e
Squelene Densivomeirie eewse 5 2oieur de
risque, sulvl en fonoion de cene
premilére fvalusdon
Heurdogic Exzmen dinique annus! + fcncwions
cogriltives
Endocrine Bilan thprofdien anmuel

Era mequeux ot oz@né Examen dermarologique anmuel
Conssls vis-3-viEs de I'exposicion sdiee

Examen pynécologique anmuel

Prychosacial Evahmdion anmuel: de Finserian
profesionnedlefsocile et dies foncians
senmedles

Cancers seoondyies Dépistage dinigue orieme

1 .
Point fort
[ .

La survelllance de |3 procédure d'autogrefe ne sa lImite
pas & |a phase d'hospitalisation et d'aplasie mals s'&tend
4 la période post.grefie, avec notamment la possibliits de
complications Infectlewses (moyvan terme), mak aussl car-
diovasculaires 8t hématoiogigues (moyen at long tarmes)

Justinant un subvl speciallss profonge.

B Perspectives et conclusions

Lautogrefie de odlules souches est devenee une technigque
de pratigue courante, notamment du fait de la relative facilite
du prélévemnment par cytaphérise grioe aux facteurs de aols
wnce hématopoiétigues clasmigues (GoC5F) et aux nouveaux
agents de moblbistion, t=] ke plérnxafor Laustogreffe néces-
s néanmolns un plateaus technigee Important et spéclalisé
pour &tre cialisée dans les mellleures conditlons de sEourité.
Un des éléments-cles de la réumsite de la procédure st gua-
Ié du greffon, qul dépend ben sic du patient, mals aus
de l'expérience de l'unité d'hémaphérése, alnsl que des diffé-
rentes éapes du transporticongélation/décongélbtion du greffon.
A larigine simple support d'une chimiothérapis 3 haute dose,
l'autogreffe devrait éEvoluer vers des technigues plus sophistigquées
d''mmunomodulation afin d"améllarer son potentie] antitumoral
par rapport 3 allogreffe, sans en avolr b toxdcieé padols prohibl-
Elwe,

IKclarsthon drinterlls @ e aulzurs ddclarend ne pus ol de lims O intdries en
relalion gver oo ariicle.
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Micafungin as primary antifungal prophylaxis in patients presenting with
acute myeloid leukemia

Micafungine comme prophylaxie antifongigue primaire chez les patients atteints de leucémie aigiie
myéloide
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Abstract

fjective. — To study the efficacy and safety of micafungin for prophylaxis of invvasive fungal infections i patients undergoing induction
chemotherspy for acuie myeboid leakemia.

Palients and metheds. — A prospective obsermational single-center stady of 41 patients from the hematology depariment betwesn May 2012 and
April 2015, Micafungin was sdministered once daily from the first day of induction chemotherapy to the end of the neutropenic phase.

Results. — Neither Canaida nor Aspergillus infection was documenited inooar 41 patients from the first day of micafungin infusion o the end of
the peutropenic phase. Patients were followed for thiee moaths afier discontinuation of mécafungin and none of them contracted an invasive fungal
infection. Only one patsent presented with grade [11-1V bepatic and ionic ovicises

Conclusion. — Micafungin & associated with a good safety profile and is an interesting opiion for preventing invasive fungal infections in the
high-risk population of patients presenting with hematological disorders.

0 2016 Elsevier Masson SAS. All righis reserved.

Keyworde: Micafunging Acule myeloid leakemia: Aspergillur
Résum

jectif. — Notre objectif #ail d"éwdier 1'efficacis ed Ninnocuit de la mécafungine comme prophylaxie antifongique primaire chez les patients
atieints de lencémie aigle my&loide.

Palienis of méthodes, — Mows avons inclus 41 patients de mai 2012 3 avil 2015, La micafungine a &2 administrée du premier jour de ka
chiméctheérapie d induction jusqu’a la fin de Ia periode de neutropenie.

Résuliniy. — Aucune infection 8 Casdids ou Asperpiflus n'a @@ documenige chez nos 41 patients enire b2 premier joar de la chimiotherapie
d"indwction et la fin de la péricde de neutropenie. Trois mois aprés |"amét de la micafungine, sucan patient n'a développs d'infection fongigque
imvasive. Un seul patient 3 presente une wxicie de grade 111-1%.

* Comesponding authaor. Service d”hématologie, cenbre hospitalisr universitaire La Conception, 147, boulevard Baille, 13005 Marseille, France.
E-mail addreer: regisomsizllotage @ gmail.com (R, Costello)
1 Egual contribution,

hetpotfdx ded org 10,1016 medmal 20146.03.008
0355077 XS 2016 Elsevier Masson SA5. All rights reserved.

Pliease cite this aticle in press as: Veaton G, et al. Micafungin as primary antifungal prophylaxis in patients presenting with acute myeloid
leukemia. Mad Mal Infect (20160, httpetidy doiorg/100101 67 medmal. 2016.03.008
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Conclusion. — La micafungine est associde 3 un excellemt profil de iolérance et semble ére une option intéressanie pour prévenir kes infactions
fongiques invasives dans |a popualation & baut risque des patients traités pour hémopathie malipne.

0 2016 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Motz ciér - Micafungine ; Leuoémie aige? mydloide ; Aspergillor

I. Imtroduction

Patients presenting with hematological disorders with an
anticipated duration of nentropenia of more than seven days are
at high risk of invasive fungal infections (1FI=) imeolving both
Candida and Aspergillux species. IF] early dingnosis is diffi-
cult o establish and, given the high morbidity and monality of
established invasive fungal disease, primary antifungal prophy-
laxis is highly recommended in current guidelines (e_g., ECIL.,
ASBMT) [1.2]. Broad-spectrum treatments active against both
Candida and Aspergillus species have an advantage over those
with activity against Candida alone.

Posaconazole i= recommended for the prevention of fun-
gal risk in acute myeloid leukemia (AML) patients undergoing
induction chemotherapy [ 1]. However, oral posaconazole shows
great variability in terms of bioavailability and compliance [3].
Moreover, cross-resistance to azeles {luconazole, voriconazole,
posaconazole) may ocour among Candida species and partic-
ularly C. glabrata. Emergent infections with resistant bacteria
may thus occur in patients receiving prophylaxis with any azole
drug [4.5].

This is why echinocandins such as micafungin. a recent class
of antifungal agents active against Candida and Aspergilluz
species, are increasingly used for prophylaxis [6-8]. Micafun-
gin. unlike fiuconazole. does not interact with drogs metabolized
via the cytochrome P450 [9]. Dose adjustment is also not
required in patiends presenting with renal impairment.

1. Patientz and methods

We conducted a prospective observational single-center
studv at the Hematology and Cellular Therapy Depar-
ment of the University Hospital of Marseille (Hopital de
la Conception). We aimed to study the efficacy and =afety
of micafungin in preventing 1Fls in AML patients undergo-
ing induction chemotherapy in routine practice. All patients
requiring first indoction chemotherapy for AML (de novo
AML or AML secondary o myelodvsplastic or myelopro-
liferative svndromes) and treated with primary prophylactic
micafungin were included in the study. Patients had to
be free of invasive funpgal disease at the time of enrol-
meni

Micafungin was administered once daily as a one-hour infu-
sion (50 mgfday) on the first day of induction therapy for AMIL._
Patients were monitored afier the first day of induction for galac-
tomannan antigensmia at least once per week. A CT scan was
performed in case of persistent fever for at least five days follow-
ing broad-specirum empirical antibacterial therapy. Micafungin

was discontinwed when absolute nentrophil count (AMNC) had
reached = 1500/mm” in the absence of fever and IFI.

Criteria for proven and probable infection were consistent
with those for IF] described by the Invasive Fungal Infections
Cooperative Group of the European Organization for Research
and Treatment of Cancer, National Institute of Allergy, and
Infectivus [DMseases Mycoses Sudy Group. A proven fungal
infection was defined s a biopsy-proven invasive or dis-
seminated infection. A probable pulmonary aspergillosis was
diagnosed by lower respiratory tract diagnostic tests and was
defined by the presence of fungi as well as clinical and radio-
graphic findings. Suspected fungal infection was defined as faver
(temperature >38-C) lasting for 9% h during the newtropenic
phase despite o broad-spectrum antibacterial therapy. Suspected
fungal infection led to empirical antifungal therapy | 10].

A successful treatment was defined as the absence of a
proven or probable systemic fungal infection until the end of
the neutropenic phase. The use of systemic antifungal agents
for the treatment of suspected fungal infections was considersd
a failure. Safety analvses included standard micafungin adverse
events: hepatic and ionic grade II-1V oxicity according to the
2004 WHO classification, and no hematopoietic reconstitotion.

Induction of chemotherapy was performed wsing daunon-
bicin (90 mg/m*iday. 3 days) and cytarabine (200 mg/m2fday,
7 days) in patiens aped <65 years, Idarubicin fﬂimgfmzﬁ:la:.r.
5 days) and cytarabine flmn@fml.fday, T days) were wsed
in patients aged >65years. Refractory patients (hone mar-
row blasts = 5%) at day 15 after first induction chemotherapy
received a second-line chemotherapy.

All patients received the same supportive care during
the whole study period. P jirmeci pneumonia prophylaxis
consisted of  trimethoprim { 160 mg) + sulfamethoxazole
(800 mg) administered btwice weekly in all patients.
Trmethoprim—sulfamethoxazole was initiated after induc-
tion of chemotherapy, but at the end of the neutropenic phase
as soon a5 ANC reached > 1000Vmm”. The objective was Lo
avoid slowing down the hematopoiesis recovery. Prophylaxis
against HSV included oml wvalacyclovir (500 mg = Zday)
during micafungin treatment.

3. Resulis

Owerall, 4] patients from our department were enrolled
between May 2012 and April 2015,

Patients received a madian of 30 micafungin infusions (range
T—40). Meither Candida nor Aspergillns infection was doco-
mented in our 41 patients between the first day of the indoction
regimen and untl AMNC reached = 1500Vmm". Patients were

PMease cile this aticle in press 35: Yeaton G, et al. Micafengin as primary
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Table 1

Aomte mysoid leuk=min pati=nts undergoing induction chemotherspy.
Potienty mieinty de leacémis smpdlolde chmeigue soor  ousioférapie
o ndfactin.

Baseline and demographic characierisiios a=4l
Ptient ape {median) £i2 years
{rang=: 21-85)
Paticnt sex
Male 24{58.5%)
Female 17 441.5%)
Medizn aumber of prior chemoferapies before 0
AMY. induction chemotferapy
Chemotherapy regimen
Demnorabicin + cylarabine 24
ldsrubicin + cytambine 17
Medizn period of meutropenis (doys) F ¥
{range: 14-£3)
Hacterial igfections 11 {26.8%)
Funp infections
Confirmed 0
Frobahle 0

AML: aoste my=loid leukemia.

monitored for three months following the last micafungin infu-
sion and none of them contracied 1Fls. Mo patient had a positive
galactiomannan antigenemia above (L5, Mo treatment failure
requiring the use of empirical systemic antifungal agents was
observed. Eleven patients (26.8%) presented with a documented
bacterial infection during the neutropenic phase (Table 1).

Only one patient {2 4% ) presented with grade ITI-1V hepatic
and ionic toxicities. However, the patient had multiple organ
failure due to sepiic shock; thus, towicities cannot be for-
mally atiributed to micafungin. Mo other grade [TV toxicity
was observed and grade I-I1 toxicities did not require treat-
ment discontinuation. The median period of neutropenia was
22 days (range 14-65). A 65-day neutropenia post-indoction
chemotherapy was observed in a patient resistant to the first-
line chemotherapy who presented with septic shock and died
after multivisceral failure despite intensive care.

4. Discussion

1Fls oocurring during the post-induction chemotherapy apla-
sig phase in AML patients is a life-threatening complication.
When occurring during the first induction chemotherapy. 1F]
increases the risk of shor-term death and hinders complete
remission and long-term survival in AML patients [11].

None of our 41 AML patients presented with IFL. This is
quite interesting as literature data is scarce on the incidence of
IFls after micafungin prophylaxis in AML patients undergoing
induction chemotherapy. However, our work was an observa-
tional sedy of real-life practice and not a randomized controlled
trial. Our small sample size and our study design therefore pre-
vented us from drawing definitive conclusions. Mevertheless,
these preliminary findings support the need for further prospec-
tive and comparative efficacy studies.

Machbaur et al. [1Z] were the only ones io perform
a retrospective study of the use of micafungin in AML
patients undergoing induction chemotherapy. They chserved an

incidence of [Fls of 7% and micafungin was at least as effective
a= posaconazole (historical control) in preventing [FIs [ 2].

The authors of two randomized studies demonstrated the
efficacy of another echinocandin (caspofungin) in preventing
IFls in AML patienits undergoing induction chemotherapy.
Efficacy and safety of caspofungin were similar o other
prophylactic regimens, especially o itraconazole prophylaxis
[13.14].

Posaconazole has been extensively studied and is now used
in the prevention of IFls during the neutropenic phase of
AML induction therapy [15]. However, cross-resistance to
aroles (Auconarole, vorconarole, posaconazole) may ocour
among Candida species and possconazole interacts with drgs
metabolized via the cytochrome P450 [4.5.9]. Moreover, the
incidence of 1Fls in patients receiving posaconazole prophy-
laxis greatly varies from one study to another (0-17.2%)
[14]. The vamability of IF] incidence with posaconazole pro-
phylaxis may be due to poor compliance to posaconazole
as formulation is poorly adapted to patients presenting with
severe aplasia. [ndeed, compliance with an oral treatment is
very difficult and erratic in patients presenting with grade
I-I1 mucitis and frequent vomiting. This may result in a
wide varation in posaconazole serum level [16]. A daily
monitoring of drug serum level would be the only way to
ensure good compliance. This therapeutic drug monitoring
strategy is both time- and cost-effective but is not performed
in routing practice. Mevertheless, the upcoming arrival of a
new oral and intravenous formulation may solve this prob-
lem.

5, Conclusion

IFls are severe and fatal complications in immunocompro-
misad patients. Their prevention and the choice of an appropriate
antifungal prophylaxis are major issues for hematologists. Mica-
fungin is associated with o great efficacy and with an excellznt
safety profile. lts intravenous administration at a daily dose of
50mg seems to be an interesting option in the prevention of
IFls in the high-risk population of AML patients undergoing
induction chemotherapy.
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Aldehyde dehydrogenases inhibition eradicates leukemia stem
cells while sparing normal progenitors

G Venton ', M Pérez-8ea®, C Baier’”, G Foumer”, G Quash® ¥ Labiad’, G Martin®, F Sandersan®, P Paullin®, P Suchan™, L Farmault®,

€ Nguyen', C Brunet®, | Ceylan® and RT Costello™

The vast majority of patients with acute myeloid leukemia [(AML) achieve complete remission JCR after standard induwotion
chemaotherapy. However, the majority subsequently reapse and die of the disease A leukemia stem cell [L50) paradigm has been
invoked to eplain this @ilere of OR to reliably translate into cure Indesd, L5Cs ane highly enriched in C034+0038 — |eukemic cells
that edhibit podtive sldebhyde delydrogenae activity (ALDH+) on flow cytometry, thee L3 ane resistant to cuirently existing
treatments im AML such a3 cytarabine and anthracycine that, at the cost of great tosi city on normal oedls, ane highly actve 5 ainst
the leukemic bulk, but spare the L5Cs responsible for relapse To ry 1o combat the L5C populstion ssleciively, a well-characterized
ALDH inhibiter by the wivial name of dimethyl ampal thiclester |DIMATE) was assesed on sorted CD34+0D38— subpopulations
fram AML patients and healthy patients ALDH activity and cell viability wee monitored by flow opometry. From enzyme kinetic
studies DIMATE is an active enzyme-dependent, competitive, imeversible inhibitor of ALDH1. On cells in oulbure, DIMATE is a
powerful inhibitor of ALDHs 1 and 3, has a major oybtosic activity on human AML cell lines. Moneover, DIMATE is highly active

against leukemic populations enriched in L5Cs, but, unlike conmventional chemotherapy, DIMATE is not toxic for healthy
hematopoietic stem cells which retained, after treatment, their sel-renewing and multi-ineage differentiation capacity in
immunadaficient mice, xenosgrafted with heman leukemic colls DIMATE eradic ates specifically human AML cells and spares. healthy

mause hematobogic cells

Blood Cancer kswmal (2016 6, e469; doi 1010385 | 301675 published online 9 September 2016

INTRODIUM . TION
Acute miveloid leukemia (AML B the mot common aoute
leukamia in adulis, with a median age of 69 years” The vast
majority of patients with AML achieve complete remission afier
standand induetion dhemotherapy. However, the majority subse
quently relapse and die of the disease ™ A leukemia stem call
{L5C) paradigm may explain this failure of complete remision to
reliably translate into cwure. LSCs like normal hematopoiatic stem
cells ([H3Cs), have self-renewal capacity and give rise to partially
differentisted progeny that composes e bulk of the leukemia
but posseses anly limited proliferative potential® The curendy
exigling trestments in AML, such a8 cytarabine |ara-D) and
anithracycline for example, dawnorubicing, at the cost of a great
toadcity, are highly active against the leukemic bulk, but spare the
L5Cs responsible for relapse®” Theredore, AML mmains a clinical
challenge and mew therapies are urgently needed *=™
Only a rare popdation of AML cells enriched for L3Cs,
characterized by a CD34+(D38 - phenotype i capable of
genarating leukemia in immunodeficient mice.” Mora
eﬁmhﬂh&mwmdfuaciicﬂymlwaﬁpcpdaﬂmd
leukemic calls CD34+0D38— in AML This leukemic subpopuls-
tion, with a posithe aldehyde dehydrogenase activity [ALDH+) in
flow cytometry has been shown to be highly ennidved in LSCs*™
Interest in ALDH is due 1o its activity a5 a marker for identfication

of stem cell in different tisees ™" The different Boforms of
ALDHs |ALDHY, 2 amd 3) control the levels of three endo-
genous  apoptopenic  Aldehpdes:  methional,  malondialde-
hiyde MOA) and 4-hipdrooy nonenal (HME). Cancer cells pratect
themraalves from the apoptogenic effect of these aldehypdes
by the ALDHs that oxidie them to thelr non-apopiogsnic
carboxylic acids.”

Among the Emily of acetyenic ALDH inhibitors, we identified
the dimetiyl ampal thicleser [DIMATEL, an af, acetyenic
W-substituted aminothiol eger, a5 an interesting candidate for
cancer meatment DIMATE i an active enzyme-dependent,
competifive, ireversible inhibiter of ALDHs 1 and 3. It ind uces
apoplads in the chemoresstant mowse hmphoid cals BAF3bel?
that are also resistant to disulfiram, a well-characterized i nhibitor
of AIDHZ ™ Moreover, although DIMATE was apoplogenic on
cultures of human prostate cancer cslls DUTA5, it was reversibly
cylestatic on mormal human prostate epithelial cells®

Om the basis of these preliminary data on ALDH activity in LSC
and differential effects between nomal and cancer celly, we
hypotesized that DIMATE could be a candidate for tangeted
therapy on L5 while sparing nommal hematopoietic progenitorns,
thus providing an efficent and sale approach for dhemeo-
therapy of acute leukemia aiming at the eradication of minimal
resdual disease.

" il il Uriveesind, INSERM, MR 1000, TAGE Canngass, b saille, Francs, “Dapa vt of Hama tology ared Coldiubie thampy, AP-HM, Conoaption Hegpitl, Marselle, Faros
* pachrarecand BinDvsige, Lyon, Faros Lab Anienal Motels ared (Career Lk oy A raaceny Patolooy Progeam, el de Racaea Yald Heteon, Basceiea, 5 pain: " Unk Ly,
Uribeardng Casde Barrard Lyoe 1, ICEMS UMRSME, Vilwrbane, Famcs “Dopammant of Aphwis ard Senstmration, BPHM, Conmepion Hoopitd, Masalle, Fars
"Hematciegy hbaacey, AP, Hooinl de la Tieore, Masalie, Farcg “UME 1062 NOFT, NERN, Mamelle, Fraroe ard Herawdagy laboancey, AFHN, Hipll & &
Corcepion, Marwills, Frarde. Comegondenc: Probeics BT Coaelln, Sendce SHimachoge, Conme Hodplaior Unieslan L Concption, 147 Boubvard Balle, 13005

Maw il Fraae.

E-orail fagiar cetaiiog. o qpgenaill oo
Bacgivand 19 My W00 & arooptad 4 Pasgyen D0AE



Efickency and safety of DIMATE in acute myelod beubema
G Venton et al

MATERIALS AND METHODS

Patient amples

Peripheml blood samples from 10 petents with AML [Tabie 1) wes
milected before leukemia chemothespy and after informed nsent, and
wem part of the diagnaostic procedunes. The study wes approved by the
instiutional review board from the Meditemanean V (Ref 1501%) and
Mgence Mational de la Sécurihé du Médicament {Ref 1500548-11). CGontmol
nor-leukemic HSCs were collectsd by aphemsis from patent §n=55)
mquiting auinlogowus stem  cell transplantation  for  non-myelod
malignancies.

Cell sorting

Peripheml blood mononudear «ells from contol donors and keukemic
jpatients were isolaied by FiollHystopaque density gradient aentifuga-
tion (Sigma-Mdrch, Saint-Juentin, Fonoe). 344+ ol sorting wees first
perfommed with (034 MicmBead Kt UtePue BACS; Milteryi Biodec,
[Paris, France]. Then leubemic and healthy CD34 40038 - or OD34+D3 8+
subpopu lations were obtaned by flow ortometry el sorting using double
staning with ant-(D34 APC MACLS Mitenyi Biotec) and amti-CD2S
FITE, MACS; Mitenyi Boted mibs, with an exchsion of at beast 30
charnels between the COD38+ and (D38 - subpopulatons {data nat
shawn). The purity of the peepamtion {299% of (D34-+0038 — leulemic or
healthy oolls) wes 2ccesoed by flow cytometry reamalysic of sored cells.
CO34+ {038 - enviched cells wem plated dusng 48 h 2t 618" cells/mi in
Celam GMP SOGM mesdum wd with th SCF (100 ng/mi),
th TPO (A ngsmi] and rh Fi3 (SOngéml) {2l from CeliGenic GmbH,
Feibarg, Gesmanyl.

Cell cultwre

'We used the folbwing leulemic cell lines: HL-50 {derived from 2 38 year-
abd femnale with { AML M2), THP-1 | deriee d from 2 1-pear-od malewith AML
M5, Fxsumi-1 {derved from a Tyear-old male with AML MZ), Kzoumi-3
ideswed from a 5 T-year-old malke with AML Md), MOLM-14 |derreed from 2
20 year-0bd malde with AML MS) and K1 ide rved from 2 5 Syear-old maie
with AML M&L All AML cells Ines wem obtined from the Amerian Type
Culiwre Colection {ATCC), the Europesn Collecton of Cell Cultunes ECACO
and were wbumed in BPME 840 Gluemax supplemented with 10-20%
fietal bowine serum (GE Healtharne fetal bowne serum, Burope, Gmb#H,
Pasching, Austrizl 2t 27 °Cin 2 humidified 2tmos phese of 5% C0-95% ar.

Cell viability

Cells were seoded into Mreell ool culume pltes 2t 2 conaentration of
50 000 cellsfwell Cell vieshility wes moniomed by AlmarBlee Cell viabiliity
protocal (Thenmo Fisher Scentific, lliinch, Fance) on 2 TriStr LB 941
Multmade Micmoplate Reader {Berthold Technologies, Thairy, Francel

The semsithvity towand diffesent drugs DIMATE (Advanced BioDesign, Lyon,
Fmnda), cpambine, deamonubicne and ascytdin Sigma-Mdrich] wes
determined wsing different mncentetions of the drugs. After 48 b, the
growth imhbroy ofed of the dug we amlymed wsing Heszsumn
{Sigma-Aldsich) acconding to manufactuner’s ins trucbon. The dwug response
wae quantified by the half masimal inhibrtory conoentetion §$050) foreach
particular oell line, and detemined by nondinear regeession analysis of
log-dose/mes ponse curves.

AL actrerty | ALDEFLLIOA kit, StemCe Il Technalogies, Grenobie, Fanae)
and cell vizhility fwith 7-AAD, Immunotech, Marseille, Fene), of the
healthy and beukemic (D34+M38 -, wese mncomitanty performed by
flow cytometsy, 10 monior specfially the CD34+0038-ALDMY and C034
+HIDES-ALDH - subpopulstions vishdlity.

ALDEFLUDR assay

Erzyme actwity of ALDH wes detecied with ALDEFLUCOH kit {StemCell
Tedhnalogies | Comteol and beulemic 344038 - aells and beubemic osll
lines 11.1I:Iﬁc~:l5|'|1'l,'l wene naubated under mniral condiion or teated
with 135 10 pmall of DMATE overnight. Then, alls were washed in
phosphate-buffered saline (PES) 13 and were suspended in ALDEALIOR
azmay buffer. For each conditon (250 000 onls/500 yf), diethyl aminoben-
midetyde (DEAH), 2 broad inhbior of ALDH, was used 25 mntwol of the
beckground fluomscenae. ALDEFLUOA DEAR neagent (contral’ conditon)
or ALDEFLUOH actvaied resgent (st conditon) wee added o coll
muspension and wese incubated 30 min at 37 %

Quantitative determination of HNE protein and MDA/protein
adduects by ELISA

The formation of 4-HNE protein and MDA probein adducts was quantified
with the Owseiect HME Adduct Blsa ot (Cell Biolabs, San Deega, CA, LSA)
and the OmSelect MOW Adduct ELESA kit iCell Bialahs), respecine . Bricfly,
el ysates were prepased by soncation in mducing 505 Sample Buffer.
Homagenates were diluied o0 10 pg peoieingml and adsorbed i S-well
protein binding plaies by incubation at 37 C for at beast 2 h. Wiells wese
washed twie with PES and incubated for an additiond 2h at room
empemtune onan orbital shaker. Following theee washes in PES, 100 pl of
anti-HN E antibody or an MDA wene added tothe wells and incubaded for
1h 2t wom Empesture Subsequently, goat antirabbd secondary
antibody-HA? conjpugete (dibied 171000 with the assay diluent] was
added and inaubation continued for 1 h. Wells were wahed five times in
PHS and HAP substrade was added. Reacton was stopped with an acidic
sobution, and absorbance mad on 2 micoplate reader 2t 450 nm. The
amount of HNE protein adduct was detesmined by comparison with a
standard curve prepased from HEEESA and MDA SA standaeds supglied
by the menufarturer

Table 1. AML matients and their clinical characheristics
AML Age Sex Type (Owulating De nowo or seoondary AML Previnus teeatments Cringenahic
blask

UPH1 74 F AMLI &M Secondary to myclodysplastic 5 opcles of amcitidine A5 0 el { )
syndwme

Urkz 7@ F O AMLI 1%  Dr nowo Indudtion+consolidation eldery patents Comiplex karyotype

loytarabine- +del{S g
UPHE 77 M AMLI %%  De nowo Standard inducbon (daunonubicin-cytambine) Normal karyotype
UPNE &8 F AMLD 28%  Secondary to primary Double inducton idaunonubidn-cytarabine Comiplex karytoype
brosis wall i by cytarat {rubdcin)

UPKS 75 M AMLD M Secondary to myelodysplastc  Unteated
syndmme el

UPNE T3 F AMLS 2%  Dr novao Indudtion+consolidetion cldery patents ti;11) MLL-AFS

idarubicin ]

UPNZ 71 M AMLS 3% Secondary to myelodysplastc  Indudionoonsolidetion elderly patents Ded {5q), diel{?q), del
syndwme oytrabine- idarubicin ) {17l

UrME 91 F AMLO 5% De nowo Uinteeated LLinknowm

UPNe &8 M AMLT M Secondary to chmonic 2 gpcles of aexcitidine+2 oycles of dedtabine ormal karyotype
myelomanacytic beuke mia

UPKHIO 78 M AMLS 81 D nowvo LLinteeated Hormal karyotype

Abberoiabons AML aoute myshoid beuloamka; LIPS, unbgue masent mum ber
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Cagpata activity asay

The cmpase actrty 2ssy on DIMATEteated HL-80 ool wes evaluaied
uzing the CacpaseGlo 37 Azoy (Pomega, Madeon, Wi, LSA) folloaing
the mamuSciumer's nstudions. HL-60 cells wee seeded & 2 mncentration
of 5 x 1054 cellsfwel in 100 pl of complemenied medium into S&-well flat
botiom whie micoplaies Cells were grown in presence of DIMATE
£ umalfl or wehiche in taplcate. Afier 1, 3, & and 24 h of incubation, 100 pl
of Caspae-Glo Reagent was added and the michune was inoubated for 1h
at 375 The amount of luminescent comesponding to the adieity of
czspae 3 and 7w quantfied using 2 luminomesier.

Colony forming wnits

Human HCs waere aulbured under comtm] condibons or weth 1, L5, 7.5 10
amd 15 pmalfl of MATE. To olsere the self-renewing hematopoietic
gystem, oells wem washed with PES 1% and then munted in =i
medum {CelGenx GmbH) supplemenied with cptokines. About 1000 o
1500 cells were plated in dishes in SemMACE HECOGU Medis MACE;
Mikeny Bigted) in 2 37 *C humidifisd atmosphem mntaining 5% (0;. The
chonogenic aesys werne peformed in tapliete. Fifeen days ke, colonies
coming from differentizton of pmgenitors «els were counted and
evaheted somddingly to mamnuiscurers instuctions. Calony-foming
unit-granu locyte macophage, erythroid and barst-forming unit-enythroid
and megaizpocyie pogenios wene identified_

In vive experimentation

To determine the antibsukemic actvity of DIMATE in a dinically relevant
setting, we establhed errved menogefts, ar PDX models,
which 3x 10° mmunopurfied D34+ kulemic perpheral blood mono-
nuchear cells from AML patent were transplanted intesenously ino MODY
mnf""l'rm-n:hﬁumt mouse stein (HOG) for expansion o =251
For human AML xenograift, 2 patent with refrachony AML after nduction

Efficency and safety of DIMATE in 2 myebid leukemia
G Vemton of of

complex karpotypetdeliql bad pmgnaosis, sse UPKME Table 1) wes
sebected Afier ingecton of primary AL oells, BOG mice wem mondomed
for beukemia dewlopment by flow cyometrc analss of penpheral bbod
for human (D45 pos ithve fOD45+]) cells. Four weels were requised for the
development of the modek monitored by the hmte comes ponding to the
amaount of hODESHoelkmouse (045 posiiee cells mODES+] Mice werne
newt randomied and teatment with DIMATE {14, 28 mgdg) or dmug
wehicle started for 4 weeks. Weeldy monibaring of bOD4S+ and m{D45+
cimulatng ol wes perfommed duwring al treatment perpod Afer
teeatment, mice wene illsd and bone marmow and s pleen wee harvested.
hi{D45+ and mC DS + sorting and monitoring, in spleen and bone mamos,
and spieen weighing was pesformed. All in wvo animal studies had been
reviewsd and appmved by the lkoal ethiz ommities 01_Tens(uwebio-
Cervioes- AB-O1L

Statistical anakysis

Values are expressed 25 mean+sem. or frequenoes and proporbons.
Defferences betsen the groups were determined by unpaned Htest, g™
[Fishes's exact 25t or anaiysic of varanae, where appropazte. P < 0L05 was
oonsidensd strtistrally significant. Analysis was performed using Gephfad
pasm vesion 50 $GraphPad softeere, San Diego, CA, LISA)L

RESULTS

Inhibition of ALDH by DIMATE is cybtosic on human AML cell
limes by pramoting apopigenic al dehyde accurulation inducing
& popioss

DIMATE'S K-S0 wias determined in AML cell lines showing a
cytoxic effect of DIMATE with K250 ranged betwesn 1 and 15
On HL-60, Kaswmi-1, Kasemi-3, MOLM-14 and KG-1 ool lines,
the 1050 of DIMATE was o S5094pmold (sem.+0.1007;

- BT b
o o
& -+ MLED B
= T - Kmumil L
E 0 o = BRaumi-3 E
i'ﬁ- S = MOLW-14 E-
?E Al 4 - KE B
1 i
2 4 E
E 3
[ .
ol 100
€ d

B3 HL-G+emhicks
S HL-B0+ DI TE

ng dirbehspcis
Acddurt | pg tatal protein

e

Inhibiticn of ALDH by DIMATE is cytotoaic on human AML cell line by promating apoptogenic aldehyde scoumulation induding
apoptosis (&) Viability away of AML cslls toincreasng concentetion of DIMATE. All ex periment. were pedonmed in tiplicates {n=3]. Vales

Figare 1.

fior &l cell lines are showed in Supplementary Table 2 {b) Monitodng of &

== HLA0+wphicis
-= HL-80+DIMATE

Caspass UT acliily
Lusrrd s enoe | RLLg

LR T T d
a 0 An &0

Time of seatment (k)

& activity in flow cytometry in HL-60. Graphic

dehipdinopenas
representations of sverage percentages of ALDH+ cells at HO, and after 24 h of cell cubtue, without and with DIMATE 5 pmell {(n=31
{€) Quantification of MDA and HME sdduwct in HL-60 calls trasted with DIMATE 5 pma A dudng 24 h. Adduct form aticn is higher in cells trasted
than with the vehicle. id) Monitoring of caspase 3/7 activity of HL-60 cells treated with DIMATE 5 pmoll Afer & h of treatment, activation of

caspase activity is observed.
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Efficiency and =afety of DIMATE in acute myelod leukema
G Vienton «t al

122 pmold  Eeam.+ 34711 167 pmall  (wem.+ 004758);
3287 pmoll Eem.+0303%) and B.028 pmoll (sem + 1386,

respactively (Figure 1a and 5 Table 11
Cytatonic effect of DIMATE is due to the inhibition of ALDH

activity that leads 1o acosmulation of apoptogenic aldehydes such
a5 MDA and HME Teatment of AML cedl, HL-60 with DIMATE for
24h shows an inhibition of ALDH aciivity (Fgue 1b] and
aocumulation of HME and MDA adducs bound to proteins
(Figure 1cl This sccomulstion caesed apopiosis in a2 time-

dependant manner by activating caspases 3 and 7 (Figure 1d).

DIMATE is sellectively cytotesic in leukemic popul ation e nriched in
L5Cs but unlike conventional chemotherapy, DIMATE is not tosdc
for healthy hematopoietic stem cells

Thee cytetosdicity of DIMATE was assesed on CD34+ CO38— ALDH+
leukemic pefipheral blood mononedear cells. For this popu-
lation, enfiched for LSCs, IC50 values of DIMATE was 2.8 pmali
Beam.+008L For this same leukemic population, K50 valees
of daunorebicin, ara-C and azacyfdine were regpectively
032pmald  (sem +0008), 15 pmoll (sem.+0.17) and
4471 pmold jsem +04) [Fgue 2a and Supplementary Table 2.

ikt
o caimi]
T E & 2B I EEGE

4

1l [ E] 1 13 "

@2

Healthy HeCs were treated for 48 h with the 1250 valees of
DIMATE, dawnorubicin, ara-C and aracytidine determined on the
L5Ce After 48 h of H3Cs cultwre, mean proliferation beteeen HO
and HAE was 300% (sem.+4.398] in the wuntreated group and
250% Bem.+35665 in the DIMATE geup (P<0UN)L In the
daunorubicin and ara-C growups there was no H5Cs proliferation
st & cellular death respectively of 209 Eem_+4591) (F<0U0]
and A% (Lem.+3417) P <001). Afer 48Bh of treamment
aracytidine had almost 3 cytostatic effect on HSCs (P < 0U00)
(Figure 2bl Figure 3¢ shows cell surdival for the LSCs and HSCs
asoconding to the different concentrations of DIMATE The K50
concenation was 279 pmold Eem +004) for the LSCs and
2439 pmoll sem_+ 1.58) for HSCs [P < 0001). A therapeutic zone
oould be establigwed. Indesed, between 5 and 9 pma/l, DIMATE
eradicated all LSCs (100% of lethality] and showed low tosicity
jurder 3% of lethality) on healthy HSCL

Moreover, after 48 b of call culture with DIMATE wnitil 10 pmoli,
mofmal HeCs mtained their selfrenewing and multiFineage
differentiation capacity a8 shown by the enumeration and
evaluaton of sem and cells a8 jimg Lnits.
in the Supplementary Figure 1. Above 10 pmoll HSCs self-

(=

TFT

I

s dEudEE
E

- HSCs
- LSCs

DIMATE [pmed L)
Fgme 1L (ytotosicity profile of DIMATE, dawnorubicine, cytarabine and azscyfidine on (D34+0D38 - ALDH leukemic cells and D34

+D38— healthy hematopoetic stem cell fa) Cytotosicity profiles of DIMATE, daunorubicine, cytar
enriched iin LSCs {in = 100 () Healthy H5 s proliferation, in percentage, after

treatrment for the OD34-+0D58 — ALDH+ leukemic clls

abiine and arscytidine after 48 h of

48 h of trestment with DIMATE, daunarubicine, cytarabine and amcytidine Drogs were wsed at 8 concentration egual to the 1050 values

determined for the differnt dasgs in LSCs (n=51] §) L5Cs and healthy H5Cs sunvival
in= 101 Doted lines {5-2 pmoll] dewermine a therapeutic window within DIMATE eradicated all L5Cs (100% of lethality)

toodcity funder 3% of lethality]) on normal HSCs
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and showed low



renswing and multi-lineage diferentiation capacity significandy
and drastically decreased (P < @01, Mo colony-fonming units wene
observed above 15 pmol (data mot dhownl

I immienadeficient mice, »enografted with human leukemic calls,
DIMATE eradicates specifically human AML cells and spams
ealthy mouse hematologic cells

ROG immunodaficient mice were engrafied with primary heman
AML codls. Fowr vesls podt engraftment, hODA5+ cells represented
17+ 14% of droulating oolls (data ot shownl Mice were et
randormized and treatment with DIMATE (14, 28 mafkg) and vehicle
started for 4 wesks [Figure 34). In untreaied conmol mice fvehide]
after 4 wesks, D45+ AML circulating cells increased from 33 10°
(Lem.+13x% 10°) B 17x10° Eams33x 107 (rot sgnificant). in
contrast, in 14 and 28 mako DRMATE-meated mice, hem wat a
drastic and sigrificant decease in human AML [hWOD45+) calls
compared wAth those in e untrested mice fiom  3x10°
(pem+ 13% 107 to A7=10" Bem +17x10% n e DIMATE

a
Primary kL cells

Eficency and safety of DIMATE in acuie myebid leubemia
G Werthan et al

Tdmghky goup P<0) and fom 310 (Lem:13x 107
to T3 (Lem=3x10Y in the DIMATE 28mghkg group
P 0U0 ] [Figieres 3b and d). Fusthermane, during all of the treatment
pericd, no bty o decmase in healthy ciculating mowse oadls
|mODa5+) whas sbserved in all the groups, incuding the DIMATE 14
and 28 ma'kg growps (Fgue 3. After 4 weeks of teatment, mice
wiere billed amd bone marrow and  spleen were  hanvested.
D5+ sorfing and monioding in spleen and bone manrow, but
also splesn welghing was performed. Compared with wniresed
conmol mie, in te DIMATE 14 and 38 mo'kg teatment groups,
spken infilvation by homan AML cells drastically dedeased
from 17x107 (eem+99x 107 to 14x10° |Lem:82x 107
in the DIMATE Tamghky goup P<00) and 1o 13x10°
(sem+72x10% h the DMATE 28mgkg goup P =001)
|Figre 321 At the same time, each mowme spleen was weighed.
Compaed with untreaed mice spleen weight decreased from 82
loem+ 742 g) to 40235 g (Lem+ 19.4.4) in the DIMATE 14 ma'kg
group {not sgnificang] and to 37.7g kem.= 7.9g) in the DIMATE
28mghkg group (P< 005) (Rgwe 3gl Regarding bane manmow,

Viehicle

{3nfweek for 4 weeks)

DIMATE 14mg/kg

[3x/week for 4 weeks)

CHIMATE 28

-

%l
L1

WA s s oo

W
e
Figurel. DIMATE shows potent

{3x'week for 4 weeks)

ami

hiOD4S

Activity against primary AML cells transplanted in NOG mice. (8] Experimental scheme and gaiting strategy in

flovw cy o etry for kD45 + and mID45+ cells mondtoring in blood, splesn and bone manrow fior study of the antileukemic activity of DIMATE
iin immunodefident mice @ngrafted with primary human AML ol Mice were randomized and treatment with DIMATE {14, 28 mgikg) and
wvehiclhe started for 4 weeks Weekly monitaring of hODd45+ and m{D4d5+ diroulsting cells were perdormed duding the testment. Afer
treatment, mice were killed and bone marrow and spleen were harvested. CD45+ have been sorted and monitored in spleen and bone
miarrow. 5 pheen weighing was performed. {b) Human CDu5+ cells {hCD45+) cowrnt in periphernal blood during the restment with vehicle or
DIMATE. () Mowse (D45 cedls {mDd5+) avunt in periphernal blood during the treatment with vehicle or DIMATE. i) Absolute human AML
cells in the peripheral blood of NDG mice engrafted with AML cells before and after trestment with vehicke and diffeent concentrations of
DIMATE after mice euthanasia fe) Counts of heman 0045 cells in spleen in mice engrafted with AML alls after treatment with wehicle and
different concentrations of DIMATE. {f) Counts of human CID45 cells in borse mamow inmice engrafted with AML cols after treastment with
wishiche and different concentraBons of DIMATE {g) 5plesn weight of mice transplanted with human AML cslls trasted with vehicle or DIMATE
In panels {d-f] each symbol denotes & sngle animal (n=3-& péer groupl. * Mean P < 001 and * mean P < 0005,
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Fgme 1 Continued

companed with untreated control mice. infiltration by AML cell
decreated  from  21x10° Eam.:17=107 to 1200 ks
mE93x 10% in the DIMATE 14mg'kg group inot significany and
to 98x 107 (Lam:62x 107 in the DMATE 28 mg'kg group
P <005) [Figue 3f).

DISCUSSI0ON

lesistancs o cytarabine and anthracy dine-based demotherapy i
a major cawse of treatmeant failure in AML™ More precissly, (D34
+HD38— leukemic celpmdaﬂmtmldwdhlsciaeﬂyﬂ
nesistant to these and other conventional dhemotherapies:
Therefore mew therapies are ungently needed for this deadly
disease. Furthermore, conventional chemotherapy have smilar
cytotoxic effects on nommal o leukemic HSCL™" In shanp contrast,
wiedemanstrated that DIMATE, through ALDH inhibition, targebed
and eradicated in vire and b vive several human iy eloid
leukemia cell lines and human leukemic cells populstion highly
emriched in LSCs, but spaned healthy H3C 2 Most interedingly, we
have determined a therapeutic Dne, betwesn 5 and 9 pmol/],
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wiene DIMATE eradicated all L5Cs | 100% of lethality) and showed
o toicity (under 3% of lethality] on healthy HSC2 Moreover,
with such treatment concentmtions, healthy HSCs netained their
ﬂ-m'm'hg and multiHineage differentistion ¢ apacity.

IOH detouifying enzymed has been eviensively asodisted with
auﬂfﬂmﬂmﬂﬂﬂﬂqﬁﬂaﬂﬁmﬁpuhm&
jparticular case of AML, the ALDH gene family is found upegulsted
of amplificaed in 42% of cates, impacting alio life expectancy,
negatively |Supplementary Figures 2A and BI77 These data
aggest that the ahered ALDH acivity in AML confers advantages
o cell proffemton and survival andior for the progression of the
disease. DIMATE s descdbed a5 an ineverdble inhibitor of
recombinant ALDH and ALDHI Therefore, we evalusted the
capacity of DIMATE to inhibit the ALDH activity in leukamic cslls. ™™

Selective oytoboudcity of DIMATE on cancer cdls of huaman and
e onigin has already been demonstrated iy wire on human
epithedial cancer cells Indeed, DIMATE induwces an ineversible
apoptosis in human prestate epithadi al cancer cells DUT45, butitis
a neversible cytos@tic apent on human prostate epithelial nommal
cell ™ In the specific AML framework, safety of ALDH indibi i



on healthy HSCs has already been demonsirated, and even mone
remarkable i the inhibition of ALDH and retinoid signaling
indisces expansion of human HSCs ™

Thete hypatheses ane supported by owr expesiments in mice In
MOGE mice, xenografted with human AML enriched in LSCs,
DIMATE eradicated in wiva, specifically, human AML cells (hC D45+
in blood, splesn and bome marrow. In contrast, DIMATE spared
healthy ciroulating mowe cells imOD45+] Momover, with a
humanization rate of 17%, owr mowse mode could be optimized,
1o try to obtain more Sgnificant resulis, in spleen and bone
marrow, in particular, in the DIMATE 14 ma'lg teatment grous.

Wiith wery wisieal anticancer propetie, DIMATE seems to be a
very promising molecule for the treatment of AML and canoer
mone generally. Results fiom onr work open new therapeutic
perspectives in AML and provide a conceptual support for
initiation of a phase HI dinical trials.

We conclede that DIMATE is a very promising drsg that opens
mew therapeutic pefipectives in myslold malignancies with
putative interest in hymphoid malignances as this dng i sl
able 1o inhibit the anti-apoptotic effect of bak2™ A limitation of
o work conceims the LSC definition. Indeed, in owr work, to
defie 1508 we wsed the (D34+0D38- ALDH+ phenotype.
However, several pathways, specific genes of microfiNA, oybo-
metric of i, signatures have abio been proposed 1o
distinguish L5Cs from HSCA™ ™ Thete i no CONSENSis on an
absclute definition for L5Cs and it 8 more comrect to speak of
‘leukemic colls population enfiched in LSCs". Furthermane, acoond-
ireg 1o some robust epefiments | works, L50s could not be a stem
coll disorder but rather a reacquisition of stem cell chamctenistics
by clasic leukemic calls ™ Finally, we should not undaresimats
the rode of the bone marmow environment in the |euke mogenegs.
Indeed, a patholegic bore manow “niche’ could bead to penmanent
generation of LSCL™ ™ Neverhelss, LSCs remain an interesting
target for ol innovative thespeutic strategies™ ™ Analsis of
DIMATE effect on nommal and leukemic bone manmow ‘niche’ i5 the
mext dep in owr shedy aiming at a better understanding of e
mechanisms of action of this innovative dug.
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Résume

A la fin du 20° siécle, la premiére étude utilisant les microarrays pour étudier la leucémie aigué
a démontré l'utilité de cette technologie dans la mise en évidence de I'’expression des génes. La
décennie suivante a montré que I'étude de I’expression des génes est devenue un outil précieux
dans la recherche en hémopathies malignes. De nos jours, il a été établi que I'expression des
génes est devenue un outil indispensable en recherche dans le domaine de la cancérologie et en

particulier en onco-hématologie.

L'objectif général de cette thése a été de mettre en évidence la contribution de I'approche
transcriptomique dans la physiopathologie et le traitement des hémopathies malignes. En
particulier, comment la technologie des microarrays nous a aidée a étudier diverses
problématiques en onco-hématologie ; notamment : le décés lié aux complications infectieuses,

I'incapacité a obtenir la rémission et le déces lié aux rechutes.

Dans la premiére partie, notre objectif était d’étudier les cellules Natural killer (Nk) chez les
patients atteints de leucémie aigué myéloide (LAM). Nous avons comparé la signature
transcriptomique des cellules Nk de patients LAM a celle des cellules Nk de sujet sains et
suggéré que le facteur de transcription ETS-1 est un bon candidat capable de réguler les
récepteurs activateurs NCR (natural cytotoxicity receptors) dont les génes sont situés sur deux

chromosomes différents, méme si leur expression reste fortement cordonnée.

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés a la prédiction du sepsis en utilisant une
approche transcriptomique dans le cadre de 'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques
(auto-CSH). En utilisant le méme modeéle, dans la troisieme partie, nous avons mis en évidence
'effet du melphalan en tant que chimiothérapie de conditionnement sur les cellules
mononuclées du sang périphérique et identifié un marqueur potentiel de rechute précoce chez

les patients atteints de myélome dans le cas de I’auto-CSH.

Enfin, dans la derniére partie, notre objectif a été d’analyser le profil d’expression génique des
lymphomes B diffus a grandes cellules liés a lI'infection par le VIH afin de vérifier ou pas

I'existence des sous-types décrits chez les patients immunocompétents.



